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Glosario

Acidos grasos (AG): son cadenas largas de carbonos unidas a un grupo carboxilo terminal; la
cadena hidrocarbonada puede ser saturada (sin dobles enlaces) o insaturada (con uno o mas dobles
enlaces), aunque también existen unos cuantos acidos grasos con enlaces triples (Lehninger, 1982;
Gurr y Harwood, 1991).

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

Blastémero: grupo de células formadas a través de la mitosis durante la segmentacion,

colectivamente forman la blastula y rodean el blastocele (Schoenwolf, 2001).

Eclosién: Proceso en el cual el embridon emerge de las envolturas del huevo (Balon, 1981).

Embrion: Primer periodo de la ontogenia que inicia con la activacion del huevo y finaliza con la
alimentacion exdgena y se caracteriza por nutricion exclusivamente derivada del aporte materno
(Balon, 2002)

Epibolia: tipo de gastrulacién, caracteristica de la segmentaciéon meroblastica, que comprende la
formaciéon del anillo germinal y el escudo embrionario durante el envolvimiento del vitelo por el

ectodermo (Schoenwolf, 2001).

Estrés osmotico: Proceso de desequilibrio idnico de un organismo causado al ser sometido a una

variacion hiper o hiposmotico del ambiente externo con respecto a su ambiente interno.

Fecundidad parcial: Numero de évulos liberados por desove

Larva: Periodo de la ontogenia indirecta que inicia con el comienzo de la alimentacién exdgena y

finaliza con la metamorfosis a juvenil (Balon, 2002).

Lipido: Grupo heterogéneo de sustancias que tienen en comun la propiedad de insolubilidad en el
agua, pero que si tienen solubilidad en solventes no polares como el cloroformo, hidrocarburos o

alcoholes (Lenningher, 1982).



Saco vitelino: membrana extraembrionaria que rodea al vitelo, formada por la esplacnopleura
(Schoenwolf, 2001).

Segmentacion: serie de rapidas divisiones mitéticas que dan como resultado la blastulacion, la
segmentacion inicia después de la fecundacion y produce la formacion de los blastémeros
(Schoenwolf, 2001).

Viabilidad: Porcentaje de huevos con potencial de desarrollo, con respecto al lote de huevos totales

obtenidos en un desove.

Vitelo: reserva de material nutritivo compuesto principalmente por lipidos y proteinas, almacenados
en el huevo (Eichler, 1978).
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Resumen

En el presente trabajo se estudio el efecto del nivel del acido araquidénico
(ArA) en el alimento de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sobre el
desempeiio reproductivo y la calidad de embriones y larvas. Para realizarlo, se
probaron cuatro alimentos experimentales comprimidos secos, con 0.17 (1), 0.39
(2),0.68 (3) y 0.26% (4) de ArA (en base seca) y un alimento control que consistio
en juveniles de mojarra Eucinostomus spp. frescos congelados, con 0.26% de
ArA. Los criterios de calidad utilizados para evaluar el efecto de los tratamientos
alimentarios fueron la fecundidad y la viabilidad, como parametros reproductivos,
la morfologia de los blastomeros, tasa de eclosion y composicién de acidos
grasos, como parametros de calidad de embriones y la sobrevivencia larvaria,
sobrevivencia al estrés hiperosmaotico agudo y sobrevivencia a la inanicidén, como
parametros de calidad de larvas. Los resultados mostraron que la composicion de
ArA y acido eicosapentaenoico (EPA) de los alimentos experimentales tuvo efecto
sobre la composicion de los embriones, ya que se observd un incremento
proporcional de estos acidos grasos en los embriones conforme incremento su
nivel en el alimento. No obstante, el contenido de acido docosahexaénoico (DHA)
fue similar entre los embriones obtenidos con los diferentes alimentos. Los
resultados de las pruebas de calidad, mostraron que el nivel de 0.2% de ArA con
una relacion de ArA/EPA de 0.2 contenidos en el 1, fue suficiente para obtener
una morfologia de los blastdmeros, tasa de eclosion, sobrevivencia larvaria,
sobrevivencia larvaria al estrés hiperosmaotico agudo a la inanicion, similares a los
valores obtenidos de los embriones de reproductores alimentados con mojarra y
mayores en comparacion a los resultados obtenidos con alimentos
experimentales probados en trabajos anteriores. Sin embargo, la viabilidad
promedio (% de embriones vivos) de los embriones obtenidos de reproductores
alimentados con mojarra (78%) fue significativamente mayor que el de los
obtenidos con los alimentos experimentales. Ya que los embriones obtenidos con
los alimentos experimentales presentaron una alta mortalidad durante el proceso
de epibolia (gastrulacion), durante el cual se presenta una alta actividad
metabdlica que genera una gran produccidén de radicales libres, esto sugiere la
hipétesis de que en los alimentos falta incluir o complementar con antioxidantes
(vitamina E, C y astaxantinas), para proteger a los acidos grasos del vitelo y de
las membranas del embrién, de su oxidacion por el proceso de estrés oxidativo.



Abstract

Present work was to study the effect of the dietary level of arachidonic
acid (ArA) in the feeds of broodstock of Paralabrax maculatofasciatus on the
reproductive performance and the quality of embryos and larvae. Four
experimental practical diets, containing 0.17 (1), 0.39 (2), 0.68 (3), and 0.26%
(4) ArA (in dry base) and a control diet of frozen juvenile mojarra Eucinostomus
spp. containing 0.26% ArA were tested. The quality criteria used to evaluate the
effect of the dietary treatments were the fecundity and the viability, as
reproductive parameters, the morphology of the blastomere, rate of hatching,
and composition of fatty acids, as parameters of embryo quality, and the larvae
survival, osmotic stress survival, and starvation survival as parameters of larval
quality. The results showed that the composition of ArA and eicosapentaenoic
acid (EPA) of the experimental diets had an effect on their content in the
embryos, because a gradual increase of both fatty acid was measured in the
embryos, as its level in the feed increased. The content of docosahexaenoic
acid (DHA) was similar among the embryos obtained with the different
treatments. The results of the quality criteria test showed, that the dietary level
of 0.2% of ArA and the proportion ArA/EPA of 0.2 contained in the diet 1, it was
enough to obtain morphology of the blastomere, rate of hatching, larvae
survival, osmotic stress survival, and starvation survival, similar to those
obtained with the fresh food. However, the average viability of the embryos (%
live embryos) obtained with fresh food (78%), was significant high that the
obtained whit the practical diets. This results suggest, that small quantities of
ArA like the contained in the diet 1, they allow to increase the fecundity and
obtain a better embryo and larvae quality than obtained with other practical
diets tested before. However the viability of the embryos obtained with the
practical diets was less than obtained with fresh feed. Because the embryos
obtained with practical diets die during the epiboly process (gastrulation), this
suggest the hypothesis, that the practical diets tested in this work, they lack of
antioxidants (E, C vitamins and astaxantines) to protect the fatty acid of the yolk
and embryo cell layers, from the oxidation produced for the oxidative stress
process that occurs in a high rate in this development period due to the high
metabolic activity generates a high production of free radicals

Vi



1. Introduccién

En sus inicios, el cultivo de peces marinos se sustentd exclusivamente en la
captura de juveniles silvestres y su engorda en sistemas de cultivo extensivo, en
estanques supramareales en Asia 0 en encierros en lagunas costeras en los paises
del Mediterraneo (Shepherd, 1988; Moretti et al., 1999). Sin embargo, el crecimiento
de esta actividad productiva se viéo afectada por la indisponibilidad de juveniles,
causada por la amplia variacion en el tamano de las poblaciones naturales, derivada
de la sobrepesca, el cambio de las condiciones ambientales costeras y la

contaminacién (Moretti et al., 1999).

Debido a que este problema afecté la proyeccion de los ciclos de cultivo a lo
largo del aio y limitd la productividad de los sistemas de cultivo comerciales, a partir
de 1887, en Japon se realizaron los primeros esfuerzos dirigidos a desarrollar
métodos confiables para la produccibn masiva de juveniles de especies de
importancia comercial en ese pais, tales como Pagrus major (Fushimi, 2001).
Inicialmente los estudios se fundamentaron en aspectos de manejo e induccion al
desove de reproductores en cautiverio (Watanabe y Vassallo-Agius, 2003) y en
estudios sobre condiciones de cultivo, manejo, nutricion y alimentacion de larvas,
esto ultimo sustentado en la produccién masiva del rotifero Brachionus plicatilis y su
utilizacién como alimento para las larvas (Watanabe et al., 1983; Fulks y Main, 1991;
Hagiwara et al., 2001). Estos estudios permitieron establecer a finales de 1970,
protocolos para la obtencidn de huevos a lo largo del ailo mediante la reproduccion
controlada y protocolos confiables para la cria de larvas y juveniles, con lo cual se

evito la dependencia de juveniles capturados del medio natural.

Los métodos desarrollados para el cultivo de Pagrus major en Japén fueron
adoptados y modificados en el resto del mundo para el cultivo en sistemas semi-
intensivos e intensivos de las especies que en la actualidad tienen gran importancia
comercial (Moretti et al., 1999; Lee y Ostrowski, 2001; Shields, 2001; Brown et al.,
2003; Hong y Zhang, 2003; Marte, 2003).



No obstante, a pesar del desarrollo de las técnicas para el cultivo masivo de
larvas, el crecimiento de esta actividad se vid nuevamente limitado por la alta
mortalidad de embriones y larvas al inicio de su desarrollo, atribuidas a una mala
condicion nutricional de los reproductores en cautiverio, por lo que se realizaron
investigaciones enfocadas a establecer sus requerimientos nutricionales de
vitaminas, minerales, pigmentos, proteinas y lipidos (en particular, los acidos grasos
esenciales de cadena larga: acido docosahexaénoico DHA, acido eicosapentaenoico
EPA y acido araquiddnico ArA), con lo cual se pretendié aumentar la produccion y

calidad de los huevos (Izquierdo et al., 2001; Watanabe y Vasallo-Agius, 2003).

Los resultados de estos estudios permitieron reconocer, que el contenido de
acidos grasos esenciales (DHA, EPA y ArA) y el balance entre ellos en el alimento de
reproductores de peces marinos, afectan directamente el contenido de estos en el
huevo durante el proceso de vitelogénesis y que las necesidades de estos nutrientes
en los reproductores es particular para cada especie, por lo que es necesario realizar
estudios para establecer los requerimientos de estos nutrientes en cada especie que
se intente cultivar (Sargent et al., 1999). Estos estudios han permitido establecer los
requerimientos de las especies de importancia comercial estudiadas y ello a su vez,
las estrategias de alimentacion para lograr una nutricion 6ptima de los reproductores
y asegurar asi la calidad de los embriones utilizados para la obtencién de juveniles
demandados por los centros de produccion comercial de esas especies. Esto se
refleja en el aumento histérico de la produccion de peces marinos a nivel mundial, ya
que de acuerdo con las estadisticas la tasa anual media de crecimiento del cultivo de
peces marinos a nivel mundial entre el 2000 y 2004 fue de 9.6 %, lo que representod
una produccién de 1 376,761 toneladas de peces marinos en el 2006, con un valor
estimado de $ 4 139,195 USD (FAO, 2007).

En México, los estudios para el desarrollo del cultivo de peces marinos
comenzaron a partir de 1990, con el realizado por Matus-Nivon et al. (1990) en el
cual se evaluaron el potencial de cultivo de varias especiales locales mediante la
valoracion de diferentes aspectos de su desarrollo inicial. Posteriormente se

publicaron informes editados por la Secretaria de Pesca y el Instituto Nacional de



Pesca en colaboracion con diferentes instituciones, en los cuales se describieron
métodos para el cultivo de Paralabrax maculatofasciatus (Cadena-Roa y Roldan-
Liebenson, 1994; Avilés-Quevedo et al., 1995; Avilés-Quevedo y Mazdn-Suastegui,
1996), Totoaba macdonaldi (Barrera-Guevara et al., 1994), S. ocellatus (Arredondo-
Figueroa et al., 1994), Seriola lalandi (= S. dorsalis) (Arredondo-Figueroa et al., 1994;
Avilés-Quevedo y Castell6-Orvay, 2004), Caranx caninus (= C. hippos) (Arredondo-
Figueroa et al., 1994), Centropomidae (Muhlia-Melo et al. 1994; Avilés-Quevedo y
Mazén-Suastegui, 1996), Lutjanus peru, L. guttatus, L. aratus, L. argentiventris
(Avilés-Quevedo y Mazén-Suastegui, 1996). Sin embargo, en estos documentos la
informacion que se presenta no es precisa y solo describen métodos artesanales
habituales en el cultivo de peces para autoconsumo familiar, y no describen los
fundamentos cientificos y tecnoldgicos necesarios para soportar el desarrollo y
operacion de la tecnologia para la produccion a escala comercial de las especies
mencionadas. Por lo que el cultivo de peces marinos a escala comercial en México

es practicamente inexistente.

Recientemente, en diferentes centros de investigacion se han realizado
estudios que abordan diferentes aspectos de cultivo de Sphoeroides annulatus
(Duncan et al., 2003; Garcia-Ortega et al., 2003; Komar et al., 2004), L. peru (Pintos-
Teran et al., 2003; Dumas et al., 2004), L. guttatus (Garcia-Ortega et al., 2005) y
Mycteroperca rosacea (Gracia-Lopez et al., 2004a y b, 2005). Sin embargo, a la
fecha los estudios realizados en estas especies son escasos e insuficientes para

lograr la produccion de las mismas a nivel comercial.

Actualmente en México, P. maculatofasciatus es la especie de pez marino,
que cuenta con mayor investigacion sobre los aspectos biolégicos necesarios para el
desarrollo de su biotecnologia de cultivo intensivo. Se han desarrollado métodos
confiables para inducir al desove voluntario y producir embriones de buena calidad
en cualquier época del ano, por medio de técnicas no invasivas (control fototérmico)
y alimentacion a base de alimento fresco (Rosales-Velazquez et al., 1992; Rosales-

Velazquez, 1997). Asimismo, se ha logrado establecer las necesidades de proteina y



de AGE de reproductores y el establecimiento de técnicas para la evaluacion

eficiente de la calidad de embriones y larvas (Martinez-Brown, 2007).

Se han realizado estudios para desarrollar un protocolo de cultivo de larvas, lo
cual ha permitido realizar estudios enfocados a la fisiologia enzimatica y nutricional,
anatomia digestiva, ecomorfofisiologia y conducta de larvas, dirigidos a aumentar su
supervivencia y lograr la substitucion parcial del alimento vivo con alimento artificial
(Alvarez-Gonzalez et al., 2001b; Alvarez-Gonzalez et al., 2001c; Alvarez-Gonzalez,
2003; Rodriguez-Trejo et al., 2004; Carrasco-Chavez et al., 2005; Garcia-Gomez et
al., 2005; Olalde-Rodriguez et al., 2005; Civera-Cerecedo et al., 2007; Pena et al.,
2003, 2004, 2005a y 2005b). Asi mismo, se han realizado estudios nutricionales en
juveniles durante la etapa de preengorda, para la determinacion de sus
requerimientos y la elaboracion de alimentos balanceados (Anguas-Vélez et al.,
2000a, 2000b, Alvarez-Gonzalez et al., 2001a; Carrasco-Chavez, 2004; Tovar-
Ramirez et al., 2005).

Sin embargo, para poder escalar a nivel comercial los métodos de cultivo de
P. maculatofasciatus generados a escala experimental, es necesaria la optimizacion
en las etapas que conforman el ciclo productivo. Uno de los principales problemas en
la etapa de reproduccion es la dependencia del alimento fresco en la nutricion de
reproductores, lo cual es inconveniente debido a que su composicion es variable, su
disponibilidad insegura, presenta altos costos asociados a su almacenamiento
(congelacién) y un alto riesgo como trasmisor de patdégenos (Watanabe y Vasallo-
Agius, 2003). Esto afecta negativamente la calidad de embriones necesarios para
satisfacer la demanda de juveniles de los sistemas de produccién masiva de peces
marinos y su variabilidad no permite la proyeccion de los ciclos de cultivo a lo largo
del afo (Luquet y Watanabe, 1986). En el presente trabajo se pretende contribuir al
conocimiento del efecto del contenido de acido araquidonico sobre aspectos del
desempenfio reproductivo y la calidad de embriones y larvas de P. maculatofasciatus,
y esto forma parte de una serie de estudios encaminados a determinar los
requerimientos nutricionales de los reproductores de esta especie, con el objeto de

sustituir el alimento fresco por uno artificial completo.



2. Antecedentes

2.1. Aspectos bioldgicos de la especie de estudio
2.1.1. Distribucion geografica

La especie P. maculatofasciatus, se distribuye desde la bahia de Monterey,
California hasta Mazatlan, Sinaloa, incluyendo el Golfo de California. Esta especie
es de habitos demersales, se asocia a arrecifes planos cubiertos con vegetacion,
adyacentes a fondos arenosos, y se le encuentra desde la zona intermareal hasta
los 60 m de profundidad (Allen y Roberson, 1998; Thomson et al., 2000).

2.1.2. Reproduccién

P. maculatofasciatus es un desovador pelagico crepuscular (Oda et al.,
1993) que de acuerdo a la clasificacion de los estilos reproductivos (Balon, 1990)
se ubica en la seccidn etoldgica de los no protectores, en el grupo ecoldgico de
los esparcidores de huevos y en el gremio de los pelagofilos, el cual es el estilo
reproductivo caracteristico de las especies que como ésta, producen huevos
oligolecitos y aun presentan un periodo larvario en su ontogenia (ontogenia
indirecta) (Balon, 1999). Presenta desarrollo ovarico asincrénico, lo que posibilita
la conducta reproductiva iterépara, con una frecuencia de desove de uno a dos
dias en la temporada reproductiva y una fecundidad parcial promedio de 10,300
6vulos por desove (Lluch-Cota, 1995). Puede presentar diferentes patrones
sexuales, como el hermafroditismo protoginico secuencial o gonocorismo
secundario (Hovey y Allen, 2000), los cuales estan en funcion de la estructura
poblacional (densidad) y de las jerarquias sociales dentro de la poblacién, lo cual
determina a su vez el sistema de apareamiento, tal como el desove en pareja, en

grupo o con la participacion de machos furtivos (Miller y Allen, 2006).

