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RESUMEN

Caracterizacion fisiolégica de los estadios tempranos de larvas de pargo
flamenco (Lutjanus guttatus) en cultivo.
Maria Isabel Abdo de la Parra

Actualmente, la produccion de juveniles de pargo flamenco, es el principal cuello de
botella que enfrenta la industria dedicada al cultivo de esta especie. Especificamente,
la supervivencia reportada en las primeras etapas de larvicultivo es de 1 a 12%; lo
cual, se debe principalmente, a la dificultad de proveer los nutrientes necesarios para
que la larva en la primera alimentacion desarrolle adecuadamente su fisiologia
digestiva para lograr con éxito la transcision de la alimentacion endégena a exdgena.
Aunque se han descrito varios protocolos de alimentacion, aun no se ha logrado un
avance del todo significativo para aumentar la supervivencia. Sin embargo, cabe la
posibilidad de establecer el grado de impacto en la modificacion de los protocolos de
alimentacion larvaria, utilizando como base diferentes tasas metabdlicas,
determinanando el perfil de aminoacidos esenciales de las larvas vitelinas y la
temperatura Optima para el consumo adecuado de las reservas energéticas de las
larvas del pargo flamenco. En el presente trabajo se realizaron varios bioensayos para
evaluar el consumo de oxigeno de los diferentes estadios larvales, para determinar el
perfil de aminoacidos esenciales (AAE) y la tasa de consumo de las reservas
energéticas a diferentes temperaturas de cultivo de huevos y larvas vitelinas del pargo
flamenco. El mayor consumo de oxigeno fue en los primeros 5 dias después de la
eclosion (DDE) lo cual coincide con el inicio de la alimentacion exdgena. A los 14, 19
y 30 DDE las tasas respiratorias presentaron ligeros incrementos, y parecen estar
asociados a cambios morfologicos de las larvas (preflexion, flexion y posflexion,
respectivamente). Los valores de los exponentes de la relacién potencial alometrica
entre la tasa respiratoria biomasa-especifica y por individuo, en funcién de la biomasa
seca del pargo flamenco, fueron de -0.172 y 0.834, respectivamente. Por otro lado, los
datos obtenidos del perfil de AAE de huevos y larvas, podran utilizarse como un
indicador aproximado del requerimiento de AAE de las larvas de pargo flamenco al
inicio de la alimentacién exdgena y coadyuvar a mejorar los protocolos de alimentacion
y al desarrollo de dietas balanceadas para mejorar el crecimiento y supervivencia de
las larvas. Por ultimo, se concluyé que la temperatura para la incubacién y cultivo de
larvas vitelinas del pargo flamenco se debe llevar a cabo alrededor de los 28°C para
un adecuado crecimiento, supervivencia y consumo de sus reservas energéticas.

Palabras clave: larvas de pargo flamenco, consumo de oxigeno, perfil de aminoacidos
esenciales, temperatura, reservas energeticas.



ABSTRACT

Physiological characterization at early culture stages of the spotted rose

snapper (Lutjanus guttatus)

Maria Isabel Abdo de la Parra

Currently, the production of spotted rose snapper juveniles is the main bottleneck facing
the industry. Specifically, the survival reported in the first stages of larviculture is from
1 to 12%; which is mainly due to the difficulty of providing the necessary nutrients for
the first-feeding larvae to adequately develop their digestive physiology in order to
successfully achieve transitions from endogenous to exogenous feed. Although several
feeding protocols have been described, significant progress has not yet been made to
increase survival. However, it is possible to establish the degree of impact on the
modification of the larval feeding protocols, using as a base different metabolic rates,
determining the essential amino acid profile of the yolksac larvae and the optimal
temperature for the adequate consumption of the energetics reserves of the spotted
rose snapper larvae. In the present work, several bioassays were conducted to
evaluate the oxygen consumption of the different larval stages, determine the essential
amino acid profile (EAA) and the rate of consumption of energy reservesof eggs and
yolksac larvae at different culture temperatures. The highest oxygen consumption was
in the first 5 days after hatching (DDE), which coincides with the start of exogenous
feeding. At 14, 19 and 30 DDE respiratory rates showed slight increases, and appear
to be associated with morphological changes of the larvae (preflexion, flexion and
postflexion, respectively). The values of the exponents of the potential allometric
relationship between the biomass-specific respiratory rate and per individual, as a
function of the dry biomass larvae, were -0.172 and 0.834, respectively. On the other
hand, the data obtained from the AAE profile of eggs and larvae, may be used as an
approximate indicator of the EAA requirement of spotted rose snapper larvae at the
beginning of exogenous feeding and help improve feeding protocols and the
development of balanced diets to improve the growth and survival of the larvae. Finally,
it was concluded that the temperature for the incubation and culture of yolk sac larvae
of the spotted rose snapper should be carried out around 28 ° C for an adequate growth,
survival and consumption of its energy reserves.

Key words: spotted rose snapper larvae, oxygen consumption, aminoacid profile,
temperature, energy reserves.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

La piscicultura marina es una actividad que contribuye a la economia de muchos
paises, generando alimento con alto valor nutricional, empleos y divisas. Hace algunos
afos, en Europa y Asia esta actividad se baso principalmente en el cultivo de juveniles
silvestres; sin embargo, actualmente la produccion continua de juveniles en cautiverio
se esta incrementando, convirtiéndola en una actividad sustentable. En el sureste de
Asia, las especies cuya biotecnologia de produccion de juveniles ya esté establecida
son el sabalote (Chanos chanos) y barramundi (Lates calcarifer); en Japon, el pargo
japonés (Pagrus major); en el Mediterrdneo, la lubina (Dicentrarchus labrax) y la
dorada (Sparus aurata); en Australia, el barramundi y en Estados Unidos, la corvina
(Sciaenops ocellatus), (Tucker, 1998; Battaglene y Cobcroft, 2007). En México, el
cultivo de peces marinos se encuentra en pleno desarrollo y aunque ya se han logrado
avances significativos en la produccion de juveniles de laboratorio de algunas especies
como pargos (Lutjanus guttatus y L. peru), robalos (Centropomus undecimales y C.
viridis), totoaba (Totoaba macdonaldi), corvina (Sciaenops ocellatus) y jurel (Seriola
lalandi y S. rivoleana), en la mayoria de los casos, su engorda en jaulas se basa casi
exclusivamente de juveniles silvestres (Davial-Camacho et al., 2018); lo cual aumenta
la presion existente en las pesquerias, al reducir las poblaciones naturales. La
produccioén constante, confiable y en el momento adecuado de juveniles de calidad, es
un requerimiento indispensable para el cultivo de peces marinos (Alvarez-Lajonchére,
et al., 2012). Por lo tanto, es imprescindible contar con las técnicas de cultivo
adecuadas y sistemas de produccion eficientes que permitan que la especie cultivada

alcance un desempefio satisfactorio.

El pargo flamenco Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) se distribuye en el
pacifico oriental, desde México hasta Pera (Fischer et al., 1995). Es una especie que
presenta alta demanda en los mercados de algunos paises de Latinoamérica; por lo
gue a partir de la década pasada, los pescadores extraen juveniles silvestres para

engordarlos en jaulas. Las investigaciones sobre su reproduccion artificial se iniciaron



hace varios afios en algunos paises como Colombia (Valverde y Boza, 1999), Panama
(Cano, 2003), Costa Rica (Boza-Abarca et al.,, 2008) y Ecuador (Benetti y Wilson,
1996). En México se iniciaron en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, Unidad Mazatlan (CIAD), desde el afio 2000 (Garcia-Ortega et al., 2005).
En la actualidad se han alcanzado grandes avances para lograr la produccién masiva
de juveniles y cerrar el ciclo generacional; sin embargo, todos los trabajos relacionados
al respecto han mostrado que durante los primeros estadios de vida se presentan altas
mortalidades, con una supervivencia al final del cultivo larvario entre uno a 12%
(Garcia-Ortega et al., 2005; Sierra de la Rosa, 2007; Boza-Abarca et al., 2008; Abdo
de la Parra et al., 2010; Alvarez-Lajonchere et al., 2012; Ibarra-Castro et al., 2012).
Las altas mortalidades que se han presentado en la larvicultura del pargo flamenco
han sido el principal cuello de botella en el desarrollo e implementaciéon de la
biotecnologia del cultivo a nivel comercial. Optimizar las estrategias de alimentacion y
de cultivo de larvas de pargo flamenco es un paso critico para establecer la produccion
masiva de juveniles de pargo flamenco de manera confiable, constante y rentable, para
que la actividad pueda ser sustentable. En este sentido, en el presente estudio se
determind la tasa respiratoria de los diferentes estadios larvarios, el contenido
bromatolégico, perfil de aminoacidos y tasa de consumo del vitelo y la gota de aceite
de huevos y primeros estadios larvarles del pargo flamenco cultivadas a diferentes

temperaturas.

El consumo de oxigeno es uno de los perfiles fisiologicos mas til para estimar
los requerimientos nutricionales de los peces, ya que representa la tasa del
metabolismo energético (Jobling, 1994); al conocer la tasa metabdlica de los diferentes
estadios larvales del pargo flamenco se podran disefar estrategias de alimentacion
gue cubran en tiempo y forma sus requerimientos energéticos y disminuir, en

consecuencia, las altas mortalidades presentadas en esta etapa.

Algunos autores utilizan la composicion de aminoacidos (AA) del cuerpo
completo o de los huevos de peces para estimar el requerimiento correspondiente a
cada especie (Hastey et al., 2010; Buentello et al., 2011; Saavedra et al., 2015; Song
et al.,, 2016). Este método es menos costoso y constituye una alternativa para

determinar el requerimiento de AA de las larvas de peces (Monentcham et al., 2010).
2



Al conocer el perfil de AA de las larvas del pargo flamenco antes de la primera
alimentacion exdégena se podran optimizar los protocolos de alimentacion y desarrollar
dietas con un adecuado perfil de AA. Por otro lado, el consumo lento o rapido del vitelo
puede ser determinante en el desarrollo y supervivencia de las larvas. Varios autores
han demostrado que la eficiencia en el consumo del vitelo y las gotas de aceite es
mayor en las larvas de peces marinos cultivadas dentro de los rangos éptimos de
temperatura de cada especie, y disminuye cuando se cultivan fuera del rango 6ptimo
(Kaminski et al., 2006; Estrada-Godinez et al., 2015; Guevara-Fletcher et al., 2017);
por lo cual, al determinar la temperatura adecuada de cultivo de huevos y larvas
vitelinas de pargo flamenco se aumentra la supervivencia durante la transicion a la

alimentacion exdgena.

1.2. REVISION DE LITERATURA.

1.2.1. Biologia del pargo flamenco Lutjanus guttatus

1.2.1.1. Taxonomia. El pargo flamenco pertenece a la familia Lutjanidae (Cuadro 1),
la cual esta representada por 17 géneros y 103 especies, incluyendo 65 especies del

género Lutjanus (Allen, 1995).

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de la familia Lutjanidae

Phylum Chordata
Clase Actinopterygii
Superorden Acanthopterygii

Orden Perciformes
Suborden Percoidei
Familia Lutjanidae
Género Lutjanus
Especie guttatus




1.2.1.2. Habitat y Distribucion. El pargo flamenco generalmente se encuentra en
areas de arrecifes costeros y fondos rocosos hasta de 30 metros de profundidad, su
comportamiento social en ocasiones es solitario o forma cardimenes. Los juveniles
habitan en estuarios y desembocaduras de rios. Se distribuye en el Pacifico oriental,

desde el Golfo de California, México, hasta el norte del Pera (Allen, 1995).

1.2.1.3. Habitos alimenticios. Es una especie carnivora oportunista de habitos
nocturnos, los adultos se alimentan principalmente de peces y en la etapa juvenil su
principal alimento lo constituyen los crutaceos y en menor medida los moluscos, lo cual
suguiere una posible estrategia ecoldgica para la optimizacion en el uso de presas
(Saucedo y Chiappa, 2002; Rojas et al., 2004).

1.2.2. Importancia econémica del pargo flamenco.

Una de las pesquerias mas importantes en las costas del Pacifico Mexicano es la de
peces de la familia Lutjanidae, pasada principalmente en el pargo flamenco (L.
guttatus) y huachinango (L. peru). Su demanda se debe a la calidad de su carne y a
su alto precio en el mercado (Alvarez-Lajonchere et al., 2012); lo cual ha conllevado a

la sobreexplotaciéon de la especie.

La pesca requiere de alternativas para la obtencion de mayores volimenes de
productos que puedan comercializarse a mejores precios; en este sentido, el empleo
de jaulas flotantes para la engorda de peces de alto valor comercial con el apoyo de
alimento balanceado se convierte en una posibilidad. En su fase de desarrollo inicial,
esta actividad inicia con el aprovechamiento de juveniles del medio natural y a mediano

plazo es imprescindible disponer de crias obtenidas en el laboratorio.

Los estudios realizados en la Unidad Mazatlan, CIAD, A. C. desde el 2000 a la
fecha, sobre la biotecnologia de cultivo del pargo flamenco, han evaluado y confirmado
la posibilidad de cultivo esta especie. A continuacion se detalla el conocimiento

generado sobre la larvicultura del pargo flamenco en varios paises de Latinoamérica.



1.2.3. Conocimiento del estado actual de la larvicultura del pargo flamenco

(Lutjanus guttatus).
(Articulo publicado: LAJAR 43(3): 415-423. 2015, DOI: 10.3856/vol43-issue3-fulltext-3)
Disponible en http://www.lajar.cl/pdf/imar/v43n3/Articulo_43 3 03.pdf

1.2.3.1. Reproductores. El pargo flamenco es una especie gonocoérica, con sexos
separados, sin dimorfismo sexual aparente; la fertilizacion es externa y sin cuidado
paternal. Su desarrollo gonadal es asincronico con desoves parciales por la presencia
de ovocitos con desarrollo avanzado y foliculos post-ovulatorios en diferentes grados
de reabsorcion, liberados en diferentes tiempos (Cruz- Romero et al., 1996). La
actividad reproductiva se presenta practicamente todo el afio; con picos maximos en
los meses de abril y mayo y en octubre-noviembre. En enero y febrero, cesa totalmente
la reproduccién, principalmente por las bajas temperaturas (Rojas, 1997; Arellano
Martinez et al., 2001; Alvarez-Lajonchére e Ibarra-Castro, 2011). Para obtener el
banco de reproductores y realizar la induccion artificial de la reproduccién del pargo
flamenco, los organismos silvestres se pueden capturar por medio de chinchorros,
anzuelos y linea de fondo (palangre), por pescadores artesanales en la época de
reproduccion, a profundidades de 30 a 50 m. De acuerdo a lo recomendado por Benetti
y Feeley (1999) a los peces con barotrauma (abultamiento de la vejiga gaseosa debido
a cambios de presion durante el ascenso) se les practica una puncion de la vejiga
gaseosa con una aguja hipodérmica para retirar el exceso de gas y estabilizar al animal
en la columna de agua. Posteriormente se trasladan a las instalaciones
correspondientes. Ibarra-Castro et al. (2012a) reportaron que es posible mantener un
banco de reproductores obtenido de juveniles producidos en laboratorio y
posteriormente cultivados en jaulas hasta alcanzar la talla adecuada para su

reproduccion.