2.1.3. Habitos alimentarios

P. maculatofasciatus, al igual que otros miembros de la familia Serranidae,
es un carnivoro generalista con actividad depredadora diurna. La dieta de esta
especie varia, por un lado, de acuerdo al periodo ontogénico y la talla, y por otro,
a la disponibilidad de las presas, que depende de la region donde habita y la
estacion del afio. Por lo que, como consecuencia de su fuerte afinidad al sitio

donde habita, es capaz de producir diferentes secuencias cinematicas



(multiplicidad modulatoria) para capturar a sus presas, dependiendo del grupo
taxondmico y tipo movilidad de éstas (Ferry et al., 1997). En general, las presas
reportadas en los estudios de habitos alimentarios de P. maculatofasciatus son
huevos, juveniles o adultos de peces de las familias Atherinidae, Gobiidae,
Blenniidae, Gerreidae (Eucinostomus spp.), Pleurenictidae, Syngnathidae,
Sciaenidae, Labridae, Serranidae, Fundulidae y Clupeidae, crustaceos (anfipodos,
misidaceos, is6épodos y decapodos), moluscos (poliplacéforos, bivalvos,
gasterépodos, cefaldépodos), anélidos (poliquetos), equinodermos, hidrozoos,
nemertinos y equidridos (Allen et al., 1995; Ferry et al, 1997; Mendoza-Carranza y
Rosales-Casian, 2000).

2.2. Aspectos sobre los acidos grasos en peces
2.2.1. Requerimientos de acidos grasos esenciales en peces

Todas las especies de vertebrados, tienen requerimientos de ciertos acidos
grasos poliinsaturados, que deben ser suministrados por los lipidos en la dieta
(Sargent et al.,, 1995). Cuando un animal sujeto a una dieta deficiente en uno o
varios acidos grasos, y experimenta como consecuencia una disminucién en el
crecimiento, alteraciones en la reproduccion y patologias diversas, se considera
que es un acido graso esencial (AGE). Este término incluye, a los acidos grasos
de la serie n-6 derivados del acido linoléico (18:2 n-6) y de la serie n-3 derivados
del acido linolénico (18:3 n-3) (Sargent et al., 1995; Sargent et al., 2002).

Los requerimientos de acidos grasos esenciales (AGE) entre las especies
de peces de agua dulce y marinos, varian tanto cualitativamente como
cuantitativamente, ya que en los peces de agua dulce los requerimientos de AGE
pueden ser provistos por el acido linolénico y linoléico. Mientras que en los peces
marinos los requerimientos de la serie n-3 son provistos por el acido
eicosapentaénoico EPA (20:5 n-3) y el acido docosahexaénoico DHA (22:6 n-3) y
de la serie n-6, por el acido araquidonico ArA (20:4 n-6) (Watanabe, 1993;
Rainuzzo et al., 1997; Sargent et al., 2002; Bell y Sargent, 2003).

Estas diferencias en los requerimientos de ambos grupos, se deben
basicamente a la inhabilidad o limitada capacidad de todos los peces marinos que
se han estudiado hasta el momento, para convertir el 18:3 n-3 a EPAy DHA y el
18:2 n-6 a ArA (Watanabe, 1993; Sargent et al., 2002; Bell y Sargent, 2003). Esta

incapacidad, se debe a una insuficiencia metabdlica que ha sido identificada



como, la relativa deficiencia de una o dos enzimas en la via de conversion, del
18:3 n-3 a EPA, por ejemplo, en el complejo de multienzimas elongasas del C+g al
C20 0 de la A5-desaturasa de acidos grasos. Por otra parte, la deficiencia de una o
ambas enzimas, aparte de bloquear la conversion del 18:3 n-3 a EPA, también
pueden producir una inhabilidad similar en la conversion de 18:2 n-6 al ArA (Fig.
1) (Bell y Sargent, 2003).

Esta situacion es el resultado de una combinacién de adaptaciones, a la
predominancia de acidos grasos altamente insaturados (AGAI) en la red
alimenticia marina y al estilo de vida carnivoro en practicamente toda las especies
de peces marinos investigadas. Debido a que el fitoplancton y zooplancton marino
son capaces de sintetizar AGAI y son particularmente abundantes en EPA y DHA
con relacion al 18:3 n-3 y 18:2 n-6, por lo tanto los peces que se alimentan de
organismos que los consumen, no tienen la necesidad de convertir estos acidos
grasos, los cuales se van incorporando y acumulando a través de las redes
troficas, lo que al parecer ha provocado que su capacidad de conversidn se haya
perdido durante la evolucién, principalmente en los carnivoros estrictos (Sargent
et al., 2002).

18:0
o
A6 elongacion A5
18:1n-9 —3 18:2n-9 —5.20:2n-9 ——320:3n-9 22:5n-6
A2 l l l‘ Tacortamiento
A6 elongacion A5 elongacion elongacion A6
18:2n-6 ——p 18:3n-6 ——520:3n-6 ——9 2046 —922:4n-6 —p.24:4n-6 ——3 24:5n-6
A15 l ArA
A6 elongacioén A5 elongacién elongacién A6
18:3n-3 ———epp 18:4N-3 g 20:4N-3  pp 20:5N-3  p 22:5N-3  pp 24:5N0-3 el 24:60-3
EPA 1 acortamiento
22:6n-3
DHA

Figura 1. Rutas de biosintesis de los acidos grasos altamente insaturados (AGAI) de C, y Cy; a
partir de los precursores n-3, n-6 y n-9.

La A9 se encuentra presente tanto en plantas como en animales mientras que la A12 y A15 sdlo
en plantas, por lo tanto el 18:2 n-6 como el 18:3 n-3 son esenciales para los animales,
principalmente en peces de agua dulce. Mientras que los animales carnivoros como la mayoria de
los peces marinos tienen una limitada capacidad de convertir el ArA, EPA y DHA, por una
deficiencia en las enzimas elongasas y desaturasas que pueden ser la A5 o A6 (flechas grises).
Esta limitacion puede variar entre las especies, en algunos peces la A5 esta presente y pueden
sintetizar EPA, sin embargo, la sintesis se trunca y sélo pueden alongar hasta el 22:5 n-3 y no
pueden continuar la sintesis hasta DHA (Tocher, 2003).



2.2.2. Funciones de los AGAI en los vertebrados

Las funciones de los AGAI en los peces marinos, coinciden con su funcion
en la mayoria de los vertebrados, las cuales se han catalogado en dos areas
principales: en el mantenimiento de la estructura y funcionamiento de las
membranas celulares y como precursores de eicosanoides, que son un grupo
heterogéneo de sustancias de alta actividad bioldgica, las cuales se especifican
en la Tabla 1 (Gurr y Harwood, 1991; Sargent et al., 1995).

Tabla 1. Principales funciones de los acidos grasos altamente insaturados (ArA, EPA y DHA) en
los vertebrados.

Acido graso Funciones

Precursor de Eicosanoides "% %*

« Prostanoides de la serie-2
« Leucotrinos de la serie-4

Funciones especificas de los eicosanoides derivados del ArA
ArA « Intervienen en varias reacciones en respuesta al estrés
Coagulacién de la sangre

1,2,3,4,5

20:4 n-6 Reacciones inflamatorias
Regulacion de la respuesta inmune
Otras funciones del ArA

« Importante Papel, en las biomembranas de los tejidos excretores
desal 2%

« EI ArA localizado en los tejidos, en la posicion-2 del glicerol, del
fosfatidil-inositol, interviene en muchas areas en la trasduccion de
sefiales celulares **

Precursor de eicosanoides "*
« Prostanoides de la serie-3
EPA e Leucotrinos de la serie-5
20:5n-3
Funciones especificas de los eicosanoides derivados del EPA 4

¢ Intervienen en la regulacion de la respuesta inmune y reacciones
en respuesta al estrés

e Son menos activos biolégicamente que sus homadlogos de la serie-
2y serie-4

Funciones especificas del DHA
e Es el componente mayoritario en las membranas celulares !
e Mantiene la integridad de las membranas celulares "°
DHA e Se encuentra presente en gran cantidad en la membrana de los

bastoncillos de la retina, por lo que se asocia al funcionamiento de

22:6 n-3 la vision "2

e Se encuentra presente en gran cantidad en las membranas
neurales o del sistema nervioso central de los peces 3

" Sargent et al., 1995; * Izquierdo, 1996; ° Mourente et al., 1999; * Evans et al., 2000; ° Bell y
Sargent, 2003.



2.2.3. Importancia del estudio de lipidos y acidos grasos

En las pasadas dos décadas ha habido un mayor impetu en estudiar los
lipidos marinos, debido al interés de la industria de la acuacultura por entender los
requerimientos nutricionales de lipidos en los peces cultivados, para optimizar su
produccion (Tocher, 2003).

Al analizar el campo de la nutricibn en peces, aparentemente existe mas
informacion sobre la importancia de los lipidos, que en relacién a otros nutrientes.
Una segunda impresion es que los lipidos son el nutriente mas importante para
los peces. Sin embargo, esto es un error, ya que para los peces los lipidos no son
ni mas ni menos importantes que otros grupos de nutrientes, como las proteinas,
carbohidratos, vitaminas o elementos inorganicos (Sargent et al., 2002).

La situacién actual es que probablemente se conoce menos acerca de los
requerimientos nutricionales de los peces en materia de lipidos. Este
desconocimiento se debe a la complejidad en la quimica de los lipidos. Para el
afo 2000 ya se contaba con un entendimiento detallado de la bioquimica de los
aminoacidos y carbohidratos en cuanto a las rutas biosintéticas y catabdlicas,
enzimologia, biologia molecular y genética, asi como un conocimiento detallado
en sus aspectos nutricionales. En contraste en los lipidos, aun se encuentran
definiendo las rutas anabdlicas y catabdlicas de ciertos acidos grasos particulares,
especialmente los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), ademas que no existe
suficiente informacion sobre la enzimologia, biologia molécular y genética de los
AGPI (Sargent et al., 2002).

Las interacciones enzima-sustrato en el metabolismo de los carbohidratos,
proteinas y acidos nucleicos depende de reacciones catalizadas por enzimas
altamente especificas. Sin embargo, las interacciones enzima-sustrato en el
metabolismo de lipidos y acidos grasos involucra enzimas menos especificas.

Esto tiene como resultado que la composicion de aminoacidos en las
proteinas sea menos variable lo cual refleja la alta especificidad en el
acoplamiento con la transferencia de RNAs en la sintesis de proteinas. En
contraste, la composicion relativamente variable de &acidos grasos en los
triglicéridos, grasas y aceites, refleja la incorporacién poco especifica de acidos

grasos en estos lipidos (Sargent et al., 2002).



2.3. Estudios sobre nutricion de reproductores
2.3.1. Estudios sobre requerimientos de acidos grasos esenciales

Los primeros estudios realizados para establecer los requerimientos de
acidos grasos esenciales en los reproductores, consideraban solo el nivel de
AGAI n-3 (DHA y EPA) en el alimento (Izquierdo et al., 2001). Entre los mas
importantes, destaca el realizado por Harel et al. (1994) en el cual probaron en
reproductores de Sparus aurata, alimentos que contenian arriba del 1 % de AGAI
n-3 y observaron que la composicion de los o6rganos asociados con la
reproducciéon en las hembras, fue modificada por la cantidad de AGAI n-3 en el
alimento y obtuvieron efectos favorables en la calidad de los huevos en un corto
periodo.

Por su parte, Fernandez-Palacios et al. (1995) encontraron que la
composicion y calidad de los huevos son afectados por la concentracion AGAI n-3
en el alimento de los reproductores, con solo haberlo consumido durante tres
semanas. Lo que sugiere que los AGAI n-3 dietéticos son facilmente incorporados
en los huevos y que la calidad de los desoves en esta especie puede ser
mejorada modificando la calidad nutricional del alimento de los reproductores.

Sin embargo, trabajos posteriores hacen énfasis en la importancia de
considerar no solo el requerimiento de acidos grasos esenciales de manera
cuantitativa, sino también la proporcion y los niveles individuales en que deben
ser requeridos cada uno de ellos (Sargent et al., 2002).

Por ejemplo, Sorensen et al. (1998), encontraron que las cantidades de
EPA y ArA en el alimento estan correlacionadas a la tasa de fecundacion en los
reproductores de Sparus aurata. Estos dos acidos grasos producen
prostaglandinas, que actuan en muchos casos como feromonas que estimulan el
comportamiento sexual en los machos y estimulan la sincronizaciéon de los
desoves en hembras y machos, lo cual afecta directamente el éxito en la
fecundacion.

Con el propésito de evaluar el efecto de los lipidos del alimento de los
reproductores de Dicentrarchus labrax sobre la composicion de acidos grasos de
los embriones y la sobrevivencia larvaria, Bell et al. (1997) probaron un alimento
formulado que contenia 0.13 % de acido araquiddnico (ArA) y un alimento fresco
que contenia 0.48 % de ArA, ambos alimentos con niveles similares de DHA (2.3

%). Encontraron que los embriones de los peces alimentados con alimento fresco,
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tenian mejor sobrevivencia y contenian mas ArA y DHA en comparacion con los
alimentados balanceados. Con base a esto, sugirieron incrementar el nivel de
DHA y ArA en el alimento de reproductores de Dicentrarchus labrax para mejorar
la calidad y supervivencia de las larvas.

Posteriormente, Mazorra et al. (2003) con el objetivo de sustituir el alimento
fresco por alimento formulado para alimentar reproductores de Hippoglossus
hippoglossus, realizaron dos experimentos para determinar la importancia y
optimizar la composicion de ArA, EPA y DHA. En el primero probaron una mezcla
de carne de pescado, calamar, aceite de pescado y vitaminas como alimento
fresco (control) y dos alimentos balanceados, uno hecho con harina de krill,
pescado y aceite de pescado, otro con harina de pescado y aceite orbital de atun
(AOA) alto en DHA y ArA. En el segundo experimento probaron un alimento
balanceado hecho con harina de pescado y suplementado con aceite de pescado
como alimento control y otro con la misma composicién de la dieta control pero
suplementado con aceite con alto contenido de ArA (18 % de AGT). En ambos
experimentos encontraron que la composicibn de DHA de los embriones
obtenidos con los alimentos balanceados fue similar, a pesar que el nivel de este
acido graso en ambos alimentos fue diferente, lo que sugiere una acumulacién
selectiva de DHA en el vitelo. Asimismo, observaron una tendencia a incrementar
la concentracion de ArA y una disminucion de la proporcion EPA/ArA en
embriones obtenidos con alimento fresco y el que contenia harina de kril,
sugiriendo también una preferencia en la incorporacion de ArA con respecto al
EPA. Esto sugiere la importancia del balance de los AGE vy la importancia del
requerimiento especifico de ArA en los reproductores. Se encontré6 un efecto
positivo en la morfologia de los blastémeros, fecundacién y tasa de eclosion al
incrementarse los niveles de ArA en los peces alimentados con dietas altas en
ArA. No encontraron diferencias significativas en los criterios de calidad entre el
alimento fresco y los alimentos balanceados, probando que los reproductores

pueden ser mantenidos y desovar exitosamente con alimentos balanceados.
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2.3.2. Estudios sobre requerimientos de acido araquidénico (ArA) de los
reproductores

El caso del ArA como acido graso esencial es interesante, ya que hasta
hace pocos afos comenzd a considerarse como importante para los peces
marinos. Esto se debe a que comparativamente con el EPA y DHA, se encuentra
en menor concentracion en los embriones y tejidos de los peces marinos, por lo
que se le habia dado poca importancia. Sin embargo, investigaciones recientes
han demostrado que el ArA también es necesario como AGE. Existe evidencia
que sugiere la importancia del ArA en la reproduccion de los peces marinos. Ya
que se ha observado que la proporciéon de ArA/EPA/DHA en el alimento de los
reproductores puede mejorar la calidad de los huevos, esto se relaciona con el
control de la ovulacién, embriogénesis, desarrollo del sistema inmune, eclosién,
resistencia al estrés y el desarrollo inicial de la larva (Bell y Sargent, 2003; Furuita
et al., 2003).

Con el propésito de evaluar el efecto de los lipidos del alimento de los
reproductores de Dicentrarchus labrax sobre la composicion de acidos grasos de
los huevos, Bell et al. (1997) alimentaron a un grupo de peces con un alimento
formulado con aceite de maiz y de pescado y a otro grupo con pescado en trozos
como alimento fresco. El alimento formulado contenia 1.3 mg/g de &acido
araquidoénico (ArA) con una relacion ArA/EPA 0.1 y el alimento fresco contenia 4.8
mg/g de ArA, en una relacion ArA/EPA de 0.7. Ambos presentaron niveles
similares de DHA (23 mg/g). Encontraron que los embriones de los peces
alimentados con pescado, contenian mas ArA y DHA vy la relacion ArA/EPA fue
cinco veces mayor en comparacion con los alimentados con alimento formulado.
Con base a esto, sugirieron que incrementar la relacion DHA/EPA y ArA/EPA
podria mejorar la calidad y supervivencia de las larvas de Dicentrarchus labrax.

Por su parte, Salze et al. (2005) compararon el contenido de lipidos totales,
la composicion de clases de lipidos y los acidos grasos y pigmentos en embriones
obtenidos de reproductores silvestres y producidos en cautiverio, ambos grupos
alimentados con un alimento balanceado enriquecido. Encontraron que los
embriones con mejor desarrollo, mejor tasa de fertilizacién, mejor simetria y
sobrevivencia a la eclosién fueron producidos por los reproductores silvestres.
Estos estuvieron caracterizados por un alto contenido de ArA, fosfatidil inositol y

pigmentos, con respecto a los huevos de los reproductores producidos en
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cautiverio. Sugieren que es necesario complementar la alimentacion de los
reproductores con una mayor cantidad de ArA.

Con el proposito de determinar el efecto del ArA sobre la maduracién y el
desove de reproductores de Lutjanus argentimaculatus, Emata et al. (2003)
realizaron un estudio probando tres alimentos balanceados. El alimento 1 se
elaboré con 35 % de harina de pescado, 25 % de harina de soya, 4 % de aceite
de higado de bacalao, 4 % de aceite de soya, 15 % de harina de trigo y 10 % fibra
de arroz, mezcla de vitaminas y minerales. El alimento 2 presentd la misma
composicién base del alimento 1, pero enriquecido con una mezcla de vitamina C
y E, glutation, cloruro de colina y lecitina de soya. El alimento 3 presento6 la misma
composiciéon del alimento 2, pero sustituyendo la harina de soya por harina de
calamar y sustituyendo en un 50 % las otras fuentes de lipidos por aceite de
calamar. Los resultados que obtienen muestran que con el alimento 3, se obtuvo
un mayor numero de desoves y produccion de huevos. Los promedios de la
viabilidad de los huevos y normalidad de las larvas fue similar entre los
tratamientos, sin embargo, con el alimento 3 se obtuvo una tasa de eclosién
significativamente mayor, sobrevivencia acumulada y mayor indice de
sobrevivencia de actividad que con los alimentos 1 y 2. El mejoramiento del
desempenio reproductivo con el alimento 3, se le atribuye a la adicion de la harina
y aceite de calamar. En el estudio concluyen que la mayoria de los perfiles de
acidos grasos de los peces tropicales muestran un nivel de ArA de intermedio a
alto, con bajos niveles de EPA, en comparacion con las especies del hemisferio
norte o aguas templadas, por lo tanto el ArA puede ser nutricionalmente mas
importante para el desarrollo y sobrevivencia de huevos y larvas de peces
marinos tropicales que para las especies de aguas frias.

Por su parte, Furuita et al. (2003), determinaron el efecto de diferentes
niveles de ArA (0.1, 0.6, 1.2 %) en el alimento de reproductores de Paralichthys
olivaceus, manteniendo el mismo nivel de AGAI-n3. Encontraron que la inclusion
de 0.6 % de ArA en el alimento, mejora la calidad de los huevos, sin embargo, la
reproduccion se ve afectada negativamente con altas dosis de ArA (1.2 %). Esto
indica que son necesarias pequenas cantidades de ArA, para un crecimiento y
desarrollo normal, pero una sobredosis tiene un afecto negativo en los peces a
través del mecanismo de produccién de eicosanoides. En la composicién de los

embriones encuentran, una tendencia que sugiere la selectividad de las enzimas
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acyl tranferasas que sintetizan los fosfolipidos y su sustrato preferencial es el ArA
sobre el EPA. En contraste, el EPA y el DHA no presentaron diferencias en
ambas fracciones de lipidos independientemente del nivel de ArA en los
alimentos, lo cual sugiere que el contenido de EPA de los embriones es mas
sensible al cambio dietario que el DHA y que un incremento en el EPA en los

huevos se debe a un incremento en el alimento de los reproductores.

2.3.3. Estudios sobre nutricion de reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus

Existen pocos antecedentes en México sobre la realizacién de trabajos en
nutricién de reproductores de peces marinos.

El primer trabajo sobre el que se tiene registro es el realizado por Avilés-
Quevedo et al. (1995) en el Centro Regional de investigaciones Pesqueras de La
Paz, en el cual probd dietas semi humedas, en reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus.

A pesar de que los reproductores de esta especie pueden mantenerse y
desovar de manera exitosa con alimento fresco, esto puede resultar poco practico
debido a las complicaciones de obtencién y almacenamiento asi como
inestabilidad de vitaminas y grasas, que puede afectar la calidad del alimento
fresco y la salud de los reproductores.

Por lo tanto, Rosales-Velazquez (1997) propuso desarrollar un alimento
balanceado que cubriera los requerimientos nutricionales para una reproducciéon
exitosa. Para esto probo dos alimentos, uno con 35 % y otro con 50 % de proteina
y los comparé a cada uno en dos experimentos con el alimento fresco que
consistié en juveniles de mojarra, evaluando su efecto sobre los desoves, el factor
de condicidon simple, indice gonadosomatico, los gametos producidos y la calidad
de los desoves obtenidos. Obtuvo un mejor desempefio reproductivo en los peces
alimentados con mojarra, que en los alimentados con los alimentos balanceados.
Obteniendo con la mojarra un mayor numero de huevos fecundados y el
porcentaje promedio de huevos fecundados, también una mayor frecuencia de
desoves y mayor volumen de huevos desovados y fecundados. En cuanto a la
viabilidad de los desoves, no se presentaron grandes diferencias en los
porcentajes de eclosion y sobrevivencia al absorber el vitelo. Esta disminucién en

la calidad de los desoves con los alimentos, los atribuye a un exceso de la
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presencia de acidos grasos como 18:2 n-6, el cual es aportado en su mayor parte
por los ingredientes de origen vegetal incorporados de manera abundante en la
composicién de los alimentos probados, por lo tanto propone como
recomendacion realizar un analisis de la calidad de acidos grasos y aminoacidos
presentes en los alimentos que se utilicen. También recomienda el uso de una
mayor cantidad de ingredientes de origen marino en la elaboracion de alimentos.
Sugiere emplear la mojarra como referencia de la calidad y contrastarla con
alimentos de diferentes niveles de proteina y lipidos, asi como la evaluacién de la
composicion de huevos y larvas, para determinar el efecto de la alimentacién en
reproductores.

A partir de las recomendaciones realizadas por Rosales-Velazquez (1997),
con el fin de mejorar la alimentacién de reproductores de cabrilla arenera y debido
a la falta de informacién sobre los requerimientos nutricionales principalmente de
lipidos y proteinas, Martinez-Brown (2007) realizé6 un experimento cuyo objetivo
fue determinar el efecto de diferentes niveles de inclusion de acidos grasos
esenciales y proteinas en el alimento de reproductores y evaluar su efecto sobre
la calidad de embriones y larvas. Para esto, probé tres alimentos cuyos niveles de
AGE fueron de 0.5, 1.2 y 1.9 % con 45 % de proteina cada uno, y otros tres
alimentos con los mismos niveles de AGE pero con 55 % de proteina. Otra
aportacion importante de este trabajo, fue la utilizacién por primera vez, de
diversos criterios para determinar el efecto del alimento sobre los reproductores y
calidad de embriones y larva. Utiliz6 como parametros reproductivos, fecundidad
parcial e indice de viabilidad de los embriones. Como parametros morfolégicos de
embriones y larvas, morfologia de los blastomeros, morfologia de embriones y
longitud notorcordal de larvas. indices zootécnicos, la tasa de eclosion,
transformacion larvaria, normalidad larvaria, sobrevivencia al estrés osmodtico,
sobrevivencia a la inanicion y normalidad larvaria a la inanicion. También
determiné la composicién de los alimentos antes y después del experimento y la
composicién de embriones obtenidos durante el experimento con los distintos
alimentos. Este autor encontr6 que el nivel de proteina de los alimentos
balanceados y fresco no afecté parametros como la fecundidad parcial, viabilidad
y calidad de embriones y larvas, por lo que sugiere que un nivel de proteina del 45
% es suficiente para el mantenimiento de reproductores. Encontrd también que el

contenido de ArA y EPA en los embriones se vié mas afectado por la composicion
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de los alimentos balanceados y fresco, mientras que el resto del perfil de acidos
grasos presentd una composicidén similar en los embriones a pesar de variar en
los alimentos. Observd que la sobrevivencia larvaria al estrés osmoético y la
morfologia de los blastdmeros tuvieron una mayor relaciéon con el contenido de
ArA y la razén ArA/EPA de los alimentos, ya que los mejores resultados de estos
criterios fueron obtenidos con mojarra.

Debido a la importancia del ArA sobre la calidad de embriones y larvas
obtenidas con alimento fresco, se genera al presente trabajo que pretende
elucidar el efecto particular del ArA en el alimento de reproductores sobre el

desempenio reproductivo y calidad de embriones y larvas.
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3. Justificacion

Uno de los problemas fundamentales para el desarrollo del cultivo
comercial de peces marinos es la produccién controlada de embriones de buena
calidad, con los cuales se pueda obtener una produccién estable de los juveniles
necesarios para satisfacer las necesidades de los centros de produccion
comercial. En la actualidad, en México se estan realizando estudios para poder
desarrollar tecnologias de cultivo de especies nativas de peces marinos, sin
embargo, la produccion aun se mantiene a escala experimental. P.
maculatofasciatus es una de las especies de peces marinos que cuenta con 17
afos de investigaciones sobre los aspectos bioldgicos necesarios para su cultivo.
Con los resultados obtenidos de estas investigaciones se ha logrado cerrar su
ciclo de produccién a escala experimental. Uno de los principales avances para el
desarrollo del cultivo de esta especie ha sido el lograr la maduracién, ovulacion y
desove continuo y voluntario a lo largo del afo, mediante la manipulacion del
régimen fototérmico. Sin embargo, son pocos los estudios sobre los
requerimientos nutricionales de esta especie durante su ciclo reproductivo, en
comparacion con otras especies de peces marinos cultivados comercialmente en
Europa y Asia, en las cuales se ha demostrado que es posible lograr la
produccion de embriones de buena calidad al alimentar a los reproductores con
alimentos balanceados de presentacion semihumeda o seca, evitando en mayor
medida la utilizaciéon del alimento fresco para la nutricion de reproductores y
evitando con ello, los problemas propios de este tipo de alimento, tales como su
disponibilidad variable, su composicién quimica variable y el de ser vector de
patdgenos potenciales, asi como los costos de su almacenamiento. Sin embargo,
para poder formular un alimento balanceado que sustituya el alimento fresco en la
alimentacion de reproductores, sin que esto tenga consecuencias negativas sobre
la calidad de los embriones, es necesario conocer los requerimientos nutricionales
de los reproductores de esta especie. Por esto, y atendiendo a las
recomendaciones propuestas por Martinez-Brown (2007), el presente estudio
pretende determinar el nivel mas adecuado de acido araquidénico en el alimento
balanceado de reproductores de P. maculatofasciatus, y de esta manera contribuir
con parte de la informacién necesaria para la formulacién de un alimento artificial

completo para reproductores de esta especie.
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4. Hipétesis

A medida que el nivel del acido araquidénico en el alimento balanceado, se
acerque al requerimiento nutricional de los reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus, se obtendran mejores resultados en la calidad de embriones y
larvas, en términos de morfologia de los blastomeros, sobrevivencia larvaria y

sobrevivencia al estrés osmotico.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general
Determinar el efecto de diferentes niveles de inclusion de acido araquidénico
en el alimento de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, sobre la calidad de

embriones y larvas.

5.2. Objetivos particulares
Evaluar y comparar el efecto de 4 alimentos experimentales que contienen
diferentes niveles de acido araquidonico (0.17, 0.39, 0.68 y 0.26%), sobre:
a) parametros reproductivos (fecundidad parcial y viabilidad).
b) parametros morfolégicos de embriones (morfologia de los blastémeros).
c) indices zootécnicos en embriones y larvas (tasas de eclosion, supervivencia
larvaria a la transicion larvaria, al estrés hiperosmaético agudo y a la inanicion).

d) la composicién de acidos grasos de los embriones.
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6. Material y métodos

6.1. Descripcion del Sistema Cerrado de Induccién al Desove

El Sistema Cerrado de Induccién al Desove (SCID) es parte del Laboratorio de
Biologia Experimental del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR-
IPN). ElI SCID esta disefiado para mantener el control de la calidad del agua,
temperatura y fotoperiodo, con lo cual es posible inducir a la maduracién gonadica,
ovulacion y desove, de manera voluntaria y continua de reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus.

En la Fig. 2, se observa el disefio del SCID, el cual esta compuesto de seis
tanques cilindricos de fibra de vidrio de 1,100 | de capacidad, con la superficie interior
cubierta con gel coat azul y fondo plano. Cada tanque tiene en el centro un tubo de
PVC de 3.81 cm de diametro, el cual mantiene una columna de agua de 1 m de
profundidad y permite el drenaje superficial constante. El agua que drena de cada
tanque pasa a través de tuberias independientes de PVC de 3.81 cm a un tanque
cilindrico de 150 I, donde se colocan a la salida de cada tubo los recolectores de
embriones, que consisten en cilindros de PVC de 20.32 cm de diametro y 30 cm de
altura con ventanas cubiertas con malla de 500 um. A su vez, este tanque de
recepcion funciona como tanque de precipitacién de solidos y presenta en el centro
de su fondo un tubo de PVC de 5.08 cm de diametro y 50 cm de largo que mantiene
el drenaje superficial. El agua que se drena de éste tanque pasa hacia un tanque
reservorio de 100 I. El agua del reservorio es bombeada por una bomba centrifuga
(Jacuzzi®, modelo S7LR-5-S1; 0.7 hp) hacia una serie de filtros. El primero es un filtro
mecanico de arena con capacidad para retener particulas de 200 um (Sta-Rite®, 100
lbs, 1.26 ft?, 25.5 gal/min). Posteriormente, una parte del agua pasa por un
espumador para separar coloides (p.e. albuminas y grasas), el resto del agua retorna
por una valvula hacia el reservorio. Después de pasar por el espumador, el agua
llega a un filtro biolégico de columna empacada con bioesferas, en donde se oxidan
los desechos nitrogenados (NH3-NH;"), y posteriormente pasa a una unidad de
desinfeccién por radiacién UV (Aquanetics®, 8 lamparas de 30 W), para el control

microbiolégico. Después de pasar el agua por el sistema de filtros, fluye a través de
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una tuberia de PVC hacia cada tanque. Este sistema de distribucion se ubica sobre
el nivel de los tanques y el flujo de agua hacia ellos se controla por medio de valvulas
de esfera. El area donde se ubica el SCID cuenta con una toma de agua dulce y una
toma de agua de mar. El agua de mar es bombeada de un pozo en la playa, por
medio de una bomba centrifuga (RK2, B719, 1 hp), a dos tanques comunicantes
elevados (Tinaco Rotoplas® de 1000 1), que por gravedad distribuyen el agua marina
a la toma del SCID. Durante los recambios, el agua de mar pasa a través de un filtro
de cartucho con capacidad de retencion de 200 pm (Culligan®, modelo HF-360) antes
de ingresar al tanque reservorio del SCID.

La temperatura del agua se mantiene alrededor de 21 °C por medio del
enfriamiento ambiental con un aire acondicionado minisplit (Daewood®, DSA-240L-
R). El fotoperiodo se realiza por medio de seis pares de lamparas fluorescentes de
luz de dia, que se encienden y apagan automaticamente con temporizadores (Master
Electrician Variable®). Tres pares de lamparas (Osram®, 39 W) se encienden a las
7:00 horas y se apagan a las 20:00 horas, y tres pares de lamparas (Philips®, 75 W)
se encienden a las 7:30 horas y se apagan a las 19:30 horas, con el objeto de
graduar la intensidad de la luz y mantener el fotoperiodo de 13 h luz y 11 h

oscuridad.
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Fig. 2. Esquema del Sistema Cerrado de Inducciéon al Desove utilizado para experimentaciéon con
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus.
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6.2. Animales experimentales
6.2.1. Captura

Los reproductores fueron capturados en la Bahia de La Paz, B.C.S. durante
dos campafas de muestreo en el mes de febrero de 2007. La primera captura se
realizo en el area de “El Merito” y la segunda en el area de “El Mogote”, en ambos
casos se empled para su captura linea de nylon y anzuelo, y calamar gigante
(Dosidicus gigas) como carnada. Durante la captura y transporte los peces fueron
mantenidos en el vivero de la embarcacion, el cual estaba equipado con una bomba
sumergible (Rule®, pro-series, 1,900 I/h) para mantener un recambio de agua
constante. Se capturaron 100 peces, los cuales fueron trasladados al SCID, donde
primero fueron sometidos a una inmersion en agua dulce por 10 min, para eliminar
los ectoparasitos y posteriormente se distribuyeron aproximadamente 15 individuos
por tanque.

Durante la captura, la mayoria de los peces presentaron distension en la
vejiga natatoria, lo que produce que floten vientre arriba, por lo que se les dié un
tiempo aproximado de 12 a 24 h, para permitir que se recuperaran, sin realizar la
puncion abdominal. Después del tiempo de recuperacion, se separaron los animales
muertos, los que no pudieron recuperarse o los que presentaron heridas.

Los animales recuperados de la captura, se mantuvieron durante un periodo

de cuarentena, durante 30 dias.

6.2.2. Tratamiento profilactico

Durante los primeros tres dias previos a la cuarentena, a los peces se les
aplicdé un tratamiento profilactico, que consisti6 en suministrar al agua de mar del
SCID una solucién de sulfato de cobre quelado con acido citrico, a una concentracion
de 0.57 mg/l (Reichenbach-Klinke, 1982), con la finalidad de eliminar el parasito

Cryptocarion irritans y evitar posteriores epizootias.
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6.2.3. Cuarentena

Al finalizar el tratamiento profilactico y con el objeto de acondicionar a los
peces al cautiverio, se dié un periodo de cuarentena que durd 14 dias. Desde el
comienzo de la cuarentena, los peces estuvieron bajo condiciones controladas de
fotoperiodo, temperatura y alimentacion (alimento fresco a base de juveniles de
mojarra Eucinostomus spp., proporcionado a saciedad aparente, una vez al dia,
diariamente) con las que se di6 el acondicionamiento reproductivo (Rosales-
Velazquez, 1997).