1.2.3.2. Control de lareproduccion.
Para lograr con éxito el cultivo de peces marinos se requiere la produccion sostenida

de huevos de calidad (Bromage, 1995). En general los reproductores capturados del
medio ambiente o los que son criados en cautiverio, se encuentran en condiciones
medioambientales inapropiadas para lograr la maduracion final y liberacion de

gametos; por lo cual, es necesario aplicar tratamientos hormonales para lograrlo. A
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partir de los afios 30’s se han utilizado las hormonas exdgenas para estimular el
proceso reproductivo e inducir a la ovulacion, espermiacion y desove de peces marinos
(Zohar y Mylonas, 2001). Para establecer los protocolos de induccion a la maduracion
final del pargo flamenco, se han realizado diversos estudios: Valverde y Boza (1999)
inyectaron a hembras silvestres con 4 mg de extracto de pituitaria de carpa (EPC) Kg-
1 de peso corporal (PC), y después de 24 h las hembras desovaron; recientemente,
Boza-Abarca et al. (2011) confirmaron que la dosis de 4 mg Kg* PC de EPC aplicada
en una sola inyeccion es la adecuada para inducir al desove a las hembras de esta
especie; en otro estudio Boza-Abarca et al. (2008) indujeron el desove de L. guttatus
engordado en jaulas, utilizando dos inyecciones de gonadotropina coridnica humana
(hCG) la primera inyeccion fue de 4.5 mg hCG kg—1 PC y la segunda de 3.5 mg hCG
kg—1 PC; después de 9 a 12 h las hembras desovaron. Estos resultados fueron
ratificados posteriormente por Boza-Abarca et al. (2011) en peces silvestres de la
misma especie. Por su parte, Ibarra et al. (2004) indujeron el desove de L. guttatus
utilizando implantes del analogo de la hormona liberadora de la hormona luteinizante
(LHRHa), con dosis de 25 6 75 mg kg' de PC. Ibarra-Castro y Duncan (2007)
evaluaron implantes con 25, 50, 75 y 100 ug del anélogo de la hormona liberadora de
la gonadotropina (GnRHa) en pargos silvestres y determinaron que el implante de 75
ug fue el mas efectivo para la liberacion de huevos; por su parte, Ibarra-Castro y
Alvarez-Lajonchere (2009) demostraron la eficiencia de los implantes de GnRHa tanto
en pargos silvestres como de cautiverio y desarrollaron un monogréfico para estimar
la dosis requerida de GnRHa para la induccién al desove de hembras de pargo
flamenco. Ademas, se ha demostrado que es posible obtener desoves espontaneos
durante la época natural de desove, con peces adaptados a las condiciones de
cautiverio propicias para su maduracion y desove (Cano, 2003; Boza-Abarca et al.,

2008, Alvarez-Lajonchére et al., 2011, Ibarra-Castro y Alvarez-Lajonchére, 2011).

1.2.3.3. Fertilizacién
Una vez inducidas, las hembras se colocan en los tanques donde se llevara a cabo la

fertilizacion natural. Generalmente la proporcion de machos:hembra es de 2:1. Los

machos fecundan los huevos naturalmente al momento de ser liberados por la hembra



en el agua (Sierra de la Rosa, 2007; Boza-Abarca et al., 2008; Ibarra-Castro y Alvarez-
Lajonchere 2009, 2011). Se han reportado diferentes porcentajes de fertilizacion, que
varian segun las condiciones de mantenimiento de los reproductores, desde 45 hasta
90% (Garcia-Ortega et al., 2005; Sierra de la Rosa, 2007; Boza-Abarca et al., 2008,
2011; Ibarra-Casto y Alvarez-Lajonchére, 2009, 2011; Herrera-Ulloa et al., 2009, 2010;
Alvarez-Lajonchére et al., 2012). Los huevos vivos fertilizados del pargo flamenco son
pelagicos y flotan en la superficie del agua. Son de forma esférica, con corion
transparente y liso lo que permite observar, a través de un microscopio compuesto, el
desarrollo embrionario; presentan un espacio previtelino pequefio; el diametro mide
entre 650 a 900 um; el vitelo presenta una sola gota de aceite (Fig.1la). Los huevos
muertos son opacos y no flotan en la superficie del agua (Fig. 1b) (Duncan e Ibarra-
Castro, 2007; Boza-Abarca et al., 2008; Alvarez-Lajonchére et al., 2011).

Figura 1. a) Huevo fertilizado viable de pargo flamenco, de forma esférica, con corion
transparente y liso, muestra un espacio previtelino pequefio y el vitelo presenta una
sola gota de aceite. b) huevo fertilizado no viable. (Reproducida de Abdo-de la Parra
y Rodriguez-Ibarra, 2011).

1.2.3.4. Manejo e Incubacién de huevos.
La manipulacion y la incubacion de huevos de peces son procedimientos sencillos pero

importantes para la produccion masiva de juveniles; por lo cual, se han realizado
diferentes estudios para establecer las mejores practicas de manejo en L. guttatus.
Ibarra-Castro et al. (2012b) realizaron un estudio para determinar el manejo mas

apropiado para la incubacion de huevos. Evaluaron dos densidades de siembra ( 250
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y 1000 huevos L) con o sin tratamiento profilactico de formalina a 10 mg L por una
hora antes de la incubacion, colocandolos en tanques de fibra de vidrio de 100 L con
y sin flujo de agua (renovando el 30% h1), en este trabajo concluyeron que la mejor
densidad de siembra para la incubaciéon es de 250 huevos L y no encontraron
diferencias significativas en la eclosion de huevos con o sin tratamiento profilactico ni
con flujo o sin flujo de agua. En otro estudio realizado por Ibarra-Castro et al. (2012c)
recomiendan utilizar acriflavina a 5 mg L' como tratamiento profilactico en la
incubacion de huevos de pargo flamenco para reducir los efectos negativos de

microorganismos patégenos en huevos y larvas.

Por otro lado, las condiciones ambientales en la incubacion de huevos de peces
marinos juegan un papel preponderante en el desarrollo de los organismos; por
ejemplo, se ha demostrado que el fotoperiodo influye en el desarrollo embrionario y
tiempo de eclosion de las larvas (Helvik y Walter, 1992, 1993; Downing y Litvak, 2002).
Duncan et al. (2008) evaluaron el efecto del fotoperiodo en la incubacién de huevos de
pargo flamenco y concluyeron que, independientemente del fotoperiodo, la mayoria de
los huevos eclosionaron entre las 17 y 20 h postfertilizacion (HPF); sin embargo, el
periodo de eclosion aumentd significativamente (de 23 a 25 HPF) en los huevos

incubados con luz constante.

Otro de los factores ambientales que influyen en los procesos vitales de los
peces, es la salinidad del medio donde se cultivan; algunas investigaciones en
especies de peces marinos mencionan que la incubacién de huevos, fuera del rango
de salinidad que tolera la especie, afecta el desarrollo embrionario, produce
malformaciones, puede alargar el tiempo de eclosion y disminuir la supervivencia, tanto
de embriones como de larvas eclosionadas (Henne y Watanabe, 2003; Jian et al.,
2003; Berlinsky et al., 2004). Para el pargo flamenco, se demostro que la incubacion
de huevos puede llevarse a cabo en salinidades entre 15 a 40%. sin afectar el

desarrollo embrionario y la eclosion de larvas normales (Abdo de la Parra et al., 2011).



1.2.3.5. Anélisis financiero de produccion de huevos fertilizados
Ibarra-Castro et al. (2013), realizaron un analisis financiero de un ciclo de produccion

de huevos de pargo flamenco a escala piloto en las instalaciones del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Unidad Mazatlan, en Sinaloa, México; para
evaluar la posibilidad de implementar esta tecnologia a escala comercial. Los
resultados determinaron que la mano de obra se llevo el 36% del costo total, seguida
de los materiales e insumos (21%), alimento (11%) y por ultimo, la depreciacién que
represento el 10% del total. El costo de 1,000 huevos viables ya empacados para su
envio se estimé en $USD 96 y el costo de produccion de 100,000 larvas de 48 horas
después de la eclosion (HDE) fue de $USD 2,045. De acuerdo a los resultados
obtenidos, los autores mencionan que la tecnologia de produccion de huevos de esta
especie puede extenderse a escala comercial, siguiendo sus recomendaciones.
1.2.3.6. Desarrollo embrionario y larvario.

El desarrollo embrionario (Cuadro 2) es similar a otras especies de pargo y fue descrito
por Ibarra-Castro (2005). La eclosion inicia entre las 15y 17 HPF a temperaturas entre
26 y 30°C, y termina en un periodo de 3-4 h. En condiciones normales de cultivo se
obtienen porcentajes de eclosiébn mayores al 80%. (Gracia-Ortega et al., 2005; Ibarra-
Castro, 2005; Duncan e Ibarra, 2007; Boza-Abarca et al., 2008; Duncan et al., 2008;
Abdo de la Parra et al., 2010; Ibarra-Casto y Alvarez-Lajonchére, 2011; Ibarra-Castro
et al., 2012a, b).

Las larvas recién eclosionadas (Fig. 2) miden entre 2.1 a 2.7 mm de longitud
total (LT) (Garcia-Ortega et al., 2005; Boza-Abarca et al., 2008; Abdo de la Parra et
al., 2010; Ibarra-Castro y Alvarez-Lajonchere, 2011; Alvarez-Lajonchére et al., 2012);
el saco vitelino abarca casi la mitad de la longitud del cuerpo; el tubo digestivo, la boca
y el poro anal se encuentran indiferenciados y no se distinguen. Los ojos también estan
indiferenciados. Entre 0 y 1 dia después de la eclosion (DDE) las larvas flotan en la
columna del agua sin movimiento significativo y los ojos empiezan a desarrollarse. A
los 3 DDE se observa la abertura del poro anal y de la boca y los ojos se encuentran
completamente pigmentados, el saco vitelino ha sido absorbido completamente y
miden alrededor de 3.0+0.02 mm de LT. A los 4 DDE se alimentan activamente en la

columna de agua y en la superficie. La preflexion ocurre entre el 14 al 16 DDE; la
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flexién ocurre entre 19 y 20 DDE vy la postflexién ocurre después de 25 DDE y miden
alrededor de 9.3£1.2 mm de LT (Boza-Abarca et al., 2008; Abdo de la Parra y
Rodriguez-lbarra, 2011).

Cuadro 2. Desarrollo embrionario del pargo flamenco (Lutjanus guttatus). Tomado de
Ibarra-Castro (2005).

Horas post- Estado de desarrollo
fertilizacion (HPF)

0:15-0:30 Division de 2 y 4 células

0:45-0:55 8 células

1:10-1:30 16 células

1:40-1:50 Morula

4:15-4:25 Blastula

6:15-6:25 Inicio del eje embrionario

7:15-7:25 Evolucion del embridn

8:15-8:25 Segmentacién del embrién (Fig. 9)
10:19 Continta segmentacién hasta la cola y

aparecen pigmentos (Fig. 10)

15:39 Formacion de la aleta caudal y aparicion
de Organos internos

16:44 Empieza a latir el corazén y se observa
movimiento del embridn

19:49 Eclosiéon del embridn
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Figura 2. Larva recién eclosionada 2,1 mm LT.

1.2.3.7. Descripcion del sistema digestivo.

Galaviz et al. (2013), realizaron un estudio para describir el desarrollo del sistema
digestivo de las larvas de pargo flamenco desde la eclosion hasta los 40 DDE. Sefialan
gue al momento de la eclosion, el sistema digestivo se encuentra indiferenciado y
aparece como un tubo recto, la bocay el ano no estan diferenciados todavia y el tracto
digestivo se encuentra cerrado al exterior. Durante la absorcion del saco vitelino (2-3
DDE) se empieza a diferenciar el rudimentario sistema digestivo en bucofaringeo, un
esoéfago corto, intestino y de las glandulas digestivas (higado y pancreas). Entre 3y 4
DDE las larvas abren la boca (3.0+0.02 mm LT) y el intestino posterior es separado
del anterior por la valvula intestinal. A partir de la alimentacion exégena y hasta 10
DDE, el sistema digestivo aumenta en talla y complejidad. A los 20 DDE las glandulas
gastricas se distinguen claramente y a 25 DDE el estbmago estd morfolégicamente
diferenciado y se distinguen tres regiones: cardias, fundus y piloro. La actividad de la
tripsina se detecté al momento de la eclosién y fue aumentando conforme la larva fue
desarrollandose y con el cambio del tipo de alimento. La maxima actividad se detecto
al 35 DDE, cuando la larva se aliment6 con una dieta artificial. En base a estos
resultados, los autores sugieren que el destete se puede llevar a cabo entre 20 y 25
DDE.

1.2.3.8. Larvicultura

1.2.3.8.1. Protocolos de alimentacién. El primer reporte publicado sobre la larvicultura

del pargo flamenco se realiz6 en las instalaciones del CIAD, Unidad Mazatlan, Sinaloa
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por Garcia-Ortega et al. (2005). Los tanques de cultivo se inocularon con una mezcla
de Nanochloropsis oculata, Tetraselmis sp. e Isochrysis sp. a 100,000 cél mL* a partir
de 1 DDE hasta 14 DDE. Las larvas se alimentaron con rotiferos Brachionus
rotundiformis con 10 ind mL* del 1 al 23 DDE, a partir del 24 DDE se redujo a 6 ind
mL!y se afiadieron metanauplios de Artemia sp. enriquecida, a una densidad de 0.1
ind mL™1, la cual se fue incrementando gradualmente hasta 1 ind mL™*. El destete inicié
31 DDE utilizando una dieta microparticulada a base de quistes descapsulados de
Artemia y harina de pescado como fuentes de proteina (Garcia-Ortega et al., 2003). A
los 41 DDE las larvas consumieron solo alimento artificial. Los autores reportaron una

tasa de supervivencia de 0.5%.

El protocolo anterior fue modificado (Fig. 3) en las mismas instalaciones por
Abdo de la Parra et al. (2010), aumentando la cantidad de microalgas, rotiferos y
nauplios de Artemia otorgada a las larvas de pargo. Ademas, a partir del 2 al 15 DDE
se afadié a los tanques de cultivo, una mezcla de copépodos (Tisbe monozota y
Pseudodiaptomus euryhalinus) a una concentraciéon de 0.5 ind mL*. El cambio a
alimento inerte se realiz6 a partir de los 30 DDE, con una dieta comercial
microparticulada (Lansy 2/4, 4/6, 5/8 8/12, INVE Aquaculture. Inc.). Los autores
reportaron una tasa de supervivencia entre 1.5 a 2.8% al final del cultivo larvario (45

DDE) y los juveniles cosechados midieron alrededor de 4.5 cm de LT (Fig. 4).
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Figura 3. Protocolo de alimentacién tomado de Abdo de la Parra et al. (2010).

Figura 4. Juvenil de pargo flamenco de 45 DDE. 45.0 mm LT.

Recientemente, Alvarez-Lajonchére et al. (2012) describieron la larvicultura del

pargo flamenco a escala piloto, realizada en la planta piloto para la produccion de
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peces marinos del CIAD, Unidad Mazatlan (Alvarez-Lajonchére et al., 2007). El
protocolo de alimentacion fue similar al reportado por Abdo de la Parra et al. (2010),
modificando la alimentacion con metanauplios de Artemia enriquecidos durante 18 h
con SuperSelco® (INVE Aquaculture Inc). Los autores obtuvieron una supervivencia
de 12.1 + 1.1 % debido a que a partir de los 28 DDE se inici6 la separacion de tallas
para evitar el canibalismo, dado que durante la larvicultura de esta especie, se observé

una gran dispersion de tallas.