6.2.4. Determinacion del sexo y distribucion de reproductores en los tanques

Al término de este periodo, se realizd la determinacion del sexo y biometria de
los peces. Para esto, los peces fueron anestesiados con una solucion de MS-222
(SIGMA-Aldrich) a una concentracion de 75 mg/l (Rosales-Velazquez, 1997). Se
determiné el peso total en una balanza digital portatil (OHAUS, CS2000; + 1 g) y
longitud patrén con un ictidmetro convencional (x 1 mm). La determinacion del sexo
se realizd primeramente por presion abdominal, en donde, si se observo la expulsion
de semen, se determind como macho y en los casos que no se pudo determinar asi,
se utilizé una canula de polietileno (38.5 cm largo, 2.0 mm diametro) para ubicar el
poro del oviducto. En el caso de no encontrarlo, se determiné macho y en el caso de
encontrarlo se introdujo la canula en el oviducto para verificar la presencia de
ovocitos y confirmar el sexo femenino.

Posteriormente, los reproductores se distribuyeron en los tanques para
mantener al final 10 peces en cada uno de los seis tanques, con una proporcién de

sexos de 6 hembras y 4 machos por tanque.

6.3. Alimentos
6.3.1 Alimento fresco

El alimento fresco utilizado fueron juveniles de mojarra del género
Eucinostomus spp., los cuales se capturaron en las playas adyacentes al CICIMAR,
por medio de una red de arrastre de 2 m de alto, 20 m de longitud y luz de malla de 1

cm. Los juveniles de mojarra se capturaron aproximadamente cada 3 dias; se les
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aplicé un bafio con agua dulce durante 30 minutos para eliminar ectoparasitos, se
empacaron en bolsas de plastico y se congelaron a -20 °C. Antes de suministrar los
juveniles de mojarra a los reproductores, se descongelaron en agua dulce con una
solucién de plata coloidal estable (BacDym plus®) para su desinfeccién y se cortaron
en trozos de aproximadamente 1 cm para suministralos. Se tomaron muestras de
juveniles troceados para determinar su contenido de acidos grasos de acuerdo como

se describe en la seccién 5.6.3.3.

6.3.2 Alimentos experimentales
6.3.2.1 Formulacién

Las formulaciones se realizaron en el Laboratorio de Nutricidn Acuicola del
CIBNOR con el programa de computo Mixit Win v. 4.0. Una vez que se obtuvo la
composicién quimica y de acidos grasos de los ingredientes, como se describe en las
secciones 5.6.2 y 5.6.3 respectivamente, se formularon cuatro alimentos
experimentales isoproteinicos, isocaldricos e isolipidicos, con niveles fijos de DHA y
EPA, y cuatro niveles de ArA (Tabla 2).

Los criterios de formulacion se basaron en los resultados obtenidos por
Martinez-Brown (2007). Este autor sugiri6 que el contenido de ArA de la mojarra
(0.18 %) afectd positivamente la calidad de los embriones y larvas en términos de
morfologia de los blastobmeros y sobrevivencia de larvas al estrés hiperosmoético
agudo. Por lo que en el presente trabajo, el nivel minimo de ArA fue de 0.14 %,
cercano al 0.18 % de la mojarra, y el maximo fue de 1 %, que fue el nivel mayor que
se pudo obtener con los ingredientes utilizados. Los dos niveles intermedios (0.42 y
0.71 %) resultaron de la divisién entre tres, del intervalo que resulté entre el nivel
minimo y maximo. El nivel de EPA de 1 % se fij6 en las formulas de todos los
alimentos experimentales y correspondio al nivel con el que se mantiene la relacién
ArA/EPA de 1, con el nivel maximo de ArA. El nivel de DHA fijado en las formulas de
los alimentos experimentales fue de 1.5 % (Martinez-Brown, 2007). El nivel de
proteinas fue de 45 % en todos los alimentos experimentales, ya que de acuerdo con
Martinez-Brown (2007), este nivel es suficiente para la nutricion de reproductores de

Paralabrax maculatofasciatus.

25



Tabla 2. Férmulas de los alimentos experimentales utilizados con reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus.

Ingredientes (%) 1 2 3 4

Harina de sardina (HP0607-1) ® 57.53 57.53 57.53 57.53
Harina integral de trigo (HIT0607-1) ° 20.39 20.39 20.39 20.39
Harina de calamar (HCal0506) ° 5.00 5.00 5.00 5.00
Hidrolizado de pescado (CPSP0506) 2.00 2.00 2.00 2.00
Aceite de orbita ocular de atun (AOA0608) © 6.70 6.70 6.70 6.70
Aceite de bacalao (AB0606) ' 0.60 0.60 0.60 0.60
Aceite de girasol (AG0605) ° 2.86 2.00 1.11 0.21
Aceite alto en ArA (Vevodar0606) " 0.00 0.86 1.76 2.65
Lecitina de soya (LS0605) ' 1.00 1.00 1.00 1.00
Alginato de sodio (Algimar0606)’ 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla de minerales (CIB200) 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezcla de vitaminas (NRC1993) ' 0.70 0.70 0.70 0.70
Cloruro de colina (ICN10138) " 0.13 0.13 0.13 0.13
Vitamina C (Stay-C 35 % aa) " 0.08 0.08 0.08 0.08
BHT (2004 ICN101162) ° 0.004 0.004 0.004 0.004

4°PIASA, La Paz, Baja California Sur, México; b Gluten y Almidones Industriales S.A de C.V; ¢ Francia; ® Omega-
3, CICIMAR-IPN, La Paz, Baja California Sur, México; f Farmacias Paris, S.A de C.V., D.F., México, primera
clase; ¢ Cristal®, Aceites, grasas y derivados, D.F., México; h Omega-6, Vevodar®, (Mortiella alpina), DSM food
specialties, Netherlands (35 % ArA en forma de triglicéridos); ' Pronat uItra®, S.A. de C.V; ! ALGIMAR Na-K 56,
Alginato de Sodio, pH 8.5, viscosidad 137 cp, CICIMAR-IPN, La Paz, Baja California Sur, México; K Premezcla de
minerales (mg-kg'1; SIGMA): CaCl>2H20, 2575; MgSO4-7H20, 1491,4; ZnS0O4-7H.0, 27,6; MnCl»-4H,0O, 9,6;
CuS04-5H,0, 2,5; KI, 0,0003; Na,SeOs, 0,05; NasHPO4, 5715,8; FeS0O,4 7H.0, 178,8; ' Premezcla de vitaminas
(mg-kg'1): Vitamina A (Retinol), 0.602 (ICN); Vitamina D3 (Colecalciferol), 0.042 (SIGMA); Vitamina E (Tocoferol),
35 (SIGMA); Vitamina K (Menadiona), 7 (SIGMA); Vitamina B: (Tiamina), 0.07 (SIGMA); Vitamina B
(Riboflavina), 2.8 (SIGMA); Vitamina Bgs (Piridoxina), 2.1 (SIGMA); Ac. DL-Pantoténico, 14 (SIGMA); Niacina
(acido nicotinico), 7 (SIGMA); Biotina, 0.112 (ICN); Inositol, 210 (SIGMA); Vitamina B+, (Cianocobalamina), 0.014
(SIGMA); Vitamina By (Ac. Folico), 0.7 (SIGMA); Vehiculo (harina de sorgo), 6720; ™ ICN, 65 %; " Stay-C 35 %,
Roche; ° ICN.

6.3.2.2. Elaboracién

Los alimentos se elaboraron en las instalaciones de la Planta de Alimentos
Experimentales del CIBNOR, de acuerdo con el protocolo de fabricacion de Martinez-
Brown (2007). El procedimiento fue el siguiente: primero las harinas se tamizaron a
250 ym y se almacenaron en bolsas de plastico dentro de una cubeta sellada en un
cuarto frié a -4 °C, hasta la elaboracién de los alimentos experimentales.

Posteriormente, los ingredientes se pesaron de acuerdo a las cantidades
calculadas a partir de la formulacion. Los macro ingredientes y lipidos se pesaron en
una balanza industrial Sartorius BP34000-P, los micro ingredientes y BHT se pesaron
en una balanza analitica Ohaus Explorer, EORV70. A continuacion, se hizo la mezcla

de los macro ingredientes (premezcla 1) en una mezcladora vertical con capacidad
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de 20 kg y 1 hp, (Thunderbird, ARM-30). Luego, en un tazon, se realizé la mezcla de
los micro ingredientes (premezcla 2) con una espatula. Se agregaron tres
cucharadas de la premezcla 1 en la premezcla 2 y se homogeneizaron. Después se
incorporo la premezcla 2 a la premezcla 1 y se mezclaron durante 8 minutos.

Posteriormente, se realizé una emulsion con los macro ingredientes liquidos y
el BHT (premezcla 3). Enseguida, se integré poco a poco la premezcla 3 a la mezcla
de los ingredientes solidos a una velocidad de mezclado intermedia hasta no
observar grumos o residuos de premezcla 3 en las paletas y paredes de la
mezcladora.

Una vez incorporados los ingredientes de manera homogénea, se agrego
poco a poco agua a temperatura ambiente, mientras se mezclaba a velocidad
intermedia durante 3 min o hasta observar una masa homogénea con textura
adecuada (puios que no se desmoronan, con consistencia arcillosa).

Se tomaron cantidades de mezcla del tamafio del pufio y se colocaron en la
charola de un molino de carne. Se pasaron los pufios de mezcla por un molino (TOR-
REY 05-01259, cedazo 9 mm), luego se recuperaron y nuevamente se formaron los
pufios para pasarlos por el molino para homogenizar y dar textura a la masa. Las
hebras del alimento, se cortaron con espatula aproximadamente cada 5 cm,
conforme salieron del molino. Una vez extruidos, se colocaron en charolas con malla
de plastico en el fondo, a secar a 40 °C en un horno de conveccién (VWR modelo
1680) hasta alcanzar una humedad menor del 10 %, la cual fue monitoreada con una
termobalanza (A&D, modelo AD 4713).

6.3.2.3. Empaquetado y almacenado

Los alimentos secos se pesaron en raciones individuales de 4 g. Cada racion
se guardo en una bolsa de plastico transparente, la cual se introdujo en una bolsa de
plastico negro. Posteriormente, se les inyectd nitrégeno gaseoso (N;) para evitar la
oxidacion de los lipidos y con una placa caliente, se sellaron ambas bolsas juntas.
Las bolsas se etiquetaron segun el alimento y se guardaron en cajas de plastico que

se mantuvieron en refrigeracion a -4 °C.
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6.4. Diseio experimental

Con la finalidad de probar el efecto del nivel de acido araquidénico en el
alimento de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sobre la calidad de
embriones y larvas, se diseid un experimento que consistié en 3 etapas, cada una
con 1 mes de duracién, lapso suficiente para observar el efecto del alimento de los
reproductores, sobre la calidad de embriones y larvas, asi como obtener un numero
de evaluaciones suficientes para hacer una comparacion estadistica (Rosales-
Velazquez, 1997; Martinez-Brown, 2007). Como se muestra en la Tabla 3, en la
primera etapa se proporciond como alimento fresco a los reproductores, juveniles de
mojarra del género Eucinostomus spp. en trozos, para estandarizar su condicion
nutrimental y para tener un punto de referencia de la calidad de los embriones y
larvas, ya que éste se ha utilizado en trabajos anteriores con reproductores de esta
especie y se ha observado que con este alimento fresco se obtiene una mejor
calidad de embriones y larvas (Rosales-Velazquez, 1997; Martinez-Brown, 2007).

En la segunda y tercera etapas se suministraron, por triplicado, 4 alimentos
experimentales con diferente nivel de acido araquidénico (1: 0.17 %, 2: 0.39 %, 3:
0.68 %, 4: 0.26 %) en cada uno de los seis tanques, de manera que cada alimento
estuviera presente en la segunda etapa y fuera rotado por otro alimento con diferente

composicion en la tercera etapa.

Tabla 3. Disefio experimental para determinar el efecto del nivel de acido araquidénico en el alimento
de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, sobre la calidad de embriones y larvas.

Tanque
Etapa 1 2 3 4 5 6
I Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra
Il 2 3 1 4 2 1
0 4 1 4 2 3 3
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6.4.1. Condiciones experimentales y mantenimiento de reproductores

Durante los periodos de acondicionamiento al cautiverio y el periodo
experimental, se mantuvieron las mismas condiciones ambientales del SCID vy la
misma rutina de mantenimiento de reproductores.

La temperatura del agua del SCID se mantuvo a 21.3 + 0.6 °C y un
fotoperiodo de 13 h luz y 11 h oscuridad, condiciones necesarias para inducir a la
reproduccion a Paralabrax maculatofasciatus en cautiverio (Rosales-Velazquez et al.,
1992). La alimentacion de los reproductores se realizé entre las 10:00 y 11:00 horas.
El alimento se proporcioné a saciedad aparente, proporcionando pequefias
cantidades de alimento hasta observar que ya no lo ingirieron, o quedaba en el fondo
del tanque; después de 15 a 20 min de suministrar el alimento, se realizé la limpieza
de los tanques con un sifén, con el cual se retird el alimento no consumido y las
heces. Durante la limpieza se realizdé un recambio de 10 a 20 % del volumen total del
agua del SCID. Una vez finalizadas las actividades de alimentacion y mantenimiento
de reproductores, se procurd no ingresar al sistema para evitar estresar o interrumpir
a los peces durante el cortejo. Los peces desovaron practicamente diario entre las
16:00 y 20:00 h, tiempo durante el cual se monitoreo la presencia de desoves. Una
vez que se apagaron las luces a las 20:00 horas, se colocaron los aereadores en
cada tanque. Una vez por semana se realizé la limpieza del fondo y paredes de los
tanques con una esponja y se realizdé un recambio de agua del 50 % del volumen de

cada tanque.

6.5. Criterios de calidad

6.5.1. Parametros reproductivos
6.5.1.1. Fecundidad parcial

Diariamente, se determiné la fecundidad (numero de embriones) y la fraccion
de embriones vivos por tanque, con un método volumétrico (Rosales-Velazquez et
al., 1997) que consistio en tomar de las canastas de recoleccion, los huevos y
verterlos en una probeta de 100 ml. Inmediatamente, se afor6 a 100 ml con agua de

mar (35 %o, 21 °C) y se vigilo la separacion de embriones vivos (fraccion flotante) de
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los muertos (fraccion precipitada). El volumen (ml) que ocup?é la fraccién flotante, se
registr6 cuando éste alcanz6 su valor minimo. El numero de embriones de ambas
fracciones se determiné multiplicando el volumen de la fraccidén correspondiente con
el factor de conversion de 1,867, el cual corresponde al numero de embriones
contenidos en 1 ml (Rosales-Velazquez, 1997). La fecundidad parcial se determiné

con la relacion:
FP=EV + EM

En donde: FP = fecundidad parcial; EV = embriones vivos; EM = embriones muertos

6.5.1.2. Viabilidad
La fraccién de embriones vivos (viabilidad) se expres6 como un porcentaje de

la fecundidad por tanque.

6.5.2. Parametros morfolégicos
6.5.2.1. Morfologia de los blastomeros

Para evaluar la morfologia de los blastdmeros se verificé diariamente la
presencia de embriones en los recolectores del SCID, entre las 16:00 y 20:00 h. Una
vez presentes, se tom6 de cada recolector una muestra de embriones y se dio
seguimiento a la segmentacion con un microscopio estereoscopico (Carl Zeiss). Al
alcanzar el estadio de segmentacion de 8 células, se tomé una muestra de los
embriones. Los embriones se transportaron en recipientes de 5 ml a las instalaciones
de la Unidad Piloto de Maricultura (UPIMA) y se colocaron en una placa de Mazzini
para tomarles imagenes. Las imagenes se tomaron con ayuda de una camara digital
(HITACHI, modelo KP-D50) conectada a un microscopio estereoscopio (Olympus,
modelo SZ40) a un aumento de 4x y el programa de digitalizacion de imagenes
Image-Pro Plus® v. 4.1. Las imagenes obtenidas fueron utilizadas para determinar la
morfologia de los blastdmeros de cada embridon con una escala de 1 a 4, en donde 1
corresponde a un estado deforme, 2 a subrregular, 3 a regular y 4 a normal, para los
criterios de simetria celular (en el patron de divisidon), tamafo celular (uniformidad del
tamafio celular), adhesion celular (contacto de las membranas), margenes
(resolucion de las membranas) e inclusiones (vacuolas) en los blastdmeros, de

acuerdo con Shields et al. (1997). Para determinar la morfologia de los blastémeros
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(valor de forma) del lote de embriones de cada desove, se sumaron los valores de
cada criterio morfolégico de cada embrién y se dividieron entre el numero de

embriones analizados por lote (Mazorra et al., 2003), de acuerdo con la formula:

k
Y s+t+m+i+a

VF = =1

n

En donde: VF = valor de forma de los blastomeros; s = simetria; a = adhesion; t = tamafio; m =
margenes; i = inclusiones; n = numero de embriones analizados por lote

6.5.3. indices zootécnicos
6.5.3.1. Tasas de eclosion, sobrevivencia larvaria y sobrevivencia a la inanicion

El método de incubacion utilizado para evaluar la calidad de embriones y
larvas mediante los criterios de tasa de eclosidn, sobrevivencia larvaria y
sobrevivencia a la inanicion, fue establecido previamente mediante un experimento,
siguiendo las recomendaciones propuestas por Martinez-Brown (2007). En este
experimento, se compararon los resultados de criterios de calidad anteriormente
mencionados, obtenidos por el método utilizado por Martinez-Brown (2007) y el
método de microplacas propuesto por Carrillo et al. (2000), Panini et al. (2001) y
Unuma et al. (2005). Los resultados no presentaron diferencias significativas entre
ambos métodos, pero si una tendencia a una mayor sobrevivencia con la técnica de
microplacas, como lo confirmaron Carrillo et al. (2000) en un experimento similar. El
método de incubacion en microplacas demostrd ser practico y presenté la ventaja de
no afectar la sobrervivencia, ya que se evita la manipulacion directa de los
organismos y permite hacer un seguimiento individual del desarrollo, desde el
embrion hasta la muerte por inanicion, por lo que se optd por aplicar este método en
el presente estudio.