En la Estacidon de Biologia Marina de Punta Arenas, Costa Rica se ha reportado
una tasa de supervivencia de 1.5% de larvas de pargo flamenco a los 26 DDE, bajo el
siguiente protocolo de alimentacién; los tanques de larvicultura fueron inoculados con
Isochrysis galbana (600,000 cél mL™), rotiferos Brachionus plicatilis (15—20 ind. mL1),
huevos de ostion fertilizados (Crassostrea gigas, 5 huevos mL?) y zooplancton
prefiltrado del Golfo de Nicoya (menos de 150 uym de tamafio) que contenia
principalmente larvas de copépodos (5—-10 ind. mLt). Excepto los huevos de ostra
fertilizados que se mantuvieron un sélo dia, las densidades de Isochrisys galbana,
rotiferos, y zooplancton se mantuvieron hasta los 27, 29 y 35 DDE, respectivamente.
A los 16 DDE se inici6 la alimentacién con nauplios de Artemia (3-5 nauplios mL™1)
hasta los 36 DDE; las larvas aceptaron la sardina fresca como alimento a los 31 DDE
y el destete se realiz6 mezclando el alimento fresco con alimento inerte (Boza-Abarca
et al., 2008).

Por otro lado, la Universidad Nacional (UNA) de Costa Rica transfirid la
biotecnologia de acuicultura al Parque Marino del Pacifico y unieron esfuerzos para
desarrollar el cultivo del pargo flamenco en el pais. La larvicultura se llevé a cabo
aplicando del 2 hasta 20 DDE, 500 litros diarios de Tetraselmis chui con densidades
entre 100 y 200 cél mL* y rotiferos (Brachionus rotundiformis) enriquecidos con
Rotimac® (Bio-Marine. Inc) entre 5y 20 ind mL. A partir de los 15 hasta 30 DDE se
aplicaron nauplios de Artemia, (1 ind. mLY) y del 25 al 35 DDE se otorgd Artemia adulta
a razéon de 2 ind. larva dial. El periodo de destete inici6 entre los 30 y 32 DDE
otorgando una mezcla de alimento fresco basado en camarén y pescado. Los autores
mencionan que los procesos de produccion de larvas fueron optimizados durante los

primeros afos de la investigacion en funcion de obtener un protocolo de alimentacion
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que permitiese la supervivencia de las larvas; asi, de 10,000 alevines producidos al
inicio pasaron a producir cerca de 70, 000. Los resultados encontrados refuerzan el
potencial de la produccion en laboratorio de la especie (Herrera-Ulloa et al., 2009,
2010).

En Colombia, CENIACUA y la compafiia camaronera C.l. Balboa S.A unieron
esfuerzos, para verificar el potencial del pargo flamenco como especie candidata para
la diversificacion de la maricultura en el Pacifico colombiano y desarrollaron el
siguiente protocolo de alimentacion en tanques de concreto de 10,000 L: a partir del 3
DDE suministraron microalgas (Nannochloropsis oculata), rotiferos enriquecidos (10-
15 ind. mL?), Artemia salina enriquecida (5 ind. mL) con HUFA’S (DHA Protein
SELCO®, INVE Aquaculture Inc.) y zooplancton silvestre. Del 6 hasta 20 DDE se otorgd
una soluciéon nutritiva sin diluir, el Epac® tamizado a 100 pm (alimento
microparticulado) y del 19 a 33 DDE se aplicé en su tamafo original (500 um)
conjuntamente con zooplancton silvestre y nauplios de Artemia; posteriormente, se
utilizé alimento balanceado para camarén (alimento particulado 2 y 3) acompafiado de
juveniles y adultos de Artemia salina enriquecidos con SELCO® (INVE Aquaculture
Inc). A los 42 DDE los alevines se alimentaron Unicamente a base de dietas
comerciales. Durante las dos Ultimas semanas de la larvicultura se observé un
acentuado canibalismo debido a la diferencia de tallas de los peces, lo cual afecto la
supervivencia final (1.8%.), por lo que recomiendan una separacion de tallas a partir
de los 30 DDE (Sierra de la Rosa, 2007).

Por su parte, Velasco-Blanco et al. (2013) evaluaron tres productos comerciales,
S-Presso® (INVE Aguaculture Inc.), DHA Protein Selco® (INVE Aguaculture Inc.) y
Rotigrow Plus® (Reed Mariculture Inc.) para enriquecer el alimento vivo utilizado para
alimentar larvas de pargo flamenco durante el cultivo larvario y mencionan que no
encontraron diferencias significativas en crecimiento y supervivencia de las larvas de
los tres tratamientos; sin embargo, recomiendan utilizar Rotigrow-Plus® por ser el mas

econdémico de los tres productos evaluados.

1.2.3.8.2. Densidad de siembra. Durante la larvicultura de peces marinos existen

muchos factores que influyen sobre el crecimiento y la supervivencia; uno de ellos es
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la densidad de siembra de huevos o larvas, que puede afectar la calidad del agua,
limitar el espacio y aumentar la agresividad de las larvas (Sakakura y Tsukamoto,
2002; Szkudlarek y Zakés, 2007). Abdo de la Parra et al. (2010) evaluaron el efecto de
la densidad de siembra (30, 20 y 10 huevos L) en la larvicultura del pargo flamenco
y concluyeron que la densidad de siembra inicial no afect6 el crecimiento (Fig. 5) ni la
supervivencia de las larvas, por lo que mencionan que el cultivo larvario de L. guttatus
puede llevarse a cabo sembrando 30 huevos L*; sin embargo, recomiendan realizar
mas estudios para evaluar mayores densidades de siembra en la larvicultura de esta

especie y aumentar la produccion de juveniles.

60
30 huevos L'~ LT =1,3334e"%%T R* = 0,972
20 huevos L ™ _LT=1,4006e"%13T R* =0,974

Py

S0 10 huevos L' e LT=1,3495"%%T R’ =0,968

40

30t

Longitud total (mm)

207

10}

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dias Después de la Eclosion (DDE)

Figura. 5. Curva de crecimiento de las larvas de pargo flamenco a diferentes
densidades de siembra (Abdo de la Parra et al., 2010).
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1.3. CONCLUSIONES

La presente revision demuestra que el pargo flamenco L. guttatus es una especie
con alto potencial para diversificar la maricultura en los paises con litoral del Pacifico,
en donde se le encuentra naturalmente. Se comprob6 que los reproductores maduran
y se reproducen en cautiverio por induccion hormonal y/o dandoles las condiciones
medioambientales para tal efecto. En el CIAD, Unidad Mazatlan, el ciclo reproductivo
se ha cerrado y se cuenta con organismos F1y F2 que forman parte del lote actual de
reproductores de la planta piloto para la produccion de peces marinos de la Unidad.
La tasa de fertilizacion es alta cuando se dan las condiciones adecuadas; asi como el
porcentaje de eclosion. Se han determinado algunos de los pardmetros adecuados
para su cultivo larvario como: fotoperiodo y salinidad de incubacion, protocolos de
alimentacion, densidad de siembra, etc., mejorando con ello los protocolos de cultivo
larvario. Uno de los grandes logros hasta la fecha fue elevar la supervivencia de las
larvas al final del cultivo (45 DDE) de 1,5 hasta un 12.0% a escala piloto; por lo que
serd factible producir, en un futuro cercano, de manera confiable y continua, juveniles
de pargo flamenco en laboratorio para realizar su engorda en jaulas y detonar el
crecimiento de esta industria en Latinoamérica.
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CAPITULO 2. CONSUMO DE OXIGENO DEL PARGO FLAMENCO
Lutjanus guttatus (PERECIFORMES: LUTJANIDAE) DURANTE SU

CULTIVO LARVAL

Articulo publicado en Rev. Biol. Mar. Ocean. 5(1): 51-59, 2016. DOl 10.4067/S0718-
19572016000100005. Disponible en: http://www.revbiolmar.cl/resumenes/v511/511-51.pdf

2.1. RESUMEN

Se evalué el consumo de oxigeno de los diferentes estadios larvales del pargo
flamenco Lutjanus guttatus para contribuir al disefio de estrategias de alimentacién
para su cultivo. EI consumo de oxigeno se determind utilizando respirometros cerrados
a una temperatura constante de 30°C en una bafiera termorregulada. Se utilizaron 6
repeticiones y 2 testigos por cada tratamiento. Se evaluaron los estadios larvarios
desde el 2 hasta los 35 dias después de la eclosion (DDE). El oxigeno disuelto se
cuantifico utilizando un microsensor de fibra optica conectado a un oximetro. La
respiracion, fue expresada en microlitros de oxigeno por miligramo de biomasa seca
por hora (ULO2 mg?Bs h). Los resultados indicaron que la tasa de consumo de
oxigeno (R) disminuy6 con la edad de las larvas. El mayor consumo de oxigeno fue en
los primeros 5 DDE lo cual coincide con el inicio de la alimentacién exdgena. A los 14,
19 y 30 DDE las tasas respiratorias presentaron ligeros incrementos, y parecen estar
asociados a cambios morfologicos de las larvas (preflexion, flexion y posflexion,
respectivamente). Los valores de los exponentes de la relacion potencial alémetrica
entre la tasa respiratoria biomasa-especifica y por individuo, en funcién de la biomasa
seca del pargo flamenco, fueron de -0.172 y 0.834, respectivamente. Los datos
obtenidos son importantes para estimar las demandas de oxigeno durante el cultivo
larvario del pargo flamenco, y combinados con las pérdidas de nitrégeno, pueden ser
usados para estimar los requerimientos de alimentacion en base a las pérdidas

energeéticas.

Palabras clave: Tasa respiratoria, pargo flamenco, larvas
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2.2. ABSTRACT

Oxygen consumption of different larval stages of the spotted rose snapper Lutjanus
guttatus were evaluated to help design food strategies for its culture. Oxygen
consumption was determined using closed respirometers at a constant temperature of
30°C in a thermoregulated bath. Six replicates and two control for each treatment were
used. Larval stages were evaluated from 2 to 35 days after hatching (DDE). Dissolved
oxygen was measured using a fiber-optic microsensor connected to an oximeter.
Respiration was expressed in microliters of oxygen per milligram of dry biomass per
hour (ULO2mg'Bs h'). Results indicate that oxygen consumption rate (R) decreased
with the age of the larvae. Higher oxygen consumption was observed in the first 5 DDE
which coincides with the onset of exogenous feeding. At 14, 19 and 30 DDE respiration
rates showed slight increases and appear to be associated with morphological changes
of the larvae (preflexion, flexion and postflexion, respectively). The values of the
exponents of the potential allometric relationship between the specific biomass
respiration rate and for each individual, based on the dry biomass of the spotted rose
snapper were -0.172 and 0.834 respectively. The data obtained are important to
estimate oxygen demand during the larval rearing of the spotted rose snapper, and
combined with nitrogen losses can be used to estimate feeding requirements based on

energy losses.

Key words: Respiratory rates, spotted rose snapper, larvae.

2.3. INTRODUCCION

El pargo flamenco Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) se distribuye en el
Pacifico oriental, desde México hasta Peru (Fischer et al., 1995). Es una especie
demersal que habita arrecifes costeros de hasta 30 m de profundidad, generalmente
solitaria 0 en pequefios cardiumenes y ocasionalmente forma grandes cardumenes
(Allen, 1995). Presenta alta demanda en los mercados de algunos paises de
Latinoamérica; por lo que a partir de la década pasada, en el pacifico mexicano los

pescadores extraen juveniles silvestres para engordarlo en jaulas (Avilés-Quevedo et
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al., 2008). Las investigaciones sobre su reproduccion artificial se iniciaron hace varios
afos en algunos paises como Colombia, Costa Rica, Panamay Ecuador (Boza-Abarca
et al., 2008, Alvarez-Lajonchére y Puello-Cruz, 2011). En México, las investigaciones
se iniciaron en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Unidad
Mazatlan (CIAD), desde el afio 2000 (Garcia-Ortega et al., 2005). En la actualidad se
ha logrado la produccién masiva de juveniles y se completé en condiciones de cultivo
el ciclo generacional (Ibarra-Castro et al., 2012); sin embargo, todos los trabajos
relacionados al respecto han mostrado que durante los primeros estadios de vida se
presenta una alta mortalidad, con una supervivencia al final del cultivo larvario entre 1
a 12% (Garcia-Ortega et al., 2005; Boza-Abarca et al., 2008, Abdo-de la Parra et al.
2010; Alvarez-Lajonchere et al., 2012). Las altas mortalidades que se han presentado
en la larvicultura del pargo flamenco, ha sido uno de los principales problemas en el
desarrollo e implementacion de la biotecnologia del cultivo a nivel comercial. En la
actualidad no se han realizado trabajos para determinar la relacién que existe entre el
metabolismo y consumo de oxigeno de las larvas de pargo flamenco y la mortalidad
durante los primeros estadios de vida, lo cual optimizaria las técnicas de cultivo
mejorando la salud y calidad de los juveniles de pargo producidos en cautiverio. La
energia necesaria para el metabolismo de rutina se deriva de la dieta, principalmente
de los aminoacidos y lipidos. En general, la energia consumida es directamente
proporcional al oxigeno consumido en cada célula (Miyashima et al., 2012). La tasa
metabdlica es la velocidad a la que un organismo utiliza la energia disponible y se
estima como la tasa de liberacion de calor del organismo, que se obtiene midiendo la
liberacién de calor (calorimetria directa) o la tasa de consumo de oxigeno (calorimetria
indirecta) (Calderer-Reig, 2001). Por lo tanto, el oxigeno consumido por las larvas de
peces se utiliza como un indicador fisiologico muy importante del metabolismo
(Rombough, 1988). Varios autores han demostrado que la tasa de consumo de
oxigeno en las larvas de peces varia de acuerdo al estadio de desarrollo (Oozeki y
Hirano, 1994); sin embargo, la relacién entre la tasa metabdlica y la masa corporal
depende de la especie (Pelster, 2008); por lo tanto, es importante conocer el consumo
de oxigeno de un organismo, ya que es un buen indicador del estado metabdlico

general del pez y es una medida sensible del gasto diario de energia, que necesita el
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organismo para mantener sus funciones vitales a través de un metabolismo aerdébico.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la tasa de consumo de oxigeno de los
diferentes estadios larvales del pargo flamenco, para contribuir al disefio de estrategias
de alimentacién que cubran en tiempo y forma sus requerimientos energéticos, mejorar
las condiciones del cultivo y disminuir, en consecuencia, las altas mortalidades

presentadas en esta etapa.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Incubacion de huevos y larvicultura.

Los huevos viables de pargo flamenco fueron obtenidos del lote de reproductores de
la planta piloto para la produccidon de juveniles de peces marinos del Centro de
Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, Unidad Mazatlan (CIAD), los huevos
viables son flotantes, esféricos, con el vitelo homogéneo y transparente, con un
didmetro aproximado de 724-728 ym y una sola gota de aceite con 121-123 ym de
didmetro. Se incubaron en 5 jarras tipo McDonald de 6 L de capacidad (2000 huevos
L), con flujo de aire (0,5 L min't) y a 29°C. Las larvas recién eclosionadas (1,8 a 2
mm de longitud total) fueron transferidas a 2 tanques circulares de fibra de vidrio de
3.000 L donde se llevo a cabo la larvicultura, a una temperatura media del agua de 30
+ 1,0°C y salinidad de 35. El cultivo larvario se realiz6 mediante el protocolo propuesto
por Abdo de la Parra et al. (2010); a partir del dia 1 a 13 dias después de la eclosion
(DDE), se afiade a los tanques de cultivo una mezcla de 500,000 células mlt de
Nannochloropsis oculata y 50,000 células mlt de Isochrysis sp. Desde el dia 2 hasta
el 6 DDE se entregd en cada tanque 10 rotiferos mlt (Brachionus rotundiformis),
previamente enriquecidos durante 3 h con microalgas (Nannochloropsis oculata),
incrementando la raciéon a partir del 7 a 15 DDE a 20 rotiferos mlt. Ademas, a partir
de 2 DDE se afadido una mezcla de copepoditos y adultos de Tisbe monozota y
Pseudodiaptomus euryhalinus, a una concentracién de 05 presas ml, qgue se mantuvo
constante hasta 15 DDE. Del 16 al 35 DDE, la cantidad de rotiferos se redujo a 10
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presas-mlt y se afadieron 0.5 nauplios de Artemia mll, que se incrementaron

gradualmente hasta 4 nauplios ml.

2.4.2. Camaras respirométricas y determinacion del consumo de oxigeno

Para los experimentos se utilizaron los estadios larvarios del 2, 4, 5, 8, 11, 14,
16, 19, 23, 30y 35 DDE. Se emplearon camaras respirométricas cerradas con volumen
de 310 ml (botellas BOD transparentes), con 6 repeticiones por estadio, colocando
entre 5 y 50 larvas por respirometro dependiendo de la etapa larvaria y 2 controles sin
organismos. Las larvas recién alimentadas fueron colocadas en los respirdmetros y se
llenaron a su maxima capacidad con agua filtrada a 1 um y mantenidos a temperatura
constante de 30°C, temperatura adecuada para el cultivo de esta especie (Alvarez-
Lajonchere y Puello-Cruz 2011), en un bafio maria termorregulado con un calentador
de titanio de 1.500 W. Los organismos se aclimataron antes de iniciar los
experimentos, por al menos 1 h en los respirbmetros, bajo luz natural. Al terminar el
periodo de aclimatacién se tomo la lectura inicial del oxigeno disuelto, procurando que

la concentracion no fuera menor de los 5 mg L*

Para determinar la concentracion de oxigeno disuelto se colectaron 3 ml de
muestra de cada respirometro mediante una jeringa de 3 ml de capacidad, parte de la
cual se inyecté en una camara de vidrio hermética de 100 pl. A la cAmara se le adapto
un microsensor de fibra éptica (PreSens, GMBH, Alemania), el cual a su vez se
conecto a un oximetro MICROX TX3, que transmitio los datos de oxigeno disuelto (mg
Oz L) al disco duro de una computadora a través de una interfase en serie capaz de
transmitir mediciones de oxigeno a intervalos de un segundo. La ventaja de esta
técnica es que permite mediciones rapidas de oxigeno disuelto, tiene alta sensibilidad,
no consume oxigeno durante las mediciones y no es afectada por la salinidad (Klimant
et al., 1995). El microsensor fue calibrado a la temperatura y salinidad experimental,
en agua aireada al 100% de saturacion y una solucion de 0.5% de NaSOs con 0% de

oxigeno como estandar.

El consumo de oxigeno fue expresado en unidades de pg de O> mg'de Biomasa
Seca (Bs) h't o de ug de Ozlarva h, los cuales se calcularon con base a la ecuacion:

R=(AO2*VH20)/(Wo* At), Donde AO: es la diferencia de la concentracion de oxigeno
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entre el respirébmetro control y los respirometros experimentales al final de cada
periodo, VH20 es el volumen de agua en los respirometros en ml, Wo es la biomasa
seca en mg o el numero de larvas y At es el tiempo trancurrido en horas. El tiempo
total de experimentacion fue de 2 h con muestreos consecutivos cada media hora, ya
que Ameer y Kutty (1972) indicaron que es el tiempo maximo para no permitir
concentraciones de oxigeno menores a 2 mg L y evitar el estrés de los organismos.
En cada fase de experimentacion se midio la longitud total (LT) de las larvas mediante
un vernier digital de 0,01 mm de precision y se determiné el peso seco (Bs), colocando
entre 10 a 50 larvas en papel secante para secarlas en una estufa a 60°C durante 8 h
y posteriormente se pesaron en una balanza semimicro Denver Instrument P1-225D

con una precision de 0.01 mg.

2.4.3. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANDEVA)
no paramétrico de Kruskal-Wallis, ya que se rechazaron los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas en los datos (Zar, 1999). Cuando se presentaron
diferencias significativas (P<0.05) se realizaron pruebas de comparaciones multiples
no paramétricas de Dunn. Se realizaron regresiones lineales y no lineales para
examinar las relaciones entre la tasa de consumo de oxigeno, la edad y la biomasa

seca de las larvas.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1. Biomasa seca (Bs) y longitud total (LT)

Las larvas de 2 DDE presentaron una Bs de 0.01 + 0.001 mg hasta alcanzar
58.48 + 3.14 mg el 35 DDE. A los 2 DDE las larvas midieron alrededor de 2.08 + 0.14
mm de LT hasta alcanzar 26.63 = 3.03 mm de LT a los 35 DDE (Cuadro 3). Los datos
de las biometrias registrados en este estudio fueron similares a los obtenidos por
Garcia-Ortega et al. (2005), Boza-Abarca et al. (2008) y Abdo-de la Parra et al. (2010)
para larvas de pargo flamenco.
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Cuadro 3. Biomasa seca, longitud total (LT) y tasa de consumo de oxigeno de larvas

de L. guttatus hasta 35 dias después de la eclosion (DDE).

Consumo
Dias ) Consumo de O2 por
después Numero . de oxigeno larva
1
e(jgsl%n larvas S;Cria(_lrr;g Longitud (pL(;zlgn J (MLOz larva
total (mm) h1)
2 50 0.01+0.001 2.08+0.14 37.07+3.73° 0.18+0.03%
4 50 0.04+0.001 2.43+0.19 22.16+5.90° 0.61+0.13?
5 45 0.02+0.01 2.63+0.16 26.26+4.16" 0.36+0.1?
8 40 0.05+0.03 3.31+0.18 8.83+£1.772 0.42+0.08?
11 30 0.13+0.06 4.18+0.50 6.37+1.93% 0.91+0.28?
14 25 0.23+0.08 5.26+0.74  9.82+0.98? 2.41+0.31°
16 25 0.53+0.05 6.14+0.67 5.92+0.262 2.96+0.13°
19 20 0.55+0.08 8.24+0.83 10.99+0.55%  4.09+1.37°
23 15 2.92+0.73 10.55+1.33 3.72+0.36% 10.87+1.04°¢
30 10 20.40+2.16 17.10+3.74 7.52+1.08% 117.62+13.6¢
35 5 58.48+3.14 26.63+3.03 4.35+0.31* 254.41+17.8°

Los valores son promedios * desviacion estandar. Los superindices diferentes en las
columnas indican diferencias significativas (P < 0.05).
2.5.2 Tasa de consumo de oxigeno biomasa-especifica (ULO2mg'Bs h?l) y por

larva (uLOzlarva h't) en relacién a la edad de las larvas de pargo flamenco

Conforme aumenta la edad de las larvas, se observdé que el consumo de
oxigeno disminuye significativamente (Kruskal-Wallis, H= 48.38, gl= 10, P < 0.05)
(Cuadro 3). La relacién entre el consumo de oxigeno-biomasa especifica y la edad de
las larvas se muestra en la figura 6 y se pueden observar ligeros incrementos en el

consumo de oxigeno en los 14, 19 y 30 DDE.

La tasa de consumo de oxigeno por larva (ULO2 larva ht) se increment6
exponencialmente con la edad de las larvas de acuerdo a la ecuacion R=
0.366-e0-187-dde (2= 0 9897, P < 0.05) (Fig. 7). El andlisis de varianza detecto diferencias

significativas el consumo de oxigeno por larva y la edad (Kruskal-Wallis, H= 52.68, gl=
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10, P <0.05), presentandose los valores mas bajos entre las larvas de 2 hasta 11 DDE;
mientras que entre en los 14 a 19 DDE, la tasa respiratoria por larva no fue
estadisticamente diferentes (P > 0.05). Posteriormente, los valores del consumo de
oxigeno se incrementaron significativamente de manera continua a los 23, 30 y 35
DDE (Cuadro 3).
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Figura 6. Tasa respiratoria (ULO2 mg*Bs h') de larvas del pargo flamenco Lutjanus
guttatus en relacion con la edad (DDE). La barras sefialan A: inicio de la alimentacion
exdgena, B: preflexion, C: flexion, D: posflexion y E: inicio del destete. Los puntos
indican los promedios de la tasa respiratoria y las barras verticales * la desviacion
estandar.
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Figura 7. Tasa respiratoria por individuo (uLOz larva* h1) de larvas de pargo
flamenco Lutjanus guttatus en relacion con la edad (DDE). Los puntos indican los
promedios de la tasa respiratoria y las barras verticales representan * la desviacion
estandar de la media.

2.5.3 Tasa respiratoria biomasa-especifica (ULO2 mg?Bs h') y por larva (ULO2

larva h1) en funcién de la biomasa seca (Bs) de las larvas de pargo flamenco.

La tasa de consumo de oxigeno biomasa-especifica (ULO2 mg'Bs h?)
disminuy¢ significativamente con el incremento en la biomasa seca (Bs). Los datos
fueron transformados a logaritmos de base 10 para linealizar la relacion. La ecuacion
de regresion logR=0.842-0.172*logBs (r’°= 0.844, P < 0.05) se muestra en la figura 8.
La ecuacion logaritmica transformada a la versién potencial alométrica resulta en la
ecuacion R= 6.94*Bs0172,
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Por otro lado, la tasa respiratoria por larva (ULO:2 larva®l hl) aumentéd

significativamente conforme aumenta la Bs. La relacion fue descrita por la ecuacion
logaritmica logR= 0.842+0.834*logBs (r>=0.992, P < 0.05) y la correspondiente version

alométrica es R= 6.94*Bs%83 (Fig. 9).
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Figura 8. Gréfico log-log entre la tasa de respiracion (ULO2mg™*Bs h't) del pargo
flamenco Lutjanus guttatus con la biomasa seca en mg (BSs).
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Figura 9. Gréfico log-log entre la tasa de respiracion por larva (ULOz larva* ht) del
pargo flamenco Lutjanus guttatus con la biomasa seca en mg (Bs).

El consumo de oxigeno es uno de los perfiles fisiologicos mas utiles para
estimar los requerimientos nutricionales de los peces, ya que representa la tasa del
metabolismo energético (Jobling, 1994). En un amplio sentido, el término metabolismo,
es la suma de todas las reacciones quimicas que ocurren en un organismo y la
medicion del oxigeno consumido es un método usado comuinmente para determinar
indirectamente la tasa metabdlica de los organismos (De la Gandara, 2003). En este
aspecto, Winberg (1960) define tres niveles de metabolismo: la tasa metabdlica
estandar, la cual es medida en peces mantenidos reposo y sin alimentar; la tasa
metabdlica de rutina, medida en peces sin alimentar pero que muestran nado
espontaneo; la tasa metabdlica activa, que se define como la tasa aerdbica maxima
sostenible. En consecuencia, la tasa metabodlica estandar representa la demanda
energética minima que un animal requiere para mantenerse con vida, pero que no esta

asociada con la natacion, digestion y catabolismo (Benetti et al., 1995). Los valores en
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el consumo de oxigeno reportados en este estudio pudieran representar el
metabolismo de rutina mas la accion dindmica especifica, puesto que los experimentos
fueron realizados con organismos con contenido estomacal y confinadas en los
respirometros donde se observd nado continuo (aunque no se midio la velocidad de
nado). Las mayores tasas de consumo de oxigeno (ULO2mg'Bs h?) se presentaron
en los primeros 5 DDE, coincidiendo con la absorcion del saco vitelino y con el inicio
de la alimentacién exdgena y por consiguiente con el incremento en la actividad por la
busqueda del alimento, lo cual ha sido observado en otras especies de peces marinos
como Pagrus pagrus (Aristizabal, 2006), Paralichthys olivaceus, Pagrus major e
Inimicus japonicus (Myrashima et al., 2012) donde se reporta un incremento en el
consumo de oxigeno en los primeros estadios de vida, cuando se presente la apertura
de la boca, el consumo del saco vitelino e inicia la alimentacién exdgena. Con base en
sus resultados, Miyashima et al. (2012) hipotetizaron que las larvas de peces marinos
requieren mas energia durante el periodo comprendido entre la apertura de la boca y
flexion de la notocorda y por consecuencia el porcentaje de mortalidad se eleva cuando
la energia proporcionada es insuficiente. Por consiguiente, las altas tasas metabdlicas
determinadas en este estudio en los primeros dias después de la eclosién, pueden
contribuir a las elevadas mortalidades reportadas al inicio de la alimentacion exégena
de las larvas de pargo flamenco (Boza-Abarca et al., 2008; Abdo de la Parra et al.,
2010). Por otro lado, los valores observados de consumo de oxigeno entre los 8 y 35
DDE no parecen estar asociados a cambios morfolégicos de las larvas de pargo;
excepto a los 14, 19 y 30 DDE, donde se observaron incrementos (aunque no
significativos) en las tasas respiratorias, los cuales coinciden con la preflexion, la
flexion y posflexién del notocordio en las larvas. Boza-Abarca et al. (2008) y Abdo de
la Parra y Rodriguez-Ibarra (2011) mencionan que en las larvas de pargo flamenco la
preflexion ocurre entre los 14 a 16 DDE, la flexion a los 19-20 DDE vy la postflexion a
los 27 DDE. Estos cambios en el consumo de oxigeno también fueron observados por
Ishibashi et al. (2005) en los estadios tempranos de Pagrus major, quienes indicaron
qgue alrededor de la etapa de flexion y postflexion las demandas metabdlicas se
incrementaron. Por otro lado, la disminucion de la tasa de consumo de oxigeno

biomasa-especifica (ULO2 mg?Bs h?) respecto a la edad de las larvas ha sido
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reportada para varias especies de peces, la cual disminuye con el incremento en la
biomasa de los organismos (Djawad et al., 1995; Barrionuevo y Burggren,1999;
Pelster, 2008; Barrionuevo et al., 2010), debido a que los peces con menor biomasa
consumen mas oxigeno por unidad de masa que sus congéneres con mayor biomasa
(Jobling, 1994). La reduccion de la tasa de consumo de oxigeno biomasa-especifica
con el desarrollo larval, es el resultado del aumento de la biomasa de tejidos con tasas
metabdlicas menores (musculo blanco), relativo a los tejidos con tasas metabdlicas
mayores (ciego pildrico, cerebro, intestinos), los cuales son cada vez menos pesados
en proporcion a todo el cuerpo, conforme el organismo crece (Oikawa et al., 1992,
Oozeki y Hirano, 1994). Por el contrario, la tasa respiratoria del pargo flamenco por
larva (ULOz larvat h't) se incrementé exponencialmente en relacion con la edad de las
larvas (R= 0.336*e087dd) Estos resultados confirman la relacion exponencial existente
entre la tasa de consumo de oxigeno por individuo y la edad de las larvas reportadas
para otras especies de peces marinos (Houde y Sckeckter, 1983; Houde y Zastrow,
1993; Oozekiy Hirano, 1994; Torres et al., 1996; Gisbert et al., 2002, Idrisi et al., 2002).
El incremento exponencial es atribuido al rapido crecimiento de la superficie de
intercambio de gases, siendo la superficie corporal el sitio principal para el intercambio
de gases en los estados mas tempranos de desarrollo, antes de la formacion de las
branquias (Rombough, 1988). El incremento exponencial en el consumo de oxigeno
de las larvas de pargo flamenco a partir de los 14 DDE, se asume como una respuesta
a una rapida formacion de las lamelas branquiales (sitio de mayor intercambio de
gases), lo cual sucede en la mayoria de larvas de peces entre los 8 y 12 DDE (lwai y
Hughes, 1977; Oozeki y Hirano, 1994). El desarrollo de arcos y filamentos branquiales
permite a las larvas cambiar de respiracién cutanea a respiracion branquial, lo cual
resulta en mejor aprovechamiento del oxigeno disponible y en el aumento en la
actividad de natacion (Gisbert et al., 2002). De esta forma, Rombough (1988) sefiala
que las branquias se forman en una fase tardia durante el desarrollo de las larvas, y
mientras no aparezcan las branquias, el consumo de oxigeno esta restringido a un
intercambio de gases a través de la piel por difusion. Posteriormente, dado que el area-
superficie de la piel se expande a una tasa proporcional a B%3 (B= biomasa), mientras

la demanda por O2 se expande a una tasa proporcional a la B1?, entonces conforme
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el organismo crece la respiracion cutanea se vuelve limitante (Rombough, 2007). De
acuerdo con Krogh (1941), la solucion es desarrollar estructuras branquiales que por
su morfologia no estan sujetas a las mismas limitaciones geométricas como la piel. La
opinion de que las branquias se desarrollan para el intercambio de gases, es una
hipotesis que todavia permanece y es la explicacion aceptada del porque los peces
desarrollan branquias, aunque también se ha sugerido que las branquias se
desarrollan para satisfacer la demanda de iones (Li et al., 1995).