El método consiste en utilizar como unidad de incubacién placas de 96 pozos
para cultivos celulares, estériles con fondo en “U” y con tapa de baja evaporacion
(Falcon, Becton Dickinson Labware, USA). En cada pozo se colocd, con un gotero de
plastico, un embrion y posteriormente se agregaron 200 ul de agua de mar filtrada
(10 um) y esterilizada con radiacién UV (2 unidades VECTON 25 W, Tropical Marine

Centre). Las placas con los embriones se mantuvieron en una incubadora de acrilico
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transparente que cuenta con tres niveles para colocar las placas y en la parte inferior
dos recipientes con agua, cada uno con un calentador automatico sumergible (Visi-
Therm, modelo VTN 300, 300 W, Aquarium-System) para mantener una temperatura
de incubacion de 23 + 0.5 °C y humedad a punto de rocio para evitar la evaporacion
del agua de las placas.

La tasa de eclosion se evaluo a las 24 h después del desove y se determind

por medio de la relacion:

TE =[(El)(100) | /Em

En donde: TE = tasa de eclosion; El = nimero de eleuteroembriones; Em = nidmero de embriones
sembrados

La tasa de sobrevivencia larvaria se evaluo a partir de la absorcién del vitelo, a

las 72 h y se calculd con la siguiente férmula:

SL=[(Lv)(100) /Lt

En donde: SL = tasa de transicion larvaria; Lv = nimero de larvas vivas; Lt = niUmero total de larvas
(vivas + muertas)

La tasa de sobrevivencia larvaria a la inanicion se determind después de la
determinacién de la sobrervivencia larvaria, cada 24 h hasta que todas las larvas
murieron por el efecto de la inanicion y se calculd con la siguiente férmula, para cada

momento de determinacion:

SI=[(Lv)(100)]/Em

En donde: Sl = tasa de sobrevivencia de larvas a la inanicion; Lv = Nimero de larvas vivas; Em =
Numero de embriones sembrados

6.5.3.2. Sobrevivencia al estrés hiperosmético agudo

La prueba de estrés hiperosmoético agudo se llevo a cabo de acuerdo con los
resultados obtenidos por Rodriguez-Trejo et al. (datos no publicados) en un estudio
previo, realizado para determinar la concentracion letal media (LC50) de salinidad,
por medio de la determinacion de la sobrevivencia de apterolarvas de Paralabrax
maculatofasciatus sometidas a diferentes salinidades y tiempos de exposicion.

Para realizar esta prueba se utilizaron microplacas de 48 pozos, en las cuales

se sembraron embriones del mismo desove utilizado para la evaluacion de los
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indices zootécnicos mencionados anteriormente. El procedimiento para la siembra e
incubacién de embriones fue el mismo que el utilizado con las placas de 96 pozos
(Fig. 3). La prueba de estrés hiperosmético agudo se realizé al término de la
absorciéon del vitelo (72 horas a partir del desove), para lo cual se determind
previamente la sobrevivencia de las larvas, y posteriormente se aplico, en cada pozo
de 500 ul, una alicuota de una solucién salina al 100 %o, preparada con sal de mar
artificial (Ocean Instant ®), con la que se alcanzé una salinidad de 73 %o. A partir de
haber agregado la solucion de salmuera al primer pozo, se dio 30 minutos de
exposicion, después de los cuales se contaron las larvas vivas para determinar la

sobrevivencia larvaria al estrés hiperosmaotico agudo con la relacion:

SLEO =[(Lvf)100]/Lvi

En donde: SLEO = sobrevivencia larvaria al estrés osmoético; Lvf = larvas vivas al final de la
exposicion; Lvi = larvas vivas al inicio de la prueba de estrés.

1
23°C 6 ; : :7
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e -t "o o o = - o= -
E XXX

1 Tangue de acrilico 4 Calentador automatico 7 Puerta plegable de
2 Rejilla de plastico 5 Microplacas acrilico
3 Recipiente de plastico 6 Termometro digital

Fig. 3. Esquema de la incubadora utilizada para la evaluacion de la calidad de embriones y larvas de
Paralabrax maculatofasciatus, obtenidas de reproductores alimentados con los alimentos
experimentales y fresco.
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6.5.4. Composicion de acidos grasos de los embriones

La fraccion sobrante de los embriones que se utilizaron para realizar las
pruebas de calidad, se concentraron con un tamiz de 300 ym y se enjuagaron con
agua destilada, para posteriormente secarse con papel secante por adsorcion a
través de la malla del tamiz, colocarlos en bolsas de plastico, etiquetarlos, y
almacenarlos en un ultracongelador (Thermo® mod. 703) hasta su analisis de acidos
grasos, de acuerdo con el método de transesterificacién directa descrito en la

seccion 5.6.3.3.

6.6. Técnicas analiticas
6.6.1. Calidad del agua

Desde el comienzo del periodo de cuarentena y durante el transcurso del
experimento, se monitored la calidad de agua del SCID. La determinacion de la
temperatura (°C £ 0.001), oxigeno disuelto (mg/l £ 0.001) y salinidad (%0 + 0.001), se
realizé diario in situ mediante un equipo multiparametros (YSI, modelo 556 MPS). La
determinacién del amonio (NH;*, mg/l + 0.01) y nitritos (NO,, mg/l + 0.001) se realizo
una vez a la semana, en el Laboratorio de Quimica Marina del CICIMAR-IPN. Las
muestras de agua se tomaron del drenaje de cada tanque del SCID, antes de
suministrar el alimento a los reproductores y las determinaciones se efectuaron por
medio de métodos colorimétricos (Strickland y Parsons, 1972), con el uso de un
espectrofotometro (SPECTRONIC, modelo Genesys 2).

La carga de bacterias heterotrofas y hongos del SCID se determindé cada
semana, en el Laboratorio de Diagndstico Microbiolégico del CIBNOR. Las muestras
se tomaron del tanque de recoleccion de embriones, con bolsas estériles. Las
bacterias heterotroficas (UFC/ml) se determinaron por medio de la cuenta de
colonias en superficie, por inoculacidn por dispersion en Agar 2216, a las 48 horas de
incubacion, a 37 °C. Los hongos (UFC/ml) se determinaron mediante la cuenta de
colonias por inoculaciéon en vaciado en placa con Agar Sabouraud, a los 5 dias de

incubacién a temperatura ambiente.
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6.6.2. Analisis quimico de la composicion

Los andlisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bromatologia del
CIBNOR, de acuerdo con la AOAC (1995). La composicién quimica proximal se
determind por triplicado a los macro ingredientes secos y alimentos experimentales
terminados. La humedad (%) se determind por diferencia de peso a 70 °C/24 h; el
contenido de proteina (%) se determino por el método de microkjeldahl (% N x 6.25);
el de extracto etéreo (%), mediante el método Soxtec-Avanti, TECATOR; el
contenido de cenizas por diferencia de peso al calcinar a 500 °C/24 h; el contenido
de fibra cruda con el método de hidrélisis sucesiva (acido/base) y el contenido de

energia por calorimetria.

6.6.3. Analisis de acidos grasos

Los analisis de lipidos totales y acidos grasos se realizaron en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas del CIBNOR. La
determinacién se efectud a los macro ingredientes secos y liquidos de los alimentos
experimentales, alimento fresco (mojarra), alimentos experimentales terminados y
embriones. Todas las muestras analizadas, con excepcion de los ingredientes
liquidos, fueron liofilizadas previamente a -50 °C y 0.180 mb durante 24 h (liofilizador
LABCONCO, modelo 77520-J) y posteriormente congeladas a -80 °C

(ultracongelador).

6.6.3.1. Extraccion de lipidos totales

La extraccion de lipidos totales se realizd mediante la técnica de Blight y Dyer
(1959), modificada para muestras pequenas por Carrasco-Chavez (2004). Para esto,
se pesaron 100 mg de muestra en tubos de ensayo con rosca, en una balanza
analitica. A cada tubo se le agregaron 3 ml de una mezcla cloroformo-metanol (1:2
v/v) y 10 yl de una solucién de BHT al 1 %. Los tubos se taparon en atmdsfera de N,
y se envolvié cinta teflon alrededor del tapdn y la rosca del tubo. Se dejaron reposar
por 12 h a -50 °C. Posteriormente, se extrajo la fase liquida con una pipeta Pasteur y
se trasvaso a un tubo de ensayo limpio. Luego, se realizaron dos lavados a la fase

sélida, cada uno con 0.5 ml de cloroformo, centrifugando cada lavado, para
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posteriormente extraer la fase liquida y trasvasarla a un segundo tubo de ensayo.
Enseguida, se le agregaron 1.8 ml de agua destilada, se mezclé6 con un mezclador
eléctrico y se centrifugdé durante 10 min a 3,500 rpm. A continuacién, el precipitado
(fase liquida inferior de cloroformo) se trasvasé a viales previamente pesados, para
posteriormente evaporar el cloroformo con una corriente de N, y pesar los extractos
secos con una balanza analitica, con el objeto de determinar el contenido de lipidos

totales con la siguiente relacién:

LT = (PV +LT)-PV

En donde: LT = lipidos totales; PV = peso del vial

6.6.3.2. Extraccion de acidos grasos totales
6.6.3.2.1. Metanolisis acida

Los acidos grasos se esterificaron a partir de la fraccion de lipidos totales
mediante el método propuesto por Sato y Murata (1988). Los extractos secos
contenidos en los viales se resuspendieron con unas gotas de hexano y se
trasvasaron a un tubo de ensayo, en donde nuevamente el hexano se evaporo
mediante una corriente de nitrogeno. A cada tubo de ensayo se le agregaron 2.5 ml
de una solucion de metanol (MeOH) y acido clorhidrico (HCI) (95:5 v/v), se cerraron
con tapon y cinta de teflon y se colocaron en un bano Maria a 85 °C por 2.5 h.
Se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se agreg6 1 ml de hexano, se mezclé con
un mezclador eléctrico y se agregaron 2 ml de agua destilada. Posteriormente, con
una pipeta Pasteur se separé el sobrenadante y se trasvasé a un vial previamente
pesado, en el cual se evaporo el hexano con una corriente de nitrégeno. El vial con el
extracto seco de AGME se peso6 en una balanza analitica y se calcul6 el contenido
de acidos grasos totales (AGT) mediante la siguiente ecuacion:

AGT =PVAG -PV

En donde: AGT = acidos grasos totales; PVAG = peso del vial mas acidos grasos; PV = peso vial solo.

Los extractos secos de AGME se guardaron en atmosfera de nitrégeno, en
viales con empaque y sello de teflon, en obscuridad y a -50 °C, hasta su analisis en

el cromatografo de gases.
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6.6.3.2.2. Trans esterificacion directa (TED)

A las muestras tomadas de los embriones utilizados en las pruebas de calidad
y a las muestras de juveniles de mojarra ofrecidos como alimento a los
reproductores, se les extrajeron los acidos grasos directamente, como acidos grasos
metilo esterificados (AGME), por medio de la técnica de trans esterificacion directa
(TED) (Carreon-Palau et al., 2007). Para ello, se pesaron en una balanza analitica
(A&D HR-60; + 0.0001) cerca de 50 mg de muestra, la cual se colocd en tubos de
ensayo con tapa de rosca y empaque de teflén. A cada tubo de ensayo se le agrego
0.5 ml de una solucién de acido clorhidrico y metanol, a una proporcion de 1:2 (v/v).
Posteriormente, la tapa de cada tubo de ensayo se sell6 con cinta teflon y se
colocaron, en conjunto, en bafio Maria a 90 °C, por 2 h. A continuacién se agrego, a
cada tubo de ensayo, 0.5 ml de agua destilada y 2 ml de hexano, y se homogeneiz6
la mezcla con un mezclador eléctrico, posteriormente se centrifugo durante 10 min a
3,500 rpm. Enseguida, con una pipeta Pasteur el sobrenadante, se trasvasoé a un vial
de 2 ml, previamente pesado. En los viales, el hexano del extracto se evapord con
una corriente de Ny El vial con el extracto de AGME seco se pes6 en una balanza
analitica, para calcular el contenido de acidos grasos totales (AGT) mediante la
siguiente ecuacion:

AGT =PVAG -PV

En donde: AGT = acidos grasos totales; PVAG = peso del vial mas acidos grasos; PV = peso vial solo.

Los extractos secos de AGME se guardaron en atmésfera de nitrégeno, en
viales con empaque y sello de teflén, en obscuridad y a -50 °C, hasta su analisis en

el cromatografo de gases.
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6.6.3.4. Identificacién y cuantificacion de acidos grasos

En el vial, al extracto seco de AGME se le agregé 1 ml de hexano y con una
jeringa cromatografica se tomd un alicuota, se colocd en un inserto y se aforé a 250
pl, con lo que se obtuvo una concentracion de 300 ug. Los insertos se colocaron en
viales de inyeccion y se colocaron en el carrusel del inyector automatico del
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas (GCD Hewlett
Packard, modelo G1800B). La fase estacionaria del cromatografo consistio en una
pelicula de glicol de polietileno de 0.25 um de espesor, adherida a la superficie
interna de una columna capilar de silice fundida (DB 23 Agilent) de 60 m de longitud
y 0.25 mm de diametro interno. La fase movil consistid en helio a un flujo de 0.5
ml/min. Las condiciones de trabajo fueron: La temperatura del inyector y del detector
fue de 250 °C. La temperatura inicial fue de 110 °C y se mantuvo por 3 min,
posteriormente se incrementd a una tasa de 3 °C/min hasta alcanzar los 165 °C, en
donde se mantuvo por 2 min. Después se volvio a incrementar la temperatura a una
tasa de 3 °C/min, hasta alcanzar los 210 °C y se estabiliz6 por 2 min, para a
continuacion volver a incrementar la temperatura a una tasa de 3 °C/min, hasta llegar
a los 240 °C, en donde se mantuvo por 20 min. El rango de masas del detector fue
de 45:450 m/z.

La identificacidén de los acidos grasos se realizé por medio de la comparacion
de sus tiempos de retenciéon con los tiempos de retencién de estandares de acidos
grasos utilizados para la elaboracion de una curva de calibracion efectuada al inicio
de la puesta en marcha de la columna capilar que se utilizd en este estudio. Asi
también, para la identificacion se compararon los espectros de masas obtenidos, con
los contenidos en las bases de datos NIST02, NIST98, NBS75K en el programa GCD

Plus ChemStation version A.01 (Hewlett Packard®).
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6.7. Analisis estadistico

Los datos porcentuales se transformaron con la funcién raiz arco seno. La
normalidad y la homoscedasticidad se determinaron a todos los datos, con las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente; si cumplieron estos
supuestos, se realiz6 un analisis de varianza de una via para determinar la existencia
de diferencias entre tratamientos (P<0.05). Cuando hubo diferencias, se aplico la
prueba de comparaciones multiples de Holm-Sidak. A los datos que no se ajustaron
a la normalidad y no fueron homoscedasticos se les aplicd una prueba por rangos de
Kruskal-Wallis y cuando se hallaron diferencias, se utilizé la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (Sokal y Rohlf, 1994; Zar, 1996). Los analisis
estadisticos paramétricos se realizaron con el programa de computo SigmaStat® v.

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

7.1. Condiciones experimentales
7.1.1. Calidad del agua del SCID

Los valores promedio de los parametros de calidad del agua evaluados
durante el desarrollo del experimento, no mostraron diferencias significativas entre
los seis tanques que conforman al SCID (Tabla 4). La concentracion promedio (mg/l)
de amonio (NH4") y nitritos (NO,") se mantuvieron en todos los tanques, dentro de los
niveles aceptables para el cultivo de peces marinos (<1 mg NH4*-N/I; <10 mg NO,-
N/I; Tucker, 1998). La temperatura (°C) promedio se mantuvo estable entre los 20.5 y
21.5 °C. La concentracién de oxigeno se mantuvo entre los 5.6 a 5.9 mg/l. La

salinidad promedio se mantuvo en 35 + 0.7 %eo.

Tabla 4. Parametros de calidad del agua del Sistema Cerrado de Induccién al Desove durante el
periodo experimental

Amonio Nitritos Temperatura Oxigeno  Salinidad
Tanque (mg NH4"-N/l)  (mg NO,-N/I) (°C) (mgll) (%o)

1 0.17+£0.19 0.019+£0.018 21406 59+09 354+0.8
2 0.15+0.10 0.019 £ 0.019 21.3+0.6 59+09 354+0.8
3 0.17 £ 0.11 0.019 £ 0.019 214+0.6 57+0.8 35408
4 0.14+0.12 0.020 £ 0.019 21.3+0.6 56+0.7 355+0.6
5 0.14 £ 0.10 0.020 £ 0.018 21.2+0.7 58+0.8 356+0.5
6 0.16 + 0.11 0.020 + 0.018 214 +£0.6 5.7+0.9 354+0.8

Los valores representan el promedio + la desviaciéon estandar; no se encontraron diferencias
significativas entre tanques (P > 0.05).