La tasa respiratoria en términos de biomasa (ULO2 mgBs ht) disminuye
linealmente (datos transformados a logaritmos de base 10) con el incremento en la
biomasa de los organismos en general (Savage et al., 2004; West y Brown, 2005;
Anderson-Teixeira et al., 2009) y de los peces en particular (Barrionuevo y Burggren,
1999; Feeley et al., 2007; Pelster, 2008; Yagi y Oikawa, 2014), siguiendo el modelo
potencial (y= a*Bs®, y: tasa respiratoria, Bs: biomasa seca, a y b: parametros de la
ecuacion). El valor de b en la ecuacién potencial generalmente se encuentra entre -
0.2 y -0.25 (Brett y Groves, 1979, Steinhausen et al., 2005), y aunque hay ligeras
variaciones entre especies, los valores se mantienen (Smith y Brown, 1983; West y
Brown, 2005; Clark y Seymour, 2009). El valor obtenido en este trabajo fue de -0.17,
un valor muy cercano al intervalo predicho. Como se ha demostrado en los peces
(Bokma, 2004; Burggren y Blank, 2009; Hunt von Herbing, 2005), la relacién alométrica
de la tasa de consumo de oxigeno por individuo (ULO:2 larva?® h'l) con la biomasa
corporal del pargo flamenco (datos transformados a logaritmos de base 10) sigue el
modelo potencial estandar y = a*BsP (y: tasa metabdlica por individuo, a: coeficiente,
BS: biomasa corporal y b:la pendiente o exponente de escalamiento). Con base en la
biomasa seca, el exponente de escala determinado para el pargo flamenco en este
estudio (0.83) fue igual al mencionado por Yagi y Oikawa (2014) para P. olivaceus y
bastante cercano al exponente de escala de 0.79 determinado por Clarke y Johnston
(1999), en su estudio sobre la tasa metabolica de 69 especies de teledsteos.

2.6. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primer estudio reportado hasta la fecha que describe
la tasa respiratoria del pargo flamenco Lutjanus guttatus durante el desarrollo larvario,
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desde el 2 hasta los 35 DDE y proporciona informacién util sobre la fisiologia de la

especie, lo cual puede contribuir al avance de la biotecnologia para su cultivo.

Los datos obtenidos en este trabajo demostraron que el escalamiento del
metabolismo con el tamafio corporal de las larvas pargo flamenco no es

substancialmente diferente al reportado para otros teledsteos.

Estos resultados seran de gran utilidad para estimar las demandas de oxigeno
durante el cultivo larvario del pargo flamenco y combinados con las pérdidas de
nitrogeno, pueden ser usados para estimar los requerimientos nutricionales de las

larvas de pargo en base en las pérdidas energéticas.
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CAPITULO 3. COMPOSICION PROXIMAL Y PERFIL DE
AMINOACIDOS DE ESTADIOS TEMPRANOS DEL PARGO

FLAMENCO Lutjanus guttatus

Articulo publicado en Rev. Bio. Mar. Ocean. 52(2): 325-332, 2017. DOl 10.4067/S0718-
19572017000200011. Disponible en: http://www.revbiolmar.cl/resumenes/v522/522-325.pdf.

3.1. RESUMEN.

Los embriones y las larvas de los peces marinos utilizan los aminoacidos (AA) como
fuente de energia para el metabolismo aerdbico y para mantener la osmolalidad de los
fluidos corporales durante los primeros estadios de desarrollo. El perfil de AA de los
huevos y larvas puede utilizarse como un indicador aproximado del requerimiento de
aminoécidos esenciales (AAE). Conocer la evolucion de la composicion bioquimica de
los primeros estadios de las larvas de peces proporciona una fuente valiosa para
comprender mejor las necesidades nutricionales para el comienzo de la alimentacion
exdgena; etapa donde se han reportado altas mortalidades por deficiencias
nutricionales. El objetivo fue determinar la composicion quimica proximal y perfil de AA
de huevos, larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo. Se tomaron muestras de los
estadios mencionados y se determind su contenido bromatolégico y perfil de AA
utilizando métodos estandar. El porcentaje de proteina fue significativamente mayor
en las larvas sin vitelo y el de lipidos fue menor. El porcentaje de histidina, arginina y
metionina fue mayor en los huevos y el resto de AAE fue mayor en las larvas sin vitelo.
El porcentaje de taurina fue significativamente mayor en los huevos. Los datos
obtenidos podran utilizarse como un indicador aproximado del requerimiento de AAE
de las larvas de pargo flamenco al inicio de la alimentacion exégena y coadyuvar a
mejorar los protocolos de alimentacion y al desarrollo de dietas balanceadas para
mejorar el crecimiento y supervivencia de las larvas.

Palabras clave: Proteina, lipidos, aminoacidos, larvas, Lutjanus guttatus
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3.2. ABSTRACT

During early development stages, embryos and larvae of marine fish use amino acids
(AA) as an energy source for aerobic catabolism and for maintaining osmolality of body
fluids. Amino acid profile of eggs and larvae can be used to determine essential amino
acid requirements (EAA). Better understanding the evolution of biochemical
composition can improve nutritional needs at the start of exogenous feeding during
early stages of fish larvae; high mortalities from nutritional deficiencies have been
reported at this stage. The aim of this study was to determine the proximate chemical
composition and AA profile of eggs, newly hatched larvae and larvae at 4 days post-
hatch (DDE). Samples of previously mentioned stages were taken and the proximate
composition and AA profile were determined using standard methods. The percentage
of protein was significantly higher in the larvae 4 DDE lower in lipids. The amount of
histidine, arginine and methionine was higher in the eggs and the rest of EAA was
higher in the larvae at 4 DDE. The percentage of taurine was significantly higher in the
eggs. These findings may serve as a guideline of EAA requirements for spotted rose
snapper larvae at the onset of exogenous feeding and contribute to better feeding

protocols and develop balanced diets to improve larval growth and survival.

Key words: Protein, lipids, amino acids, larvae, Lutjanus guttatus

3.3. INTRODUCCION

En la actualidad todavia existen muchas lagunas en el conocimiento del
requerimiento nutricional de larvas de peces marinos. Las pequefias longitudes y la
dificultad en aceptar microdietas inertes dificultan el progreso en este sentido (Hamre
et al., 2013). Esta ausencia en el conocimiento de los requerimientos nutricionales de
las larvas es una de las causas de altas mortalidades y problemas de calidad
comunmente observados en la larvicultura marina (Conceicéo et al., 2010). La clave
para el éxito y expansion competitiva de la industria acuicola es la alta produccién de
larvas saludables y de calidad. Aunque actualmente ya se producen grandes
cantidades de larvas de peces marinos de muchas especies (Castello, 2011), los
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porcentajes de supervivencia casi siempre son bajos o altamente variables. Ademas,
los problemas de calidad como las deformidades del esqueleto siguen siendo el cuello
de botella. Al menos, parte de estos problemas derivan de una nutricidbn subdptima
(Conceicao et al., 2010). Las proteinas son nutrientes indispensables para la estructura
y funcién de todos los organismos, incluidos los peces. Estos requieren una mezcla
balanceada de aminoacidos esenciales (AAE) y no esenciales (lbarz et al., 2011).
Numerosos investigadores han determinado el requerimiento cuantitativo de AAE para
varias especies de peces (Monentcham et al., 2010). La mayoria se han basado en
estudios de dosis-respuesta que son costosos y largos, especialmente cuando se
pretende determinar los requerimiento de los AAE (Ibarz et al., 2011). Algunos autores
utilizan la composicién de aminoacidos (AA) del cuerpo completo o de los huevos de
peces para estimar el requerimiento correspondiente a cada especie (Buentello et al.,
2011; Saavedra et al., 2015). Este método es menos costoso y constituye una
alternativa para estimar el requerimiento de AA (Monentcham et al., 2010). Los AA son
los precursores de muchas vias para la sintesis de componentes bioldgicos, formando
proteinas y pueden usarse como sustratos para producir energia (Wu, 2009; Finn y
Fyhn, 2010). La deficiencia de uno o mas AA altera la sintesis de proteinas y el
crecimiento (Conceicao et al., 1998). Ademas, el perfil de AA puede estar asociado
con la calidad de huevos (Seoka et al., 2004) flotabilidad, rango de fertilizacion y
viabilidad, asi como, el estado nutricional de las larvas y actividad metabolica (Kwasek
et al., 2009) y su requerimiento nutricional (Dabrowski et al.,, 2005). Los AA
frecuentemente son monitoreados en la ontogenia de los peces para comprender el
metabolismo de los mismos y como un indicador de la calidad nutricional de
reproductores y huevos (Sink et al., 2010). Para alcanzar el éxito en el desarrollo
embrionario y larval, es necesario en la dieta un perfil de AA adecuado para el
crecimiento del pez. Al igual que otras especies de peces marinos, el pargo flamenco
Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) tiene cambios morfolégicos importantes y
eventos fisiolégicos como el consumo de la gota de aceite y vitelo, primera
alimentacion, desarrollo del sistema digestivo y metamorfosis antes de que el proceso
de digestion se lleve a cabo normalmente (Abdo de la Parra et al., 2015). Estos eventos

estan relacionados a cambios nutricionales, incluyendo cambios ontogénicos en el
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perfil de AA y la actividad de enzimas digestivas. Los AA libres son producidos por la
hidrolisis de la proteina del vitelo (Song et al., 2016) y actian como reguladores
osmoticos y como sustratos de energia para el desarrollo asi como para la sintesis de
proteinas (Finn et al., 1996). El pool de AA libres es consumido progresivamente
después de la fertilizacion en la mayoria de los peces y el uso preciso de la secuencia
varia con la especie (Song et al., 2016). El perfil de AA de la proteina también sufre
cambios especificos en cada especie durante el desarrollo larval; por ejemplo las
larvas Piaractus mesopotamica utilizan ciertos AA como la lisina y metionina y retienen
otros para el desarrollo de estadios tardios, tales como la histidina y triptdfano; lo cual
deja una diferencia en el perfil de AA de la larva (Portella et al., 2013). Estos cambios
en el perfil de AA de las larvas de peces tienen importantes implicaciones en términos
de requerimientos de AA. Conceigao et al. (2003, 2010) sugieren que el perfil de AAE
de las larvas de peces pueden utilizarse como un estimado preliminar del
requerimiento de AA. El presente estudio se realizd para determinar el contenido
proximal y el perfil de AA de huevos, larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo de
pargo flamenco Lutjanus guttatus para coadyuvar a determinar el requerimiento de
AAE de las larvas y poder optimizar los protocolos de alimentacion y desarrollar dietas

con un adecuado perfil de AAE.

3.4. MATERIALES Y METODOS
3.4.1. Obtencion y manejo de huevos fertilizados y larvas

Los huevos fertilizados de Lutjanus guttatus (100 mL) se obtuvieron de la planta
piloto para la produccion de juveniles marinos del CIAD, Unidad Mazatlan; se lavaron
con agua destilada y se congelaron a -4°C para su posterior analisis. Otra muestra del
mismo lote de huevos (200 mL) se incubd en un tanque circular de fibra de vidrio con
agua de mar a 35 ups y 28°C. Posteriormente, se tomd una muestra de larvas recién
eclosionadas, las cuales se lavaron con agua destilada y se congelaron para
determinar el contenido bromatoldgico y perfil de aminoacidos. El resto de las larvas
se mantuvieron en el mismo tanque de incubacion bajo las mismas condiciones y se

colectaron cuando consumieron en su totalidad la gota de aceite y vitelo, antes de
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iniciar la alimentacién exdégena (4 DDE). Las larvas obtenidas se enjuagaron con
abundante agua destilada y se congelaron para su andlisis posterior.

3.4.2. Morfometria de huevos y larvas

Una muestra de 50 huevos fertilizados se observd en un microscopio ocular
Olympus® CX31 con el objetivo 4X equipado con un micrometro ocular 10X/20 para

determinar el diametro del huevo y de la gota de aceite de cada uno los huevos.

Se tomaron 50 larvas recién eclosionadas para determinar su longitud total (LT),
didmetro de la gota de aceite y tamafio del vitelo. Cada una se coloc6é mediante una
pipeta Pasteur en un portaobjetos y se observé bajo el mismo microscopio ocular
Olympus® anteriormente descrito. Las larvas sin vitelo (50) se midieron con un vernier

digital con precision de 0.01 £ 0.03 mm.
3.4.3. Andlisis quimico proximal

Tanto a los huevos como a las larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo se
les determind su composicion proximal mediante las técnicas propuestas por la AOAC
(2011); para determinar humedad las muestras se colocaron en una estufa a 105°C
por 12 h y hasta peso constante; las cenizas se obtuvieron por calcinacién de las
muestras en una mufla a 550 + 50°C por un periodo de 12 h. El contenido de nitrégeno
se obtuvo por combustidon y cromatografia de gases mediante la técnica carbono-
hidrogeno-nitrégeno mediante el equipo Thermo Scientific FLASH 2000 y el resultado
se multiplicé por 6.25 para obtener el porcentaje de proteina de la muestra y las grasas
se obtuvieron mediante extraccion con éter de petréleo utilizando un equipo micro

Soxhlet®. Cada analisis se corrid por triplicado.

3.4.4. Perfil de AA en huevos y larvas

Previo a la determinaciéon del perfil de AA de cada uno de los estadios, las
muestras se desgrasaron, hidrolizaron y derivatizaron. Para la hidrélisis se pesé 1 mg
de cada muestra y se colocaron en tubos para hidrolisis (Pierse 29560) y se les
adicion6 3 mL de HCI 6M. Se aplico vacio durante 3 min; posteriormente, los tubos se

colocaron en bafio seco a 150°C durante 6 h y se enfriaron a temperatura ambiente.
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El hidrolizado se transfirio a un matraz balon de 5 mL y el volumen del hidrolizado se
igualé con agua. La muestra se evapord en un Roto vapor® a 65°C (Brinkmann Buchi
RE 121). Una vez evaporada la muestra se agregaron 3 mL de agua y se evaporo
nuevamente. Para recuperar la muestra del matraz balén, se agregé 1 ml de Buffer de
citrato de sodio 0.2N, pH 2.2 y se transfirid a un tubo eppendorf color &mbar. Para
derivatizar se tomaron 70 pL de la muestra hidrolizada y se le agregaron 70 pL de
reactivo OPA. La mezcla se dej6 reposar por 2 min, posteriormente se filtra (0.2 um) y
se inyecto al cromatografo. El perfil de AA se determin6 de acuerdo a Vazquez-Ortiz et
al. (1995), mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Thermo Scientific
Accela) equipado con un detector de fluorescencia (Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000). La separacion de AA se realizdé en una columna Microsorb (100-3 C18 100 X
4.6 mm). Se utilizé metanol como fase maovil y la solucién buffer fue acetato de sodio
(0,1M) a un flujo de 1.2 mL min-t. La identificacion se realizd usando un A de 340 mm
y emisién de 455 mm, acorde al tiempo de retencion de los estdndares. Cada vez que
se proces6 una muestra se corrié un estandar con una mezcla de 16 aminoacidos de
concentracion conocida, para obtener un factor para cada uno de los AA. Cada
muestra fue analizada por triplicado y el contenido de cada AA fue expresado en
porcentaje del monto total de muestra analizada (gAA 100 g de muestra™).