7.1.2. Biometria de reproductores

Los valores promedio de longitud patron (cm) y peso (g) de los reproductores
de Paralabrax maculatofasciatus, al inicio del experimento, no presentaron
diferencias significativas entre los tanques, por sexo. La biometria final indicé un
incremento homogéneo en longitud y peso, tanto en hembras como en machos, ya

qgue no se presentaron diferencias significativas entre tanques (Tabla 5).
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Tabla 5. Longitud patrén (cm) y peso (g) de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus al inicio y
al final del periodo experimental.

Tanque

1 2 3 4 5 6
Inicio
Longitud patrén (cm)
38 (n=4) 19.8+1.8 176+26 185+24 18.0+27 18.7+27 19.0+1.8
Q (n=6) 18.8+24 19.3+15 19.2+2.0 196+1.3 17.9+0.6 189+1.7
Peso (g)
4 (n=4) 212.8+61.2 150.5+73.9 171.8+75.7 156.0 + 74.9 166.5 + 64.3 180.3 £ 50.7
Q (n=6) 179.7 £ 701 190.3 £40.3 177.3+49.0 189.3 £ 35.0 1425+ 17.9 162.0+41.0
Final
Longitud patrén (cm)
4 (n=4) 21.6+2.1 20.7+£2.2 21.9+3.0 20.8+2.8 21.4+29 20.6+1.7
Q (n=6) 21.2+1.8 21.1+£19 21.2+33 21124 20.8+2.0 209+1.3
Peso (g)
4 (n=4) 303.9+94.4 278.8 +82.3 313.5+122.8 289.1+96.0 298.7+101.5 274.3+60.9
? (n=6) 289.6 + 85.3 293.3 + 69.9 282.9+114.4 305.3+81.2 283.8+68.1 293.3 + 63.1

Los valores representan el promedio + la desviacién estandar; no se encontraron diferencias
significativas entre tanques (P > 0.05).

7.1.3. Alimentos
7.1.3.1. Composicion quimica de los alimentos experimentales y del alimento
fresco

El analisis de la composicién quimica de los alimentos experimentales (Tabla
6) mostré que el contenido de proteinas fue muy cercano al nivel de formulacién (45
%). El nivel de proteina en la mojarra fue mayor (70 %) que el de los alimentos
experimentales.

El contenido de lipidos totales en los alimentos experimentales varié entre el
19y 23 % y fue ligeramente mayor al nivel de formulacion (18 %). El nivel de extracto
etéreo de la mojarra fue de 3.2 % y fue tomado de los resultados obtenidos de
Martinez-Brown (2007).

El contenido de fibra cruda fue mayor en el alimento 3 (7.8 %) con respecto al
resto de los alimentos experimentales. Los alimentos 1 y 4, resultaron con un

contenido similar (0.4 y 0.2 %, respectivamente) y solo el nivel de fibra cruda en
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alimento 2 (2.4 %) fue mas cercano al nivel de formulacién (1.3 %). No se detectd
fibra cruda en la mojarra.

El contenido de cenizas fue similar en todos los alimentos experimentales (12
%) y fue cercano al nivel de formulacién (11 %). El contenido de cenizas en la
mojarra fue mayor (20.6 %) que el de los alimentos experimentales.

El nivel de energia fue muy similar entre los alimentos 1 y 2 y entre los
alimentos 3 y 4, estos ultimos con un nivel mas cercano al nivel de formulacion
(3,462 cal/g) y al nivel determinado en la mojarra (4,620 cal/g).

El contenido de humedad de los alimentos experimentales vario entre el 6 y 9

%, y fue mayor en la mojarra (80 %).

Tabla 6. Composicion quimica (%) de los alimentos experimentales y del alimento fresco, utilizados
para alimentar a reproductores de Paralabrax maculatofasciatus.

1 2 3 4 Mojarra ¢
Proteina cruda 47.0+0.1 472 +0.1 48.1£0.2 46.8 0.2 69.9+0.1
Lipidos totales 22+1.0 19+0.5 20+14 23+0.0
Extracto etéreo 3.2+0.1
Fibra cruda 04+0.0 24 +0.2 7.8+£0.1 0.2+01 N.D.
Cenizas 12.5+0.0 12.7 £ 0.1 125+0.2 12.7+0.1 206 +0.2
Energia ¥ 5,021+24 5,071 £ 251 4,031+£7.2 3,808 + 13.7 4,620
Humedad o« 7.6+0.1 9.3+0.1 8.1+0.1 6.1+0.1 80.2+0.2

Los valores representan la media + la desviacion estandar (n = 3). N.D., significa no detectado. JK
indica determinacién en base humeda. ¥ indica Cal/g. ¢ valores obtenidos de Martinez-Brown (2007).
ELN, es extracto libre de nitrégeno.
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7.1.3.2. Composicion de acidos grasos de los alimentos experimentales y del
alimento fresco

El analisis de la composicion de acidos grasos mostréo 22 acidos grasos
detectados en los alimentos experimentales y 27 en la mojarra y fueron expresados
en % de materia seca (Tabla 7). Los acidos grasos se agruparon de acuerdo con el
numero de enlaces dobles, familia a la que pertenecen y su funcion fisiolégica
conocida, para una mejor comparacion entre los tratamientos alimentarios.

De acuerdo con esto, el contenido de acidos grasos saturados (AGS) en los
alimentos experimentales fue similar (4-5 %) y mayor que el encontrado en la mojarra
(1 %).

El contenido de acidos grasos monoinsaturados (AGMI), fue mayor en el
alimento 1 (6.5 %), menor en el alimento 4 (4.3 %) y similar en los alimentos 2y 3
(5.6 y 5.2 %, respectivamente), mientras que, en la mojarra se presentd el menor
contenido (0.7 %), comparado con los alimentos experimentales.

El contenido de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) resulté similar entre los
alimentos 1, 2y 3 (4.8, 5.3 y 5.6 %, respectivamente) y mayor que el del alimento 4
(1.7 %) y la mojarra (2.8 %).

El contenido de acidos grasos esenciales (AGE) fue ligeramente mayor en los
alimentos 2y 3 (3.4 y 3.9 %, respectivamente) que el del alimento 1 (2.5 %) y la
mojarra (2.3 %), sin embargo el contenido de AGE fue menor en el alimento 4 (1 %).

El contenido total de acidos grasos de la familia (n-6) de los alimentos 1,2y 3
fue similar entre si (1.7, 1.8 y 1.9, respectivamente) y mayor que el del alimento 4
(0.8 %) y la mojarra (0.3 %).

El contenido total de acidos grasos de la familia (n-3) fue similar en los
alimentos 2y 3 (3.4 y 3.6 %, respectivamente), y en el alimento 1y la mojarra (2.9 y
2.4, correspondientemente), no obstante fue menor en el alimento 4 (0.8 %).

El contenido de ArA en los alimentos 1, 2 y 3 (0.17, 0.39 y 0.68 %,
respectivamente) resultaron similares a sus niveles de formulacién (0.14, 0.42 y 0.71
%, correspondientemente). En contraste, el contenido de ArA en el alimento 4 (0.26

%) fue menor que su nivel de formulacion (1 %) e igual al de la mojarra (0.26 %).
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El contenido de EPA en los alimentos 1, 2 y 3 (0.9, 1 y 1.1 %,
respectivamente) fue similar a su nivel de formulacion (1 %), a diferencia del
contenido de EPA del alimento 4 (0.2 %), que resulté menor a su nivel de formulacién
(1 %) y similar al nivel de EPA en la mojarra (0.3 %).

El contenido de DHA en el alimento 1 (1.4 %) fue similar a su nivel de
formulacion (1.5 %) y cercano al de la mojarra (1.7 %). No obstante, el contenido de
DHA de los alimentos 2y 3 (1.9 y 2.2 %, correspondientemente) resultd ligeramente
mayor a su nivel de formulacion (1.5 %), en contraste con el del alimento 4 (0.5 %),
que fue menor a su nivel de formulacion (1.5 %).

La razon ArA/EPA en los alimentos 1, 2, 3 y 4 (0.18, 0.38, 0.62 y 0.96,
respectivamente) resultd similar a sus valores de formulacién (0.14, 0.42, 0.71 y 1,
correspondientemente). La razon ArA/EPA en la mojarra fue de 0.78.

La razén DHA/EPA en el alimento 1 (1.5) fue similar a la de su formulacion
(1.5), y en los alimentos 2, 3y 4 (1.9, 2 y 1.8) resulté ligeramente mayor a las de sus

formulas (1.5). La razon DHA/EPA en la mojarra fue de 5.3.
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Tabla 7. Composicidn de acidos grasos (% de materia seca) de los alimentos experimentales y fresco
utilizados para alimentar a peces reproductores de P. maculatofasciatus.

Acido graso 1 2 3 4 Mojarra
14:0 0.87 £ 0.040 0.68 £ 0.019 0.74 £ 0.06 0.69 £ 0.042 0.02 £ 0.003
15:0 0.13 £ 0.006 0.10 £ 0.003 0.10 £ 0.008 0.10 £ 0.006 0.02 £ 0.003
16:0 2.82+£0.130 2.53+£0.07 2.64£0.214 2.54 £0.153 0.50 £ 0.029
16:0 iso N.D. N.D. N.D. N.D. 0.02 + 0.004
17:0 0.16 + 0.007 0.13 £ 0.004 0.13 £ 0.01 0.14 £ 0.008 0.06 + 0.006
18:0 0.98 + 0.045 0.93 £ 0.026 1.02 £ 0.082 1.09 + 0.066 0.38 £ 0.018
19:0 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.02 + 0.004
20:0 0.07 £ 0.003 0.06 £ 0.002 0.05 £ 0.004 0.06 £ 0.004 0.02 £ 0.001
22:0 0.06 £ 0.003 0.04 £ 0.001 0.05 £ 0.004 0.06 £ 0.004 N.D.

15:1 (n-5) N.D. N.D. N.D. N.D. Traza

16:1 * 1.06 £ 0.049 0.93 £ 0.026 0.95 +0.077 0.80 + 0.049 N.D.

16:1 14 metilo 0.08 + 0.004 0.07 £ 0.002 0.07 £ 0.006 0.07 + 0.004 N.D.

16:1 (n-10) 7 metilo  0.09 + 0.004 0.06 + 0.002 0.06 + 0.005 0.05 + 0.003 N.D.

16:1 (n-9) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01 £ 0.003
16:1 (n-7) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.07 £ 0.002
16:1 (n-5) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.03 £ 0.003
17:1 (n-7) 0.08 £ 0.004 0.07 £ 0.002 0.06 = 0.005 0.06 £ 0.004 0.03 £ 0.001
18:1 (n-9) t 3.73+£0.172 3.15+£0.086 2.83+0.229 2.27 £0.137 0.29 £ 0.010
18:1 (n-9) ¢ 0.87 £ 0.04 0.75 £ 0.021 0.71 £ 0.058 0.60 £ 0.036 0.10 £ 0.000
20:1 (n-9) 0.39+0.018 0.36 + 0.01 0.34 £ 0.027 0.32 £ 0.02 0.03 + 0.006
22:1* 0.25+0.012 0.21 £ 0.006 0.22 £ 0.018 0.21 £0.013 N.D.

24:1 (n-9) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.22 £ 0.017
16:2 (n-4) 0.10 £ 0.004 0.06 + 0.002 0.06 + 0.005 0.03 £ 0.002 N.D.

18:2 (n-6) t 1.62 £ 0.074 1.42 £ 0.039 1.29+0.104 0.60 £ 0.036 0.03 £ 0.002
20:2 (n-6) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.03 £ 0.001
20:3 (n-6) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.03 £ 0.003
20:4 (n-6) 0.17 £ 0.008 0.39 £0.011 0.68 + 0.055 0.26 £ 0.016 0.26 + 0.000
18:3 (n-3) 0.36 + 0.017 0.29 + 0.008 0.23 £ 0.019 0.02 + 0.001 0.03 £ 0.000
18:4 (n-3) 0.18 £ 0.008 0.15 + 0.004 0.15+£0.012 0.06 + 0.004 0.02 £ 0.005
20:3 (n-3) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.05 + 0.021
20:5 (n-3) 0.94 £ 0.043 1.03 £0.028 1.09 £ 0.088 0.27 £ 0.016 0.33 £0.017
22:5 (n-3) N.D. N.D. N.D. N.D. 0.29 £ 0.011
22:6 (n-3) 1.49 £ 0.068 1.98 £ 0.054 2.21+£0.179 0.49 + 0.03 1.76 £ 0.151
z AGS 5.09+0.23 446 +0.12 472 +0.38 4.68 £0.28 1.05 £ 0.070
z AGMI 6.55 + 0.30 5.60 £ 0.15 5.25+0.42 4.38£0.26 0.77 £ 0.030
Z AGPI 4.85+0.22 5.32+0.15 5.69 + 0.46 1.73+0.10 2.83 £ 0.160
z AGE 259+0.12 3.40 £ 0.09 3.97 £ 0.32 1.02 £ 0.06 2.35+0.170
Z (n-6) 1.78 £0.08 1.81+£0.05 1.96 +0.16 0.86 £ 0.05 0.35 £ 0.000
Z (n-3) 297 +0.14 3.44 £ 0.09 3.68+0.3 0.85+0.05 2.48 £0.150
ARA/EPA 0.18 0.38 0.62 0.96 0.78

DHA/EPA 1.58 1.93 2.03 1.83 5.39

Los valores representan la media + la desviacién estandar (n=3). N.D., es no detectado. Trazas <
0.01. * indica que la familia de acido graso no pudo ser identificada.
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7.2. Criterios de calidad

7.2.1. Parametros reproductivos
7.2.1.1. Fecundidad

El promedio de la fecundidad parcial de reproductores alimentados con el
alimento 1 fue significativamente mayor (66,074 ovocitos/desove) que los obtenidos
con el resto de los alimentos experimentales y el fresco. Los promedios de la
fecundidad parcial de reproductores alimentados con el alimento 2, el alimento 3 y
con la mojarra, no presentaron diferencias entre si (49,538, 43,861 y 34,391,
respectivamente). El promedio de la fecundidad parcial de reproductores alimentados
con el alimento 4 fue significativamente menor (20,185) que los obtenidos de
reproductores alimentados con el resto de los alimentos experimentales, sin embargo
no presentd diferencias significativas con el promedio de fecundidad parcial de

reproductores alimentados con mojarra (Tabla 8).

7.2.1.2. Viabilidad

El promedio de la viabilidad (% de embriones vivos) de los embriones
obtenidos de reproductores alimentados con mojarra fue significativamente mayor
(78 %) que el de los obtenidos de reproductores alimentados con los alimentos
experimentales. Los promedios de viabilidad de embriones obtenidos de
reproductores alimentados con los alimentos 1 y 4, no presentaron diferencias entre
ellos (44.9 y 38.1 %), pero fueron significativamente mayores que los obtenidos de
reproductores alimentados con los alimentos 2 y 3 (21.7 y 19.8 %), los cuales no

presentaron diferencias significativas entre si (Tabla 8).

Tabla 8. Fecundidad parcial (numero de huevos) y viabilidad (% de embriones vivos en fase de
embridn) obtenidas de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus alimentados con los alimentos
experimentales y el alimento fresco.

Parametro 1 2 3 4 Mojarra
Fecundidad parcial 66,074 + 56469a 49,538 + 47808b 43,861 + 39859b 20,185 + 21570¢ 34,391 + 39181bc
Viabilidad 44.9 + 30.0b 21.7 + 25.4¢c 19.8 + 23.8¢ 38.1 +30.1b 78.8 + 25.3a

Los valores representan el promedio * la desviacién estandar. Literales diferentes entre columnas
indican diferencias significativas (P<0.05).
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7.2.2. Parametros morfolégicos
7.2.2.1. Morfologia de los blastdmeros

El promedio del valor de la morfologia de los blastdmeros de embriones en
fase de segmentacion obtenidos a partir de reproductores alimentados con mojarra
(Fig. 4), no presento diferencias significativas con el promedio obtenido a partir del
alimento 1 (17.8 y 17.6, respectivamente), no obstante, resulté significativamente
mayor a los obtenidos con el resto de los alimentos experimentales. A su vez, el
promedio del valor de forma de los blastdbmeros de embriones obtenidos de
reproductores alimentados con el alimento 1 no presentd diferencias significativas
con el promedio obtenido a partir del alimento 2 (17) y fue significativamente mayor
que los promedios obtenidos con los alimentos experimentales restantes. El
promedio del valor de forma de los blastbmeros de embriones obtenidos de
reproductores alimentados con el alimento 2 no presentd diferencias significativas
con el promedio obtenido a partir del alimento 4 (16.3), ambos fueron mayores que el
promedio del valor de forma de los blastbmeros de embriones obtenidos de

reproductores alimentados con el alimento 3 (15.3).
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Figura 4. Valor de forma de los blastdbmeros de embriones en fase de segmentacion obtenidos de
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus alimentados con los alimentos experimentales y el
alimento fresco. Las barras representan el promedio y el bigote, la desviacion estandar.
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7.2.3. indices zootécnicos
7.2.3.1. Tasa de eclosién

El promedio de la tasa de eclosion (%) (Tabla 9) de los embriones obtenidos
de reproductores alimentados con los alimentos experimentales (95-99 %) y fresco

(97 %) no presentaron diferencias significativas entre si.

7.2.3.2. Supervivencia larvaria
El promedio de la supervivencia larvaria (%) (Tabla 9) de larvas obtenidas de
reproductores alimentados con los cuatro alimentos experimentales (64-90 %) y la

mojarra (80 %) no presentaron diferencias significativas entre si.

7.2.3.3. Supervivencia larvaria al estrés hiperosmoético agudo

El promedio de la supervivencia larvaria al estrés hiperosmaético agudo (%)
(Tabla 9) de las larvas obtenidas de reproductores alimentados con los cuatro
alimentos experimentales (49-75 %) y mojarra (66 %) no presentaron diferencias

significativas entre si.