3.4.5. Andlisis estadistico

Se verifico la normalidad (prueba de Bartlet) y homocedasticidad (prueba de
Levene) de los resultados obtenidos tanto de los analisis bromatol6gicos como del
perfil de AA de los diferentes estadios; al ser normales y homocedasticos, se
analizaron mediante un Analisis de Varianza de una via (ANDEVA, STATGRAPHICS
Plus 5.1) (P < 0.05). Para determinar las diferencias significativas entre estadios se
aplicaron pruebas de comparacion multiple de medias de Tukey (P < 0.05).

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1. Morfometria de huevos y larvas

El diametro de los huevos fertilizados fue de 752 + 40.64 um y la gota de aceite

midié alrededor de 0.123 + 0.004 mm de didmetro. Los huevos fertilizados viables
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fueron transparentes y flotaron en la superficie del agua. Los huevos no viables no
flotaron y se observaron opacos. La eclosién inicié 19 h después de la fertilizaciéon. La
longitud total (LT) de las larvas recién eclosionadas fue de 1.9 + 0.1 mm y el diametro
de la gota de aceite fue de 0.115 + 0.01 mm. Las larvas sin vitelo midieron 2.53 + 0.10
mm de LT. Las medidas morfométricas de huevos y larvas observadas en este estudio
son similares a las reportadas por otros autores para la misma especie, bajo

condiciones controladas (Boza-Abarca et al., 2008; Alvarez-Lajonchere et al., 2011).

3.5.2. Andlisis quimico proximal.

La composicion bromatolégica en peso seco de huevos, larvas recién
eclosionadas y larvas sin vitelo se presenta en la Cuadro 4. Se observd que el
porcentaje de proteina total aumentd en las larvas sin vitelo, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (Fe,8) = 8891.1, P = 0.0001), en cambio el porcentaje de
lipidos totales fue mayor en los huevos fertilizados (F,8= 189.5, P =0.0001) y no hubo
diferencias significativas entre las larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo (4
DDE).

En general, los huevos pelagicos de peces marinos, como es el caso del pargo
flamenco Lutjanus guttatus, se desarrollan como un sistema casi completamente
cerrado, solo los gases respiratorios y calor se intercambian libremente y solamente
existe intercambio de cantidades insignificantes de solutos y agua entre el medio
ambiente y el huevo debido a la baja permeabilidad de la superficie de la membrana
de los huevos (Ronnestad et al., 1993) Los huevos desovados deben contener una
reserva enddgena de todos los nutrientes necesarios, presentes principalmente en el
vitelo, para la homeostasis y desarrollo embrionario (Ohkubo y Matsubara, 2002,
Syama et al., 2003), y hasta que inicie la alimentacion exégena las larvas dependen
completamente del contenido nutricional del vitelo (Gunasekera et al., 1999). Las
proteinas son las biomoléculas mas abundantes; representando en varias especies,
mas del 50% del contenido total de nutrientes presentes en el vitelo (Zavala, 2011),
como fue el caso en el presente estudio; donde el porcentaje de proteina en las larvas
representd mas del 60% del total de nutrientes presentes. Los lipidos totales son el
siguiente componente mas abundante de las reservas del vitelo en la mayoria de los
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peces marinos y se encuentran principalmente en los glébulos de aceite (Zavala,
2011). En el pargo flamenco, el porcentaje de lipidos disminuy6 significativamente al
eclosionar la larva. En otras especies de peces como Gadus morhua (Finn et al., 1995)
y Pseudopleuronectes americanus (Cetta y Capuzzo, 1982) se ha observado que al
momento de la primera alimentacion de la larva, la cantidad de lipidos decrece. Zavala
(2011) menciona que antes de la eclosién, para la produccion de energia se consumen
principalmente los carbohidratos, después los lipidos y por ultimo las proteinas. Por el
contrario, después de la eclosion, durante el periodo de alimentacion enddgena, los
lipidos neutros derivados del glébulo de aceite son la principal fuente de energia
(Ronnestad et al., 1992, 1994). Los datos obtenidos en el presente estudio respecto a
los cambios bioquimicos en huevos y larvas son similares a los reportados para otras
especies de peces como Lutjanus campechanus (Williams et al., 2004), Scophthalmus
rhombus (Cruzado et al., 2013), Heterotis niloticus (Monentcham et al., 2010),
Maccullochella peelii y M. macquariensis (Gunasekera et al., 1999), Lates calcarifer

(Syama et al., 2003), entre otras.

Cuadro 4. Resultados del andlisis proximal en base seca de los diferentes estadios
evaluados del pargo flamenco (Lutjanus guttatus).

Estadio Humedad Proteinas (%) Lipidos (%) Cenizas (%)
(%)
Huevos fertilizados 82,9+0,22 43,54+0,332 8,66+0,07° ND

Larvas recién

) 92,54 +0,1° 61,20+0,11> 3,73+0,08% 7,97 +0,17
eclosionadas

Larvas sin vitelo (4

DDE) 92,3+0,2° 65,5+0,1° 3,08+0,068 11,54+0,2

Los valores representan la media + la desviacion estandar (N= 3). Los superindices
diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P < 0.05)

3.5.3 Perfil de AA en huevos y larvas

Se observaron diferencias significativas (P < 0.05) en el perfil de AA entre los
huevos fertilizados y los estadios larvales evaluados (Cuadro 5). La histidina, arginina

y metionina presentaron mayor porcentaje en los huevos, en comparacién con los
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porcentajes observados para larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo. El
porcentaje del resto de los AAE fue mayor en las larvas que consumieron el vitelo y la
gota de aceite (P < 0.05) (Cuadro 3). En cuanto a los aminoacidos no esenciales
(AANE), solo la taurina presentd un mayor porcentaje en los huevos (Fe,7= 63.92, P =
0.0003). Los valores de serina y glicina no presentaron diferencias significativas (P >
0.05) entre los estadios evaluados. El glutamato (Fe,7= 13.26, P = 0.01) y aspartico
(Fe7n=12.28, P = 0.0118) fueron estadisticamente iguales en los dos estadios larvales
evaluados y significativamente mayores a las cantidades presentes en los huevos
fertilizados. La alanina fue significativamente mayor en las larvas sin vitelo (F@,7n= 70.
80, P =0.0002) y en cambio la tirosina fue significativamente mas alta en las larvas
recién eclosionadas (F@,7= 45.64, P = 0. 0006).

Es dificil determinar el requerimiento de AA de las larvas de peces debido a
la poca aceptabilidad de las dietas formuladas y la dificultad para manipular el perfil de
AA en el alimento vivo (Conceicéo et al., 2010; Hamre et al., 2013); por lo cual, se ha
propuesto utilizar el perfil de AAE del carcas o musculo de los peces como un buen
indice de requerimiento de AAE, tanto para las larvas, como para peces juveniles y
adultos (Conceicao et al., 2003; Li et al., 2013; Saavedra et al., 2015). Sin embargo,
aunque el perfil de AAE de juveniles es constante entre las especies, algunas
presentan cambios ontogénicos en el perfil de AA durante el desarrollo larval
(Gunasekera et al., 1999; Ohkubo y Matsubara, 2002; Syama et al., 2003; Brown et
al., 2005; Conceicado et al.,, 2010; Monentcham et al., 2010; Cruzado et al., 2012,
Saavedra et al., 2015; Song et al.,. 2016). Especies con metamorfosis bien definida
presentan cambios mas pronunciados en el perfil de AA durante la ontogenia, que las
especies con metamorfosis més leve (Pinto et al., 2010). Los cambios en el perfil de
AA durante la ontogenia probablemente se reflejaran en el requerimiento de AAE aun
cuando estos cambios sean muy pequefios; por ejemplo, en las larvas de Clarias
gariepinus al disminuir el 0.5% de metionina en el perfil de AAE, aumenta en 0.2 veces
el requerimiento de este aminoacido (Conceicéo et al., 1998). Las variaciones en el
perfil de AA durante el desarrollo larval de las diferentes especies de peces pueden
estar asociadas al crecimiento alométrico de las larvas, ya que el desarrollo de los
diferentes organos y tejidos ocurre a diferentes tiempos durante la ontogenia de cada

50



especie (Conceicéo et al., 1997, 2003; Hamre et al., 2013). Durante el desarrollo de
las larvas de Psetta maxima el porcentaje de valina, isoleucina y treonina tiende a
incrementarse, y la lisina, fenilalanina y arginina disminuyen (Conceicgéo et al., 1997).
En larvas de Lutjanus campechanus disminuy6 el porcentaje de isoleucina, valina y
arginina y los valores de triptéfano y fenilalanina aumentaron (Hastey et al., 2010).
Para Sparus aurata se reportdo que al final de la alimentacion enddgena los AAE
predominantes fueron leucina, isoleucina, metionina y valina (Naz, 2009). En el
presente trabajo, los valores de histidina, arginina y metionina disminuyeron al
eclosionar la larva y el valor del resto de los AAE aumento conforme se desarroll6 la
larva de L. guttatus. Se ha sugerido que los AA en huevos pelagicos es la principal
fuente para la produccion de energia durante el desarrollo embrionario de varias
especies como Sparus aurata (Ronnestad et al, 1994, Naz, 2009),
Pseudopleuronectes americanus (Cetta y Capuzzo, 1982), Verasper moseri (Ohkubo
y Matsubara, 2002), Scophthalmus rhombus (Cruzado et al., 2012), entre otras.
Ademas, los primeros estadios larvales de los peces marinos tienen alto requerimiento
de AA, debido en parte a las altas tasas de crecimiento comparada con los estadios
adultos y a la necesidad de mas AA que proporcionen energia para las larvas
(Conceicao et al., 2010). Las larvas de peces tienen un estricto control sobre el
metabolismo de los AA, utilizando preferentemente los AANE para la produccion de
energia y los AAE para el crecimiento. Sin embargo, Song et al. (2016) reportaron que
las larvas de Platichithys stellatus agotaron mas rapidamente las reservas de AAE que
los AANE, lo cual puede estar asociado a que las larvas de este lenguado utilizan los

AAE para la organogénesis.

En el presente estudio se observo que la taurina se encontr6 en mayor
porcentaje en los huevos que en los demas estadios evaluados. La taurina se ha
reportado como un importante aminoacido para la regulacion osmdética en peces
marinos, especificamente en el mantenimiento de la osmolalidad del fluido corporal
(Aragao et al., 2010). Pinto et al. (2010) observaron que para las larvas de Solea
senegalensis, la taurina puede ser necesaria para la metamorfosis y crecimiento.
Portella et al. (2013) mencionaron que la taurina juega un rol principal en la regulacion
de la presion osmatica en las especies marinas. En base a los presentes resultados
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se puede sugerir que las larvas de pargo flamenco también utilizan la taurina para el

crecimiento y metamorfosis de la larva.

Los estadios tempranos de los peces marinos involucran procesos complejos
para la diferenciacion y el crecimiento. Conocer la evoluciéon de la composicion
bioguimica de los primeros estadios de estos organismos proporciona una fuente
valiosa para comprender mejor las necesidades nutricionales para el comienzo de la
alimentacion exégena (Hamre et al., 2013). El perfil de AA de los huevos y larvas puede
utilizarse como un indicador aproximado del requerimiento de AAE. Sin embargo, este
andlisis solo considera el requerimiento de AA para la sintesis de proteinas, no el
requerimiento para las demandas metabdlicas de rutina o para fines distintos a la

sintesis de proteinas (Conceicéo et al., 2010).

Cuadro 5. Perfil de aminoacidos en huevos fertilizados, larvas recién eclosionadas y
larvas sin vitelo del pargo flamenco (Lutjanus guttatus).

Aminoécido Huevos fertilizados Larvas recién Larva sin vitelo (4
Esenciales (g AA eclosionadas DDE)

100g de muestra)

Histidina 5.29 +1.13b 2.68 £ 0.192 1.96 £ 0.232
Arginina 9.19 £ 0.41° 4.56 + 0.872 3.64 + 0.302
Treonina 2.47 +0.232 2.2 +0.19° 3.37 £ 0.07¢
Metionina 1.72 + 0.29b 0.13 £ 0.032 0.16 £ 0.012
Valina 1.92 £ 0.752 2.54 + 0.25% 3.58 £ 0.12¢
Fenilalanina 1.92 + 0.282 2.95+0.01b 3.48 £ 0.01¢
Isoleucina 1,27 £ 0,182 1,80 + 0,14b 2,41 + 0,05¢
Leucina 3.93 £ 0.262 5.70 £ 0.17° 6.28 + 0.04¢
Lisina 2.48 + 0.692 5.99 + 0.55P 7.64 £ 0.18¢
Aminoacidos no

Aspartico 1.60 + 0.652 5.12 +1.18P 4.17 + 0.59P
Alanina 3.66 £ 0.232 4.74 +£0.17° 5.73+0.11¢
Glutamato 5.60 + 1.582 9.34 + 0.86° 10.59 £ 0.44b
Serina 3.64 £0.30 4.04 £0.20 3.94+£0.22
Glicina 3.38+1.15 3.92+£0.79 5.17 £ 0.46
Tirosina 1.53 +£0.322 3.16 £ 0.04¢ 2.18 £ 0.02b
Taurina 6.01 + 0.83b 1.57 £ 0.302 1.17 £ 0.012

Los resultados son la media + la desviacion estandar (N= 3). Superindices diferentes
en los renglones denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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3.6. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primer reporte que describe el contenido bromatoldgico
y perfil de AA de huevos, larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo (4 DDE) de L.

guttatus.

Las variaciones encontradas en el perfil de AA en los estadios evaluados son

similares a los reportados para otras especies de peces marinos.

Los datos obtenidos podran utilizarse como un indicador aproximado del
requerimiento de AAE de las larvas de pargo flamenco y coadyuvar a optimizar los
protocolos de alimentacion y el desarrollo de dietas balanceadas para mejorar el

crecimiento y supervivencia de las larvas.

Se necesitan mas estudios para definir el perfil dietético ideal de AAE para
larvas de L guttatus sobre los factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los
AAE tales como la temperatura y salinidad. Asi como, evaluar el impacto de una dieta
desbalanceada en AAE sobre el crecimiento y supervivencia de las larvas de pargo

flamenco.
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CAPITULO 4. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA TASA
DE CONSUMO DEL VITELO Y GOTA DE ACEITE EN LAS LARVAS
DEL PARGO FLAMENCO Lutjanus guttatus
(PERCIFORMES:LUTJANIDAE)

Articulo aceptado en la Revista de Biologia Marina y Oceanografia.