7.2.3.4. Supervivencia larvaria a la inaniciéon

El promedio de la supervivencia larvaria a la inanicién (%) (Tabla 9) en el
tiempo 1 (96 h) no presentd diferencias significativas entre las larvas obtenidas de los
reproductores alimentados con los cuatro alimentos experimentales (46-89 %) y
mojarra (77 %). Sin embargo, para el tiempo 2 (129 h), el promedio de la
supervivencia de larvas obtenidas de reproductores alimentados con el alimento 4
(37 %), no presentd diferencias significativas con el promedio obtenido a partir del
alimento 2 (17.5 %), pero fue significativamente mas alto que los obtenidos con el
resto de los alimentos experimentales. ElI promedio de la supervivencia de larvas
obtenidas de reproductores alimentados con los alimentos experimentales 1, 2 y 3
(6.3, 17.5y 0.2 %, respectivamente) y la mojarra (8.4 %), no presentaron diferencias
significativas entre si. Por otra parte, para el tiempo 3 de inanicion no se presentaron

diferencias significativas entre los promedios de supervivencia de larvas obtenidas de
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reproductores alimentados con mojarra (0.03 %) y el promedio de las obtenidas con

los alimentos experimentales (0 %).

Tabla 9. indices zootécnicos de embriones y larvas de Paralabrax maculatofasciatus, obtenidos de
reproductores alimentados con los alimentos experimentales y el alimento fresco.

1 2 3 4 Mojarra
Tasa de eclosion 95.2+43 95.8+2.3 954+1.6 994+04 974 +3.9
Supervivencia larvaria 71.0+£171 84.7+5.8 63.9+294 89.7+9.0 80.1+16.7
Supervivencia al estrés
osmético 75.3+7.0 48.8 £ 6.1 67.1+£22.6 67.3+17.3 66.0 £ 20.1
Inanicion tiempo 1 458 £35.2 88.9+4.0 71.8+13.5 80.4 +16.1 76.5+28.7
Inanicion tiempo 2 6.30+14.1b 17.5+13.8ab 0.20 + 0.3b 374+174a 8.40+11.8b
Inanicion tiempo 3 0.00+ 0.0 0.00 £ 0.0 0.00+ 0.0 0.00 + 0.0 0.03+0.1

Los valores representan la media * la desviacion estandar. Literales diferentes entre columnas indican
diferencias significativas (P<0.05).

7.2.4. Composicion de acidos grasos de los embriones

Para una mejor exposicion y analisis de los resultados de la composicién de
acidos grasos de embriones, los acidos grasos son clasificados de acuerdo con el
numero de enlaces dobles, familia (de la nomenclatura n) o la funcion fisiolégica
conocida.

Los resultados de la composicion de acidos grasos (ug/embridn en base seca)
de embriones en fase de embrion, obtenidos de reproductores alimentados con los
alimentos experimentales y el alimento fresco (Tabla 10), exhibieron 27 acidos
grasos de los 33 detectados en los alimentos experimentales y el alimento fresco.

El peso seco promedio de los embriones obtenidos con los alimentos
experimentales y fresco no mostré diferencias significativas entre si (28-30
pg/embrién).

El contenido promedio de acidos grasos totales (AGT) de los embriones
obtenidos con el alimento fresco (4.5 pg/embrién) no mostro diferencias significativas
con el encontrado en embriones obtenidos con los alimentos experimentales 1, 2y 3
(4.1, 4.0 y 4.2 pg/embrién, respectivamente) pero fue estadisticamente mayor que el
contenido promedio de AGT de embriones obtenidos con el alimento experimental 4
(3.8 pug/embrion). Los contenidos promedios de AGT de los embriones obtenidos a

partir de los alimentos experimentales no mostraron diferencias significativas entre si.
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El contenido promedio de acidos grasos saturados (AGS) de los embriones
obtenidos a partir del alimento fresco fue significativamente mayor (1.2 pg/embrion)
que el promedio de los embriones obtenidos con los alimentos experimentales, los
cuales no presentaron diferencias significativas entre ellos (0.93 - 0.96 pg/embrién).

El contenido promedio de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) de los
embriones obtenidos de reproductores alimentados con el alimento fresco (1.1
pg/embridn) no mostré diferencias significativas con el promedio de embriones
obtenidos con el alimento 4 (1 ug/embriéon), pero si con el resto de los alimentos
experimentales. Los promedios de AGMI de los embriones obtenidos con los
alimentos experimentales no mostraron diferencias entre si (0.9-1.0 yg/embrion).

El contenido promedio de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de embriones
obtenidos con los alimentos experimentales (1.8-2.3 ug/embrion) y los obtenidos con
el alimento fresco (1.1 ug/embrién) no presentaron diferencias estadisticas.

El contenido promedio de acidos grasos esenciales (AGE) de embriones
obtenidos con los alimentos experimentales (1.5-1.8 pg/embrién) y el alimento fresco
no mostroé diferencias significativas (1.6 pg/embrién).

El contenido de acidos grasos (n-6) de los embriones obtenidos con el
alimento 2 (0.41 pg/embridn) fue significativamente mayor al de los embriones
obtenidos con el alimento 4 (0.24 pg/embrion) y con el alimento fresco (0.28
pg/embridn), no obstante no presentd diferencias significativas con los embriones
obtenidos con los alimentos 1 y 3 (0.33 y 0.38 ug/embrion, respectivamente), los
cuales a su vez no presentaron diferencias con el contenido de los embriones
obtenidos con el alimento fresco. El contenido de acidos grasos (n-6) de embriones
obtenidos con el alimento 4 no mostré diferencias estadisticas con el contenido
promedio de los embriones obtenidos con el alimento 1 y con el alimento fresco.

El contenido promedio de acidos grasos (n-3) de los embriones obtenidos con
los alimentos experimentales y el fresco no fue diferente.

El contenido promedio de acido araquidénico (ArA) de embriones obtenidos
con el alimento 3 y el alimento fresco (0.20 y 0.19 pg/embrién, respectivamente) fue
significativamente mayor que el de los embriones obtenidos con el alimento 1 (0.13

Mg/embridn) y no presento diferencias con los embriones obtenidos con el alimento 2
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y 4 (ambos con 0.16 pg/embridn), los cuales a su vez no fueron diferentes
estadisticamente con los embriones obtenidos con el alimento 1.

El contenido promedio de EPA de embriones obtenidos con los alimentos 1, 2,
3 y el alimento fresco (0.28, 0.27, 0.27 y 0.23 ug/embridn, correspondientemente), no
presentaron diferencias significativas entre si. El contenido promedio de los
embriones obtenidos con el alimento fresco, fue estadisticamente mayor que el de
los embriones obtenidos con el alimento 4 (0.19 pyg/embrion).

El contenido promedio de DHA de embriones obtenidos con los alimentos
experimentales y fresco (1.16-1.37 pg/embrion), no fue significativamente diferente.

La razon promedio ArA/EPA de embriones obtenidos con el alimento 4 y
fresco (0.87 y 0.81, respectivamente), no presentaron diferencias significativas con la
razon promedio de embriones obtenidos con el alimento 3 (0.74), el cual no presenté
diferencias con la razéon promedio obtenida con el alimento 2 (0.59), pero fue
significativamente mayor que la razén promedio de embriones obtenidos con el
alimento 1 (0.47), el que a su vez no presento diferencias estadisticas con la razon
promedio de embriones obtenidos con el alimento 2.

La razén promedio DHA/EPA de embriones obtenidos con los alimentos 1, 2, 3
y fresco (4.6, 4.7, 5 y 5.2, respectivamente) no presentaron diferencias significativas
entre si, pero con excepcion de la razén promedio de embriones obtenidos con el
alimento fresco, fue estadisticamente menor que la razén promedio de embriones

obtenidos con el alimento 4 (6.2).
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Tabla 10. Composicién de acidos grasos de embriones (ug/embridon en base seca) obtenidos de
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus alimentados con alimentos experimentales y alimento

fresco.
Acido graso 1 2 3 4 Mojarra
(n=5) (n=3) (n=3) (n=4) (n=6)
14:0 0.08 + 0.021 0.08 £ 0.011 0.06 + 0.004 0.07 £ 0.014 0.12 £ 0.030
15:0 0.01 £ 0.001 0.01 £0.002 0.01 £ 0.003 0.01 £ 0.002 0.01 £ 0.001
16:0 0.61 £0.079 0.59 £ 0.005 0.61 £ 0.096 0.64 £ 0.072 0.81 £ 0.021
16:0 iso 0.02 £ 0.005 0.02 £ 0.003 0.02 £ 0.001 0.02 £ 0.003 0.02 £ 0.004
17:0 0.03 + 0.005 0.02 + 0.003 0.02 + 0.004 0.02 £ 0.005 0.03 + 0.003
18:0 0.16 £ 0.011 0.17 £0.016 0.18 £ 0.037 0.17 £ 0.029 0.21 £0.010
19:0 0.02 + 0.004 0.02 + 0.004 0.02 + 0.001 0.01 £0.003 0.02 +0.003
20:0 0.02 + 0.004 0.02 +0.003 0.02 £ 0.000 0.01 £ 0.005 0.02 £ 0.003
15:1 (n-5) Traza Traza Traza Traza Traza
16:1 (n-9) 0.03 £0.010 0.03 £ 0.001 0.04 £ 0.004 0.04 £ 0.007 0.05 £ 0.003
16:1 (n-7) 0.19 £ 0.065 0.15+0.019 0.17 £ 0.061 0.23 £0.036 0.30 £ 0.040
16:1 (n-5) 0.02 £ 0.003 0.01 £0.002 0.01 £ 0.003 0.01 £ 0.003 0.02 £ 0.002
17:1 (n-7) 0.02 £ 0.005 0.02 £ 0.001 0.02 £ 0.009 0.02 £ 0.004 0.03 £ 0.002
18:1 (n-9) t 0.49 £ 0.061 0.49 £0.023 0.44 £0.013 0.48 £ 0.063 0.51 £0.032
18:1 (n-9) ¢ 0.11 £0.018 0.10 £ 0.001 0.10 £ 0.011 0.09 £ 0.009 0.12 £ 0.004
20:1 (n-9) 0.04 £ 0.008 0.03 £ 0.004 0.03 £ 0.006 0.03 £ 0.005 0.03 £ 0.005
24:1 (n-9) 0.10 £ 0.021 0.09 £0.013 0.13+0.04 0.11 £0.016 0.12 £ 0.027
18:2 (n-6) t 0.15 £ 0.069 0.19 £ 0.026 0.12 £ 0.073 0.04 £ 0.031 0.03 £ 0.004
20:2 (n-6) 0.02 £0.014 0.02 £ 0.006 0.02 £0.016 0.01 £0.010 0.03 £ 0.006
20:3 (n-6) 0.03 £ 0.004 0.04 £ 0.006 0.04 £ 0.005 0.03 £ 0.009 0.04 £ 0.009
20:4 (n-6) 0.13 £ 0.030b 0.16 + 0.008ab 0.20 £ 0.042a 0.16 £ 0.023ab 0.19 £ 0.020a
18:3 (n-3) 0.07 £0.015 0.07 £0.011 0.07 £ 0.011 0.04 £0.012 0.04 £ 0.004
18:4 (n-3) 0.01 £0.011 0.02 +0.002 0.02 +0.008 Traza N.D.
20:3 (n-3) 0.05 +0.008 0.05 +0.003 0.05 + 0.005 0.03 £0.019 0.05 + 0.004
20:5 (n-3) 0.28 £ 0.038a 0.27 £ 0.016a 0.27 £ 0.026a 0.19 £ 0.045b 0.23 £ 0.026ab
22:5 (n-3) 0.18 £ 0.033 0.14 £ 0.003 0.17 £ 0.039 0.18 £ 0.022 0.25 £ 0.022
22:6 (n-3) 1.28 £ 0.09 1.25 +£0.023 1.37 £ 0.088 1.16 £ 0.100 1.23+0.144
Peso de
embrion 28.8 +1.300 29.2 +1.200 30.1 £ 0.500 30.1 £ 1.600 30.2 +£1.300
AGT 4.15 + 0.298ab 4.06 +0.141ab 4.20 + 0.048ab 3.81 £ 0.342b 4.50+0.161a
AGS 0.96 +0.113b 0.93 £ 0.041b 0.95 + 0.093b 0.95+0.121b 1.24 £ 0.043a
AGMI 0.99 + 0.125b 0.92 + 0.023b 0.94 + 0.048b 1.01 £ 0.123ab 1.18 £ 0.089a
AGPI 2.21+0.187 2.21£0.078 2.31+0.172 1.85+0.236 2.08 £0.194
AGE 1.68+0.118 1.67 £ 0.031 1.84 £ 0.127 1.51 £ 0.164 1.65+0.180
Z (n-6) 0.33+0.053abc  0.41 £0.027a 0.38 £ 0.082ab 0.24 £ 0.064c 0.28 £ 0.023bc
Z (n-3) 1.87 £0.136 1.80 £ 0.053 1.93+£0.105 1.60+£0.175 1.80+£0.179
ArA/EPA 0.47 0.59 0.74 0.87 0.81
DHA/EPA 4.68 4.73 5.04 6.29 5.27

Los valores representan la media + la desviacion estandar. Literales diferentes entre columnas indican
diferencias estadisticas (P<0.05).
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8. Discusion
8.1. Validez de resultados

Respecto a los parametros de calidad del agua del SCID, la temperatura
promedio se mantuvo entre los 20.5 y 21.5 °C, que se encuentra dentro del intervalo
térmico de 20-24 °C que corresponde a la temporada natural de reproduccion de
Paralabrax maculatofasciatus en la Bahia de la Paz (Ocampo-Cervantes, 2002). Esta
temperatura fue mas baja que la recomendada por Rosales-Velazquez et al. (1992)
para la reproduccion en cautiverio de esta especie, sin embargo, fue adecuada para
inducir a la maduracién, ovulacion y desove voluntario durante todo el periodo

experimental y contribuyé a evitar epizootias causadas por Cryptocarion irritans.

Por otra parte, la concentracion de oxigeno se mantuvo entre 5.6 a 5.9 mgl/l,
intervalo adecuado para el mantenimiento de peces marinos (>5 mg/l, Tucker, 1998)
y la salinidad dentro de lo que se considera océanica (35%o), la cual es recomendable

para el mantenimiento de especies marinas estenohalinas (Tucker, 1998).

En cuanto a la condicion de peso (g) y longitud (cm) de los reproductores, al
inicio del experimento, no se encontraron diferencias significativas entre los tanques,
ni entre los sexos. Al final del experimento, los reproductores incrementaron de peso
y talla de manera homogénea, sin presentar diferencias significativas entre los

tanques, ni entre los sexos.

En cuanto a los resultados de la composicidn quimica y de acidos grasos de
los alimentos, se observé que presentaron una composiciéon de proteinas, lipidos
totales y acidos grasos similares a los niveles de formulacion, excepto por el alimento
4, el cual presentd diferencias respecto a su valor de formulaciéon principalmente en
cuanto al nivel de AGAI. La causa de esta diferencia es posible que se deba a que el
alimento 4 permanecio en el secador mas tiempo que los otros alimentos. Los lipidos
y principalmente los AGAI son termolabiles, por lo que un largo tiempo de exposicion
al calor y oxigeno, pueden descomponer y oxidar facilmente estos compuestos. Esto
se infiere ya que en el alimento 4 la relacion ArA/EPA es igual a la formulacién, pero

los niveles de estos acidos grasos si se vieron modificados.
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Por lo tanto, de acuerdo con los resultados de la calidad del agua del SCID y
de la condicion inicial y final de los reproductores, los cuales sugieren que las
variables ambientales y condicion de los peces se mantuvieron dentro de los
intervalos 6ptimos recomendados, es posible afirmar que no fueron factores que
afectaron o intervinieron en los parametros evaluados y que los resultados de estas
evaluaciones fueron consecuencia de la composicion de los alimentos

proporcionados.

8.2. Efecto del nivel de ArA de los alimentos experimentales y fresco sobre la

fecundidad de los reproductores

Se acepta, de manera general, que la nutricion (composicion del alimento) y la
alimentacion (régimen alimentario, frecuencia de alimentacion, entre otras) de peces
reproductores, tiene un efecto directo sobre la reproduccion (fecundidad, frecuencia
de desove, entre otras) y la calidad de embriones y larvas (Watanabe, 1985; Luquet y
Watanabe, 1986; Bromage, 1995; Izquierdo y Fernandez-Palacios, 1997; Izquierdo et
al., 2001; Watanabe et al., 2003). La reduccién en la fecundidad puede ser causada
por el desbalance de nutrientes que influyen sobre el eje endocrino hipotalamo-
hipdfisis-gonadas, o por la indisponibilidad de algun nutriente para la formacion del
ovulo (lzquierdo et al., 2001), tal como ocurre con desbalances o deficiencias de
AGE (DHA, EPA y ArA) en el alimento de reproductores (Harel et al., 1994; Rainuzzo
et al., 1997; Izquierdo et al., 2001).

En el presente estudio, la fecundidad parcial se report6 como el numero de
ovulos desovados por lote de reproductores por dia, y mostré diferencias
significativas entre los tratamientos alimentarios, en donde, la fecundidad parcial
obtenida con el alimento 1, fue significativamente mayor a las obtenidas con el resto
de los tratamientos alimentarios, y la fecundidad parcial obtenida con el alimento 4
fue significativamente menor, excepto con la obtenida a partir del alimento fresco.
Estos resultados no parecen estar relacionados con los niveles de ArA, AGE o AGPI
del alimento, sino con la razén ArA/EPA en una relacion inversa, ya que se observo
una tendencia a aumentar la fecundidad parcial conforme disminuyd la razon
ArA/EPA del alimento.
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Estos resultados contrastan con los obtenidos por Martinez-Brown (2007), en
un estudio sobre nutricion de reproductores de la misma especie. Este autor no
detecto diferencias significativas en la fecundidad parcial promedio de reproductores
sometidos a alimentos con diferentes niveles de AGE; no obstante, sefialdé una
tendencia a aumentar la fecundidad parcial promedio con el aumento de AGE en el
alimento. Sin embargo, la razén ArA/EPA determinada en la mojarra (0.7) por este

autor, es similar a la obtenida en el presente trabajo (0.8).