4.1. RESUMEN

El vitelo es la principal fuente de energia para los huevos y larvas vitelinas de peces
marinos. La temperatura juega un papel dominante en la eficiencia de la conversion
del vitelo en tejido corporal y afecta el tamafio que puede alcanzar lalarva en la primera
alimentacion. En el presente trabajo se evalué el efecto de diferentes temperaturas
sobre el consumo del saco vitelino y la gota de aceite de Lutjanus guttatus para
determinar la temperatura adecuada de cultivo de los primeros dias de las larvas. Los
huevos fertilizados de pargo flamenco se colocaron en tinas de plastico de 20 L a
diferentes temperaturas (22, 25, 28 y 31°C) con tres replicas por tratamiento. Se
determind el tiempo y porcentaje de eclosion, la longitud total (LT), consumo de vitelo
y gota de aceite a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la eclosion (HDE). Los huevos
incubados a 22°C no eclosionaron. El tiempo de eclosion fue significativamente
(P<0.05) mas corto en los huevos incubados a 31°C. No hubo diferencias en el
porcentaje de eclosion entre los tratamientos. Las larvas a 31°C presentaron una talla
mayor (P<0.05) a las larvas a 25°C al eclosionar y 24 HDE. El consumo del vitelo y de
la gota de aceite también fue mayor en las larvas a 31°C en los tiempos de0O y 24 HDE;
sin embargo, las larvas a 25°C no sobrevivieron a las 48 HDE. Las larvas a 31°C no
sobrevivieron a las 72 HDE. Se concluy6 que la temperatura para la incubacion y
cultivo de larvas vitelinas del pargo flamenco se debe llevar a cabo alrededor de los
28°C para un adecuado crecimiento, supervivencia y consumo de sus reservas

energeéticas.

Palabras clave: larvas de pargo flamenco, eclosion, crecimiento, reservas

energeéticas.
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4.2. ABSTRACT

Yolk is the main energy source for eggs and marine fish larvae. Temperature is a key
factor in determining the efficiency of yolk conversion into body tissues, which can
affect the size larvae reach at first feeding. In this work, we evaluate the effect of
different temperatures on the consumption of the yolk sac and oil droplet by Lutjanus
guttatus in order to determine the most adequate culture temperature during the first
days after hatch. The fertilized eggs were placed in 20 L plastic tanks at different
temperatures (22, 25, 28 and 31 ° C) with three replicates per treatment. Time and
percentage of hatching, total length (TL), consumption of yolk and oil droplet at 0, 24,
48 and 72 h after hatching (HAH) were determined. Eggs incubated at 22 ° C did not
hatch while hatching time in eggs incubated at 31 ° C decreased significantly (P <0.05).
No differences were observed in hatching percentages between treatments. Larvae
reared at 31° C were larger (P <0.05) than those reared at 25° C at 0 and 24 HAH. The
consumption of the yolk and the oil droplet was also greater in larvae reared at 31° C
at 0 and 24 HAH; however, larvae at 25° C did not survive at 48 HAH neither did larvae
reared at 31° C at 72 HAH. The optimal temperature for incubation and larval culture
of L. guttatus at a yolk sac stage was achieved at about 28° C, which would provide

adequate growth, survival and consumption of its energy reserves
Key words: snapper larvae, hatch, growth, energy reserves.

4.3. INTRODUCCION.

En los huevos de los peces teleésteos, como el pargo flamenco (Lutjanus
guttatus), se forma un saco vitelino extraembrionario y éstos son considerados como
un sistema semicerrado donde solo se lleva a cabo un intercambio de gases (Heming
y Buddington, 1988); por lo tanto, el vitelo es la principal fuente de energia, de
hormonas y enzimas durante la embriogénesis y el periodo de nutricion endoégena de
las larvas (Kamler, 1992; Kamler, 2008). Los principales componentes del vitelo son
las plagquetas de vitelo ricas en lipoproteinas y fosfoproteinas y las gotas de aceite que
son principalmente lipidos neutrales con una alta proporcion de acidos grasos mono
insaturados (Heming y Buddington, 1988). La tasa de absorcion del vitelo y eficiencia
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de utilizacion de las reservas vitelinas, son importantes para determinar el desarrollo
temprano, crecimiento y supervivencia de las larvas hasta el inicio de la alimentacion
exdgena (Heming y Buddington, 1988). Al periodo del paso de la alimentacion
enddgena a exogena se le conoce como “periodo critico” en el desarrollo larval y la
mortalidad puede ser muy alta (Hardy y Livak, 2004). La tasa de absorcién del vitelo
es baja al principio de la ontogenia y se incrementa poco a poco. Después de la
eclosion, la absorcion es mas rapida que en los embriones (Kamler, 1992), debido a
gue las larvas presentan tasas metabdlicas mas altas. La tasa absoluta de utilizacion
de vitelo disminuye después del estadio de nado como resultado de una cantidad
limitada de contenido de vitelo (Kamler, 1992; Jaroszewska y Dabrowski, 2011). Se ha
demostrado que tanto la eficiencia, como la tasa de consumo del vitelo y de la o las
gotas de aceite, son especificas de cada especie y dependen también, de factores
abioticos como la temperatura, luz, concentracion de oxigeno disuelto en el agua y la
salinidad (Blaxter, 1992; Jaroszewska y Dabrowski, 2011). Dentro de los factores
ambientales, la temperatura se considera el mas importante (Kamler, 2002; Pittman et
al., 2013). La temperatura juega un papel dominante en la eficiencia de la conversion
del vitelo en tejido corporal (Jaworski y Kamler, 2002), y afecta el tamafio que puede
alcanzar la larva en la primera alimentacién (Kamler, 2008) debido a su importancia en
el control de los procesos fisiologicos (Blaxter, 1992). El consumo lento o rapido del
vitelo puede ser determinante en el desarrollo y supervivencia de las larvas. Varios
autores han demostrado que la eficiencia en el consumo del vitelo y las gotas de aceite
es mayor en las larvas de peces marinos cultivadas dentro de los rangos Optimos de
temperatura de cada especie, y disminuye cuando se cultivan fuera del rango 6ptimo
(Fukuhara, 1990; Kaminski et al., 2006; Pefia et al., 2014; Baron-Aguilar et al., 2015;
Estrada-Godinez et al., 2015; Hui et al., 2015; Guevara-Fletcher et al., 2017), entre
otros. En temperaturas mayores a la optima las larvas eclosionaran en estadios
prematuros y con sacos vitelinos mas pequefos (Hempel, 1979; Yoseda et al., 2006;
Azocar et al., 2014); a temperaturas menores se incrementa la incidencia de
deformidades y altas mortalidades antes de completar la reabsorcién del saco vitelino
(Harty Purser, 1995; Das et al., 2006; Petereit et al., 2008; Brown et al., 2011; Maslova,

2011; Pittman et al., 2013), por lo que es necesario identificar la temperatura adecuada
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para que se lleve a cabo eficientemente la reabsorcion del vitelo de las larvas de cada

una de las especies en cultivo.

El pargo flamenco Lutjanus guttatus es una especie con alta demanda en
algunos paises de Latinoamérica; las investigaciones sobre su reproduccion artificial
se iniciaron hace varios afios en Colombia (Valverde y Boza, 1999), Panamé (Cano,
2003), Costa Rica (Boza-Abarca et al., 2008), Ecuador (Benetti y Wilson, 1996) y
México (Garcia-Ortega et al., 2005). Hasta la fecha, en México, uno de los cuellos de
botella para el cultivo del pargo flamenco a gran escala, es la produccién masiva de
juveniles de calidad (Alvarez-Lajonchéere et al., 2012). En la larvicultura del pargo
flamenco en la planta piloto de produccién de peces marinos del CIAD, Mazatlan, se
han observado altas mortalidades de las larvas al pasar de la alimentacion enddégena

a exodgena.

En el presente trabajo se evalud el efecto de diferentes temperaturas sobre el
consumo y tasa de absorcion del saco vitelino y la gota de aceite de L. guttatus, para
determinar la temperatura adecuada de cultivo de las larvas vitelinas de esta especie
y aumentar la supervivencia de las mismas durante el periodo de alimentacion

endogena, con el fin de coadyuvar al mejoramiento del protocolo de cultivo larvario.
4.4. MATERIALES Y METODOS
4.4.1. Obtencion de los huevos fertilizados.

Los huevos fertilizados de pargo flamenco se obtuvieron de la planta piloto para
la produccion de peces marinos del CIAD, Unidad Mazatlan, mediante los protocolos

establecidos en la misma (lbarra-Castro y Alvarez-Lajoncheere, 2011).

4.4.2. Disefio experimental.

Se evaluaron cuatro temperaturas (22, 25, 28 y 31 °C) con tres replicados cada
una. En tinas de plastico transparente conteniendo 15 litros de agua de mar filtrada
por UV, se colocaron dos ml de huevos fertilizados de pargo flamenco (alrededor de
2500 huevos) y se incubaron a la temperatura deseada. Las tinas del tratamiento de

22 °C se colocaron en un cuarto climatizado a 22 °C; el resto de los tratamientos se
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coloco en un laboratorio climatizado a 25 °C y para obtener las temperaturas de 28 y
31 °C a cada contenedor se le coloc6 un termostato (Termal, 300 watts), el cual se
regulé para obtener la temperatura deseada; cada contenedor conté con aireacion
para mantener el oxigeno disuelto en el agua a 5 ppm. La temperatura de cada
contenedor se monitoreo cada cuatro horas. El cultivo se llevo a cabo sin recambio de
agua; solo en el caso de que la temperatura aumentara se agregaba agua de mar

filtrada hasta alcanzar la temperatura evaluada.

4.4.3. Porcentaje y tiempo de eclosion.

Se determindé el tiempo de eclosion por observacion directa de cada uno de los
replicados y el porcentaje de eclosion (%E) mediante la férmula: %E = Larvas

eclosionadas/ huevos incubados*100.

4.4.4. Crecimiento, Tasa de Consumo del vitelo y de la gota de aceite.

Se tomaron muestras de larvas al eclosionar (0h), 24, 48 y 72 h después de la
eclosion (DE) de cada tratamiento. Cada larva muestreada se anestesié con 2-
phenoxyethanol a una concentracién de 0.1 ml L y se colocd, mediante una pipeta
Pasteur, en una laminilla excavada para observarlas en un microscopio con el objetivo
4X adaptado con un micrometro ocular de 25 um para medirlas y determinar la longitud
total (LT), el volumen del saco vitelino y de la gota de aceite mediante las siguientes

formulas:

Volumen del saco vitelino (VSV mm3) = (11/6) LH?
Donde: L es la longitud y H es el ancho del saco vitelino (Blaxter y Hempel, 1966),
Volumen de la gota de aceite (VGA mm?) = 4/3 1ire
Donde: r es el radio de la gota lipidica (Williams et al., 2004).
Para determinar la tasa de consumo del vitelo y de la gota de aceite se aplicé la
siguiente formula:
TCV = (Vi=Vf)/Vi*100,
Donde: TCV es la tasa de consumo final, Vi es el volumen inicial al eclosionar y Vf es
el volumen final a un tiempo determinado (Hui et al., 2015).
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4.4.5. Andlisis estadistico.

Los resultados de porcentaje fueron transformados a arcoseno para su posterior
andlisis. A todos los resultados se les determind la normalidad de su distribucion
(prueba de Bartlet) y la homocedasticidad de su varianza (prueba de Levene); los datos
normales se analizaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) (P <
0.05) y las diferencias significativas entre los tratamientos se determinaron por pruebas
de comparacion multiple de rangos de Tukey (P < 0.05); los datos que no presentaron
distribucion normal se analizaron mediante una prueba de Kruskall-Wallis (P < 0.05)
(Zar, 1996). Se identificaron los modelos de regresion que se ajustaron mejor para
describir la relacion empirica entre el consumo del vitelo y de la gota de aceite en cada
temperatura, a través del tiempo (HDE). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
mediante el programa Statgraphics Plus 5.1.

4.5. RESULTADOS y DISCUSION
4.5.1. Tiempo y porcentaje de eclosion

En los huevos incubados a 22 °C no hubo eclosién, el embriéon se desarrollé
hasta la etapa de formacién de 6rganos y cola, pero no eclosionaron. En el resto de
los tratamientos evaluados, el porcentaje de eclosion no fue estadisticamente
significativo entre si, (ANOVA, P > 0.05) (Cuadro 6); sin embargo, el tiempo de eclosion
si fue significativamente diferente (Tukey, P < 0.05) entre las temperaturas evaluadas;
las larvas incubadas a 31 °C iniciaron a eclosionar a las 14 HDF, las larvas incubadas

a 28 °C eclosionaron a las 16 HDF y las larvas a 25 °C eclosionaron 19 HDF.

Los resultados del presente estudio demostraron que las temperaturas de
incubacion tuvieron un efecto sobre el desarrollo y eclosion de los embriones de L.
guttatus; a alta temperatura (31 °C) se incremento el desarrollo del embridn y se
aceler6 el proceso de eclosion, mientras que a baja temperatura (22 °C) el embrién
empez6 a desarrollarse en las primeras horas DF, pero antes de la eclosion ces6 su
desarrollo y se present6 el 100% de mortalidad. Se ha demostrado que los estadios

tempranos de los huevos de peces marinos antes de que el embrion esté
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completamente formado, son muy sensibles a los cambios del medio ambiente como

temperatura, salinidad y oxigeno disuelto en el agua de cultivo; dentro de estos

factores abioticos, la temperatura es determinante en el desarrollo de los embriones y

larvas de peces, afectando tanto la eclosion como la supervivencia (Stickney, 2000;

Jaroszewska y Dabrowski, 2011). Se ha observado que a bajas temperaturas (17 —

22 °C) los embriones de especies subtropicales o tropicales no completan su

desarrollo, no eclosionan o0 eclosionan con muy baja supervivencia y presentan

malformaciones, mientras que a temperaturas altas (30 — 32 °C) se acelera la eclosion
(Kamler, 1992; Gracia-Lopez et al., 2004; Shi et al., 2010; Brown et al., 2011; Abdo de
la Parra et al., 2012; Ahn et al., 2012; Pefia et al., 2014).

Cuadro 6. Resultados de porcentaje y tiempo de eclosion y longitud total de las
larvas de L. guttatus en las diferentes temperaturas evaluadas.

Tiempo (HDE) Temp °C % E Tiempo de E (HDF)

LT (mm)
0 21 No eclosionaron
0 25 79.5£21.0 19.2+0.142 1.67+0.132
0 28 84.3+12.5 15.3+0.1° 1.76+0.162°
0 31 96.1+1.9 13.1+0.1¢ 1.84+0.27°
24 25 2.384£0.132
24 28 2.44+0.23ab
24 31 2.48+0.09°
48 25 N/D
48 28 2.44+0.092
48 31 2.54+0.09°
72 28 2.61£0.1
72 31 N/D

Promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes entre columnas muestran
las diferencias significativas (P<0.05) HDE: Horas después de la eclosién, HDF: Horas
después de la fertilizacion, E: Eclosion, LT: Longitud total. N/D: No determinado debido

a 0% de sobrevivencia.
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En trabajos previos con L. guttatus se ha reportado que la eclosién inicia entre
las 15 y 17 HDF, dependiendo de la temperatura, para concluir tres o cuatro HDF
(Boza-Abarca et al., 2008; Abdo de la Parra et al., 2010; Ibarra-Castro et al., 2012.). El
porcentaje de eclosion no fue diferente a 25, 28 o 31 °C; lo cual fue similar a lo
reportado para L. peru (Pefia et al., 2014; Estrada-Godinez et al., 2015) y
Mycteroperca rocacea (Gracia-Lopez et al., 2004) donde no obtuvieron diferencias
significativas en el porcentaje de eclosion entre temperaturas de 24 a 30 °C y sugieren
que la temperatura a la cual los reproductores son mantenidos antes y durante el
desove puede determinar la tolerancia a la temperatura de los huevos desovados. El
conocimiento sobre el efecto de la temperatura del agua durante la incubacion del
huevo en el desarrollo del embrion y eclosién de las larvas de peces marinos
producidos en cautiverio a gran escala, podria ser una forma de optimizar los

procedimientos en la acuicultura.

4.5.2. Crecimiento, Consumo del saco vitelino y de la gota de aceite

Como se muestra en el cuadro 6, las larvas recién eclosionadas (0 HDE) a 31
°C fueron significativamente (Tukey, P < 0.05) mas grandes en su LT que las larvas
eclosionadas a 25°C; las larvas eclosionadas a 28 °C no presentaron diferencias
significativas en su LT (Tukey, P < 0.05) con respecto a las larvas eclosionadas a 31y
25 °C. A las 24 HDE las larvas mantenidas a 31 °C presentaron mayor LT que las
larvas cultivadas a 25 °C (Tukey, P < 0.05); las larvas a 28 °C no presentaron
diferencias significativas en su LT con las larvas del tratamiento de 25 °C (Tukey, P <
0.05). A las 48 HDE las larvas en 25 °C no sobrevivieron; sin embargo, a las 72 HDE
las larvas en 31 °C tampoco sobrevivieron, solo las larvas a 28 °C, presentando una
LT de 2.6 mm.

La absorcion de las reservas enddgenas es mayor con el incremento de la
temperatura (Cuadro 7), el volumen del vitelo y de la gota de aceite en las larvas
eclosionadas a 31°C, tanto al eclosionar como a las 24 HDE fue significativamente
menor (P < 0.05) a las larvas eclosionadas y mantenidas a 28 y 25 °C; a las 48 HDE
no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05) en el volumen del vitelo y gota
e aceite en las larvas cultivadas a 28 y 31°C. Latasa de consumo tanto del vitelo como
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de la gota de aceite a las 24 HDE fue significativamente mayor (Tukey, P < 0.05) en
las larvas a 31 °C. Sin embargo, a las 48 HDE no se presentaron diferencias
significativas (P < 0.05) en la tasa de consumo de las reservas enddgenas entre las
larvas a 31y 28 °C. Alas 72 HDE las larvas cultivadas a 28 °C consumieron totalmente
su vitelo y gota de aceite. Dado que las larvas a 25 y 31 °C no sobrevivieron a las 72
HDE, solo se muestra la relacion empirica entre el volumen del vitelo y de la gota de
aceite de las larvas a 28 °C durante el tiempo de experimentacion. El modelo que mejor
se ajusto a los resultados obtenidos en relacion al consumo de vitelo fue el de raiz
cuadrada-X (Fig. 11); para el consumo de la gota de aceite el modelo que mejor se
ajusto fue el de Y-inversa X? (Fig.12).

Cuadro 7. Resultados de VSV, TCV, VGA, TCGA, en las larvas de L. guttatus
obtenidas en las diferentes temperaturas evaluadas.

;I'Fi'eDn:Ep))o ;I'gmp VSV (mmd) TCV (%) VGA (mm?) TCGA (%)
0 21 N/D N/D N/D N/D

0 25 0.090+0.06° 0.00082+0.0002°

0 28 0.086+0.124P 0.00078+0.000223

0 31 0.073+0.0082 0.00068+0.00022

24 25 0.025+0.014° 72.22+1.4% 0.00029+0.00019° 64.63+1.02
24 28 0.022+0.015% 74.41+1.52 0.00024+00025P 69.23+1.22
24 31 0.009+0.0072 87.67+1.1° 0.000072+0.000072 89.41+1.0°
48 25 N/D N/D N/D N/D

48 28 0.00075+0.0006 99.12 0.0000076+0.000001 99.02

48 31 0.00070+0.0002 99.04 0.0000064+0.000002 99.05

72 28 Sin vitelo Sin gota de aceite

72 31

Promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes entre columnas muestran
las diferencias significativas (P<0.05). HDE: Horas después de la eclosion.
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El tamafio que alcancen las larvas de peces al momento de la absorcion total
del saco vitelino, cuando se lleva el cambio de alimentacion enddgena a exdgena, es
muy importante para su supervivencia, ya que las larvas de mayor tamafo durante
este periodo de transicion pueden aumentar su capacidad para competir por el
alimento y evitar la depredacion (Blaxter y Hempel, 1963; Johns et al., 1981; Heming
y Buddington, 1988). Se ha demostrado que la tasa de crecimiento en las larvas de
peces se acelera al aumentar la temperatura (Kaminski et al., 2006; Yoseda et al.
2006). En el presente estudio las larvas de pargo flamenco presentaron mayor talla
(LT) a mayor temperatura; sin embargo, la supervivencia también fue afectada con la
temperatura; en las temperaturas extremas evaluadas (25 y 31 °C) las larvas no
sobrevivieron a las 48 y 72 HDE, respectivamente; lo cual también ha sido observado

en otras especies de peces (Baraginao, 1986; Shi et al., 2010; Prokesova et al., 2015).

012
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VSV = 0.0855819-0.126 VHDE (2 = 88.20%)
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Figura 10. Volumen del saco vitelino de las larvas de L. guttatus a 28°C y a
diferentes horas después de la eclosion.
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Las reservas nutricionales se acumulan en el huevo (vitelo y gota de aceite)
durante la maduracion del ovocito en el ovario de las hembras de peces y tienen una
doble funcion: formacion de estructuras durante el desarrollo del embridon y
mantenimiento del metabolismo energético (Blaxter y Hempel, 1966). El vitelo esta
compuesto de 90% de agua, 50-85% de proteina en peso seco, 12-15% de lipidos y
menos de 1% de carbohidratos (Heming y Buddington, 1988). La fase de nutricion
endogena en los peces, es la primera de las tres fases de adquisicion de nutrientes,
antes de que se lleve a cabo la alimentacion exdégena. La duracién del periodo de
nutricion endégena es muy variable entre las especies (Jaroszewska y Dabrowski,
2011). Tanto la tasa de absorcion como la eficiencia de utilizacion del vitelo son
determinantes en el desarrollo inicial, crecimiento y supervivencia de las larvas de
peces. Son afectados por un niumero de factores tales como la temperatura, la luz, la

concentracion de oxigeno y la salinidad (Heming y Buddington, 1988).
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Figura 11. Volumen de la gota de aceite de las larvas de L. guttatus a 28°C y a
diferentes horas después de la eclosion.

De manera general, el consumo de vitelo se ha caracterizado en muchos
teledsteos por presentar tres fases de absorcion. La primera fase, también llamada
fase de pre-eclosion, es caracterizada por un suave pero constante incremento en la
tasa de absorcién de vitelo, donde el saco de vitelo y el glébulo de aceite son
consumidos en aproximadamente la misma proporcion (Kamler, 2008). Justo un poco
antes y al momento de la eclosion, la tasa de absorcion de vitelo se incrementa
rapidamente, probablemente en respuesta al aumento de la superficie de absorcion
debido a los cambios en la forma del saco vitelino o bien al aumento en la actividad
metabdlica del sincitio (Kamler, 1992). Esto marca el inicio de la segunda fase o fase
posteclosion, y es caracterizada por una relativamente alta y constante tasa de
absorcion. Dado que se aproxima el agotamiento del saco de vitelo, su tasa de

absorcion disminuye, probablemente en respuesta a la disminucion de la superficie del
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area de absorcion por el encogimiento del saco de vitelo o al cambio en la composicion
del vitelo (Kamler, 2008). De esta forma da inicio la tercera fase o fase terminal de
absorcion, en la cual, el glébulo de aceite es preferentemente consumido (Heming y
Buddington, 1988). Este patron de consumo de reservas vitelinas fue observado en el
presente trabajo, en las primeras 24 HDE la tasa de consumo del vitelo por las larvas
fue superior al 70% en las tres temperaturas evaluadas; posteriormente la tasa de
absorcion fue mas lenta. En cambio, la tasa de consumo de la gota de aceite fue menor
en las primeras 24 HDE a 25 y 28 °C (64 y 69%, respectivamente) que la tasa de
consumo de vitelo; este mismo patrén se ha reportado para diferentes especies como
Chanos chanos, Lates calcarifer, Siganus guttatus (Bagarinao, 1986); Lutjanus
campechanus (Williams et al., 2004), Pagrus pagrus (Aristizabal, 2006), L. peru (Pefa
et al., 2014; Estrada-Godinez et. al., 2015), C. undecimalis (Barén-Aguilar et al., 2015),
M. merluccius (Guevara-Fletcher et al., 2017), entre otras. Las proteinas del vitelo se
consumen mas rapido para desarrollar funciones especificas como formacion de tejido
y los lipidos se preservan como reserva de energia, reguladores hormonales, etc.
(Kamler, 2008). Los factores que afecten la actividad metabdlica del sincitio también
afectan, de manera directa, la tasa de absorcion del vitelo. Esta, se incrementa por el
efecto de la temperatura fuera del rango optimo de la especie (Heming y Buddington,
1988; Kamler, 2002; Pittman et al., 2013). Ademas, el efecto de la temperatura sobre
la eficiencia en la utilizacion del vitelo no presenta un patrén definido ya que la
temperatura tiene un efecto especie-especifico, por ejemplo en la cabrilla sardinera
(Gracia-Lopez et al., 2004), robalo (Baron-Aguilar et al., 2015) y huachinango (Pefia et
al., 2014; Estrada-Godinez et. al., 2015), las larvas presentaron una mayor longitud a
baja temperatura y el consumo de vitelo y gota de aceite fue mayor a temperaturas
altas; en otras especies como la merluza (Guevara-Fletcher et al., 2017) la mayor
longitud se presento en la temperatura mas alta asi como el consumo de vitelo y gota
de aceite, como fue el caso en el presente estudio; sin embargo, existen otros factores
gue podrian afectar los parametros evaluados en este estudio, los cuales no fueron
considerados, como por ejemplo, el choque térmico que pudieron recibir los huevos al

momento de la transferencia del tanque de colecta al sistema de experimentacion,
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como lo mencionan Prokesova et al. (2015). No existen trabajos publicados hasta la

fecha, que evallen este efecto en los huevos de pargo flamenco.

4.6. CONCLUSIONES

Este trabajo demostré la influencia de la temperatura sobre el tiempo de
eclosion, talla, supervivencia, consumo del vitelo y gota de aceite de las larvas de
pargo flamenco. De acuerdo a los resultados obtenidos, se infiere que la temperatura
para la incubacién y cultivo de larvas vitelinas del pargo flamenco se debe llevar a cabo
alrededor de los 28°C para un adecuado proceso de eclosién, crecimiento y consumo
de sus reservas energéticas y puedan lograr una exitosa transicion a la alimentacion

exogena.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENEALES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES GENERALES
5.1.1. Oxigeno

El consumo de oxigeno por las larvas de L. guttatus es mayor en los primeros
5 dias de edad, lo cual coincide con la absorcion del saco vitelino, apertura de la boca
y el inicio de la alimentacion exdgena, lo cual sugiere, que en esta etapa las larvas
requieren mas energia para llevar a cabo estos procesos fisiolégicos. EI consumo de
oxigeno aumento ligeramente los dias 14, 19 y 30 DE, asociado con en el momento
de preflexion, flexion y postflexion, indicando que las demandas metabdlicas en estos
cambios morfolégicos son mayores. La tasa de consumo de oxigeno disminuyo con
el incremento de la biomasa de las larvas, demostrando que los organismos con menor

biomasa consumen mas oxigeno por unidad de masa.

Estos resultados seran de utilidad para poder calcular el consumo de oxigeno
en el cultivo masivo de larvas de pargo flamenco y aumentar la supervivencia,
asegurando una adecuada concentracion de oxigeno disuelto en el agua, sobre todo
durante el periodo comprendido entre el consume del saco vitelino, inicio de la

alimentacion exdgena, preflexion, flexion y postflexion de la notocorda.
5.1.2. Composicion proximal y perfil de aminoéacidos.

El contenido total de lipidos fue mayor en los huevos fertilizados y disminuyo en
las larvas recién eclosionadas y larvas sin vitelo; en cambio el contenido de proteina
fue mayor en las larvas sin vitelo. Estos cambios en la composicién bioquimica en
huevos y larvas de L. guttatus son similares a otras especies de teleosteos. Estos
resultados de los cambios en la composicion bioquimica de los primeros estadios de
larvas de pargo flamenco seran de gran ayuda para comprender mejor las necesidades

nutricionales para el comienzo de la alimentacion exogena.

La concentracién de histidina, arginina y metionina fue mayor en los huevos,
disminuyendo conforme el desarrollo de la larva; la cantidad de el resto de los AEE fue

mayor en las larvas sin vitelo. En cuanto a los AANE, la concentracion de taurina en
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los huevos fue mayor que en los estadios larvales evaluados al contrario del resto de
los AANE analizados.

Los resultados en el perfil de aminoacidos de huevos y larvas en los primeros
estadios de L. guttatus obtenidos en el presente trabajo pueden ser considerados para

poder formular dietas que cubran sus requerimientos de AA.
5.1.3. Consumo de las reservas energéticas

El presente trabajo, demostré el efecto de la temperatura sobre la incubacion,
tiempo de eclosion, talla, supervivencia, consumo del vitelo y gota de aceite de las

larvas de Lutjanus guttatus.

Los huevos incubados a 22°C no eclosionaron, en el resto de los tratamientos
evaluados se obtuvieron similares porcentajes de eclosion; sin embargo, las larvas
incubadas a 31°C iniciaron a eclosionar antes que el resto de los otros tratamientos,
presentando mayor LT que las larvas a 25°C. Las larvas a 25y 31°C no sobrevivieron
a las 48 y 72 HDE, respectivamente. La tasa de absorcidn de las reservas enddgenas

se incrementd con la temperatura.

Los resultados obtenidos sugieren que la temperatura para la incubacion y
cultivo de larvas vitelinas del pargo flamenco se debe llevar a cabo a los 28°C para
lograr la sobrevivencia del embrion, eclosion, crecimiento y consumo adecuado de sus

reservas energéticas y puedan lograr una exitosa transicion a la alimentacion exdgena.
5.2. PERSPECTIVAS.

Aungue ya se han logrado avances muy significativos en el cultivo larvario del
pargo flamenco en el CIAD, Mazatlan, produciendo miles de juveniles, aun es
necesario optimizar algunos procesos de la tecnologia de producccién. En este

sentido, se propone, entre otros aspectos:

1. Mejorar la nutricibn de los reproductores para aumentar la calidad de los
gametos obtenidos y en consecuencia incrementar la supervivencia de las
larvas producidas.

2. Implementar un programa de seleccion de reproductores.
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Determinar los procesos de la biologia del desarrollo (organogénesis,
esqueletogénesis, conducta, etc.) que permitirdn determinar los requerimientos
bioldgicos de las larvas para poder proponer protocolos de cultivo en los que se
logre la maxima supervivencia posible y obtener juveniles de buena calidad.
Disefiar y evaluar un sistema de soporte de vida en circuito cerrado para la
larvicultura, que permita manipular temperatura, luz, etc.

Evaluar el rotifero Proales similis en la primera alimentacion de la las larvas.
Evaluar dietas micro encapsuladas disefiadas especificamente para la especie
adicionadas con pre y probioticos.

Implementar un programa de repoblacion de juveniles de pargo flamenco, en

las costas del Pacifico Mexicano.
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