En el presente estudio, la razon ArA/EPA en el alimento con la que se obtuvo
la mayor fecundidad parcial fue de 0.18, que es similar a la razén que proponen
Mazorra et al. (2003) para reproductores de H. hippoglossus (0.2-0.3), menor que la
razon con la que obtienen los mejores resultados en el estudio de Furuita et al.
(2003) en reproductores de Paralichthys olivaceus (0.7) y mayor que la razon
determinada por Fernandez-Palacios et al. (2003) en reproductores de Sparus aurata
(0.07).

En estudios realizados en Carassius auratus, Perca flavescens vy
Dicentrarchus labrax, se ha demostrado que las prostaglandinas (PG) producidas a
partir del ArA por las ciclooxigenasas (PGE; y PGFy,), estimulan la produccion de
hormonas esteroides (testosterona, estradiol, pregnenolona, entre otras) en las
células de la granulosa, lo cual induce la vitelogénesis (PGE3), la maduracion final
(PGE2 y PGFy,), el comportamiento reproductivo y el desove (PGFy,) (Goetz y
Theofan, 1979; Stacey y Goetz, 1982; Berndtson et al., 1989; Chang et al., 1989; Van
Der Kraak y Chang, 1990; Sorensen, 1992; Mercure y Van Der Kraak, 1996; Goetz y
Garczynski, 1997; McDougall y Van Der Kraak, 1998; Sorbera et al, 2001; Sorensen
y Stacey, 2004). No obstante, las prostaglandinas producidas a partir del EPA
(PGEs3), no parecen tener efecto sobre la maduracion final (Sorbera et al, 2001), y en

estos trabajos no se reportan efectos de PGE3; sobre la vitelogénesis y el desove.

Sin embargo, con la informacion que se tiene acerca de la funcion de las PG
en el tejido ovarico, los autores arriba mencionados han sugerido las siguientes dos
hipotesis: i) niveles altos de PGE; tienen un efecto inhibitorio sobre el proceso de

maduracioén de los oocitos (Sorbera et al, 2001) y ii) un aumento en la ovulacion
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asociado al alto contenido de EPA en el alimento es debido a una mayor produccion
de PGE; (Abayasekara y Wathes, 1999) que son biolégicamente menos activas que
las PGE; (Sargent, 1995; Bell y Sargent, 2003), ya que los sistemas enzimaticos para
la produccion de eicosanoides tienen mayor afinidad por el ArA que por el EPA
(Sargent et al., 1999; Tocher, 2003), por lo que las cantidades relativas de ArA y EPA
en el alimento, regulan su contenido mutuo en las membranas de los foliculos y a su

vez determinan la produccién relativa de PGE;: PGE3 (Abayasekara y Wathes, 1999).

En el presente estudio, de acuerdo con los resultados obtenidos de fecundidad
parcial, se sugiere la segunda hipotesis como posible explicaciéon, ya que la mayor
fecundidad se obtuvo de reproductores alimentados con el alimento 1, el cual
presentd la razén ArA/EPA mas baja, y la fecundidad menor se obtuvo de
reproductores alimentados con el alimento 4 y con la mojarra, los cuales presentaron
la razon ArA/EPA mas alta, no obstante que el contenido de ArA de estos tres
alimentos fue mas proximo entre ellos, y mas bajo que el del resto de los alimentos
experimentales. Estos resultados resaltan la importancia de una adecuada
proporcion de ArA/EPA en el alimento para reproductores, ya que un desbalance
entre el contenido de ArA y EPA puede tener como consecuencia un desbalance en
la regulacion de la actividad de los eicosanoides implicados en la esteroideogénesis
(Sargent et al., 1999; Mazorra et al.,, 2003) y esto a su vez, puede provocar
problemas reproductivos que se originan en los diferentes sitios del eje endocrino

hipotalamo-hipdfisis-gonada.

8.3. Efecto del nivel de ArA de los alimentos experimentales y fresco sobre la

composicion de los embriones

El conocimiento actual sobre la interaccidén nutricion-reproduccion de peces se
ha obtenido, en su mayor parte, de estudios en especies de importancia acuicola,
enfocados a determinar el efecto del contenido de algun nutrimento del alimento
(proteinas, lipidos, vitaminas, entre otros), y en particular de nutrimentos esenciales
(AGE, AAE, Vitamina C, entre otros), sobre la composicién final del vitelo, lo cual

determina la calidad de los embriones y larvas (Luquet y Watanabe, 1986; Mourente
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y Odriozola, 1990; Harel et al., 1994; Brooks et al., 1997; Izquierdo et al., 2001;
Sargent et al., 2002; Watanabe y Vassallo-Agius, 2003).

En el presente trabajo, el contenido de AGE de embriones obtenidos de
reproductores sometidos a los diferentes tratamientos alimentarios no presentd
diferencias significativas, a pesar de las diferencias del contenido de AGE en los
alimentos. No obstante, fue posible detectar diferencias al considerar a cada AGE
por separado. El contenido de ArA en los embriones fue afectado por su contenido
en el alimento, de manera que fue posible observar una tendencia a aumentar
gradualmente su contenido en los embriones conforme incrementd su contenido en
los alimentos. Un comportamiento similar fue observado en el contenido de EPA,
evidenciado por la disminucidon de su concentracion en los embriones obtenidos con
el alimento 4 y fresco, que tuvieron 70 % menos EPA. Por otra parte, el contenido de
DHA fue similar en los embriones obtenidos a partir de los alimentos artificiales y

fresco.

Estos resultados confirman lo reportado por Martinez-Brown (2007) para
reproductores de P. maculatofasciatus y son congruentes con los encontrados en
embriones obtenidos de reproductores de P. olivaceus (Furuita et al., 2003), H.
hippoglossus (Mazorra et al., 2003) y Gadus morhua (Salze et al., 2005), a los cuales

se les suministraron alimentos con diferentes niveles de ArA.

En especies que se alimentan durante la etapa reproductiva, como sucede en
especies que presentan cortos periodos vitelogénicos, y desoves parciales y
pelagicos (p.e. Sparus aurata, Paralabrax spp.), los nutrimentos del alimento son
utilizados directamente para el crecimiento folicular, y en particular para la
vitelogénesis (Harel et al., 1994). Durante la vitelogénesis, los nutrientes trasportados
al higado son utilizados para la sintesis de lipoproteinas de muy baja, baja y alta
densidad (vitelogenina) precursoras del vitelo (Mommsen y Walsh, 1988; Brooks et
al., 1997; Patifio y Sullivan, 2002).
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Debido a que los AGE son trasportados al oocito principalmente por medio de
proteinas (apoproteinas de alta densidad y vitelogénina) (Wiegand, 1996; Patifio y
Sullivan, 2002), se ha sugerido que la especificidad de estas por los AGE se debe a
una determinacion genética (Pickova et al., 1997). Esta puede ser la razon de que el
contenido de AGE y DHA fuera similar entre los embriones obtenidos con los
diferentes tratamientos alimentarios. No obstante, la variacion en el contenido de ArA
y EPA en los embriones pudo deberse a que por su estructura molecular similar, las
proteinas de trasporte pueden tener baja especificidad para ambos acidos grasos,
por lo que su abundancia relativa en el alimento determina de forma directa su

contenido en el vitelo, como lo sugiri6 Martinez-Brown (2007).

8.4. Efecto del contenido de ArA de los embriones sobre la morfologia de los

blastdmeros y la viabilidad de los embriones

El periodo embrionario esta comprendido por tres fases: segmentacion,
embridn y eleuteroembrion (Balon, 2002). La fase de segmentacion comienza con la
activacion del huevo, proceso caracterizado por la formacion del espacio perivitelino,
la liberacion del contenido de los alveolos corticales y la diferenciacion bipolar (Balon,
1990). Una vez formado el blastodisco, comienza su segmentacion y la formacion
consecutiva de blastdmeros, lo que origina la epibolia (gastrulacién) y finaliza con el
cierre del blastoporo, proceso que a su vez es el termino de la fase de segmentacion
(Balon, 2002).

Las caracteristicas morfolégicas de los blastémeros (simetria celular, tamano
celular, adhesion celular, resolucion de membranas e inclusiones citoplasmaticas),
entre la segunda y quinta division del blastodisco (estadios de 4-32 células) en la
fase de segmentacion, han sido utilizadas para predecir la calidad de embriones y
larvas de Gadus morhua (Kjersvick y Lonning, 1983; Kjarsvick et al., 1994; Mangor-
Jensen y Holm, 1994; Pickova et al., 1997; Nissling et al., 1998, Vallin y Nissling,
1998; Salze et al., 2005), Hippoglossus hippoglossus (Bruce et al., 1993; Bromage et
al., 1994; Shields et al., 1997; Mazorra et al., 2003), Sparus aurata (Fernandez-
Palacios et al., 1995), Lates calcarifer (Nocillado et al., 2000), Psetta maxima

(Kjarsvick et al., 2003), Melanogrammus aeglefinus (Rideout et al., 2004) y en
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Paralabrax maculatofasciatus (Martinez-Brown, 2007) o como criterios para
especificar los efectos teratogénicos que causan determinados xenobidticos del
ambiente en G. morhua, Sprattus sprattus y Pleuronectes platessa (Westernhagen,
1998).

En el presente trabajo, el valor de forma de los blastbmeros de embriones
obtenidos con los alimentos 1, 2 y 3 pareceria tener una relacion inversa con el nivel
de araquidonico de los embriones. Sin embargo, los embriones obtenidos con el
alimento 4 tuvieron una concentracién de ArA similar al de los obtenidos con el
alimento 2 y los obtenidos con el alimento fresco resultaron con la concentracion
mayor, lo que hace evidente que el contenido de ArA en los embriones no es el unico
factor que determina la morfologia de los blastomeros. No obstante, los valores de
forma de embriones obtenidos con los alimentos experimentales son mayores a los
reportados por Martinez-Brown (2007) para la misma especie y son congruentes con

los resultados obtenidos por Mazorra et al. (2003) en Hippoglossus hippoglossus.

Martinez-Brown (2007) encontré que los embriones con menor contenido de
ArA, obtenidos de reproductores de la misma especie alimentados con alimentos
experimentales con niveles traza de ArA, tuvieron menor valor de forma que los
embriones con mayor contenido de ArA obtenidos con el alimento fresco, por lo que
sugiri6 que el contenido de ArA en los embriones fue determinante para la
segmentacion. Resultados similares fueron obtenidos en H. hippoglossus (Mazorra et
al., 2003) y Gadus morhua (Salze et al., 2005).

En el presente estudio, el contenido minimo de ArA en el embridn, derivado de
su contenido en el alimento no fue un factor limitante, por lo que parece ser suficiente
para obtener valores de forma de los blastomeros iguales a la de embriones

obtenidos con el alimento fresco.

La viabilidad de los embriones, determinada como la fraccion de huevos
flotantes y expresada generalmente como porcentaje, ha sido utilizada como un
criterio de calidad, por ejemplo, en: Sparus aurata (Mourente y Odriozola et al., 1990;

Harel et al., 1994; Fernandez-Palacios et al., 1995; Almasa et al., 1999; Lahnsteiner y
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Patarnello, 2003 y 2004) Dicentrarchus labrax (Carrillo et al., 1995; Navas et al.,
1997; Bruce et al., 1999), Pagrus major (Watanabe y Kiron, 1995), Paralichthys
olivaceus (Furuita et al., 2000, 2001, 2002 y 2003), Seriola quinqueradiata (Vassallo-
Agius et al., 2001a y 2002), Psetta maxima (Kjarsvik et al., 2003), Pseudocaranx
dentex (Vassallo-Agius et al., 2001b y c), Gadus morhua (Salze et al., 2005),
Puntazzo puntazzo (Lahnsteiner y Patarnello, 2004) y Paralabrax maculatofasciatus
(Rosales-Velazquez, 1997; Martinez-Brown, 2007).

En los estudios realizados en las especies arriba mencionadas, la fraccién de
huevos flotantes o viabilidad corresponde a la tasa de fecundacion y la fraccion
precipitada corresponde solo a 6vulos sin fecundar. Sin embargo, en el presente
estudio, el porcentaje de viabilidad obtenido con los alimentos experimentales, con
excepcion del obtenido con alimento fresco, no corresponde a la tasa de
fecundacion, ya que la fraccion precipitada, en todos los casos, estuvo constituida
mayormente por embriones que murieron durante el proceso de epibolia y no

completaron el cierre del blastoporo.

No obstante, en este trabajo, se observé un comportamiento homaologo en los
resultados del porcentaje de viabilidad y el valor de forma de los blastomeros, con
respecto al contenido de ArA de los embriones, lo cual no fue observado por
Martinez Brown (2007), quién reportdé indices de viabilidad obtenidos con los
alimentos experimentales similares a los obtenidos con el alimento fresco. La
diferencia entre los alimentos experimentales de este autor y los utilizados en el
presente trabajo, es el nivel de inclusion de los aceites de higado de bacalao y de
girasol, los cuales fueron cinco veces mayores, con respecto al nivel de inclusion en
este estudio. Esto indica que algunos nutrimentos liposolubles encontrados en estos
aceites pudieron ser el factor limitante para el desarrollo del embridn. El aceite de
girasol aporta vitamina E (a-tocoferol) (Gopala-Krishna et al., 2006) y el de higado de
bacalao vitamina A, E, D y carotenoides (Mattill y Golumbic, 1941; Allen, 1995). Las
vitaminas A y E, y los carotenoides, como la astaxantina, son parte del sistema
antioxidante no enzimatico a nivel celular (Akworth y Bailey, 1995; Martinez-Alvarez

et al., 2005; Burak Cimen, 2008) y no pueden ser sintetizados por los peces, por lo
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que son esenciales y deben ser suministrados en el alimento (Miki et al., 1983;
Palace y Werner, 2006; Mourente et al., 2007).

Al reducir el nivel de inclusidn del aceite de higado de bacalao y de girasol en
los alimentos experimentales, posiblemente se redujo también la transferencia de

vitaminas A y E, y carotenoides, a los oocitos durante la vitelogénesis.

Durante el periodo embrionario, en la fase de segmentacion, el blastodisco se
segmenta y da origen a tres capas embrionarias: la capa de células envolventes, la
de células profundas y el periblasto (Collazo et al., 1994). Después de la formacion
de estas capas embrionarias comienza la epibolia, que es el proceso de gastrulacion
por el cual el blastodisco se desplaza sobre el vitelo, cubriéndolo y dando origen, con
sus movimientos morfogenéticos celulares, al anillo germinal y al escudo
embrionario. Una vez que termina la epibolia con el cierre del blastoporo, dan origen
al eje del embridén y con éste, al inicio de la organogénesis (Collazo et al., 1994; Falk-
Petersen, 2005). Durante este proceso existe una activa divisién y diferenciacion
celular, por lo que debido a su alta actividad metabdlica, se producen altos niveles de
especies reactivas de oxigeno (Mourente et al., 1999; Kilaimani et al., 2007), tales
como anion superoxido (O,7), peréxido de hidrogeno (H,O,) y radicales libres
hidroxilos (OH’), que son producto del metabolismo aerobio celular (Ackworth y
Bailey, 1995; Martinez-Alvarez et al., 2005; Genestra, 2007; Burak Cimen, 2008), los
cuales pueden causar danos a las membranas celulares por accion de peroxidacion
de acidos grasos, principalmente de los AGAI (ArA, EPA y DHA) (Izquierdo et al.,
2001; Balboa y Balsinde, 2006; Mourente et al., 2007).

Las especies reactivas de oxigeno son destoxificadas principalmente por el
sistema antioxidante no enzimatico (vitaminas A, C y E y carotenoides) al inicio del
periodo embrionario (Palace y Werner, 2006), por lo que el contenido de éstos
nutrientes afecta el mantenimiento, integridad y funcién de membranas celulares y de

la movilizacién de acidos grasos para la produccion de eicosanoides.
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Con respecto a esto, ha sido reportado un fendmeno teratogénico (sindrome
M74) relacionado con un alto contenido de DHA y oOxidos de colesterol y bajo
contenido astaxantina en embriones de Salmo salar en el mar Baltico (Pickova et al.,
2003). De manera analoga, se ha reportado hipertrofia del vitelo de
eleuteroembriones de Sparus aurata obtenidos de reproductores alimentados con
alto contenido de AGAI n-3 (Fernandez-Palacios et al., 1995). Sin embargo, esto fue
corregido con un aumento del contenido de ao-tocoferol en el huevo, como
consecuencia de un incremento de esta vitamina en el alimento de reproductores
(Fernandez-Palacios et al., 1998). Resultados similares fueron reportados en Anguilla

Japonica (Furuita et al., 2003).

De la misma forma, el aumento en el contenido de astaxantina en el alimento
de reproductores de Pseudocaranx dentex (Vassallo-Agius et al., 2001a) y Seriola
quinqueradiata (Vassallo-Agius et al.,, 2001a) y de vitamina E en Chanos chanos

(Emata et al., 2000), aumento el porcentaje de la fraccion flotante del desove.

Por lo anterior, la muerte ocurrida durante la gastrulacion en la fraccion de
embriones precipitados pudiera ser atribuida al estrés oxidativo derivado de un
desbalance entre el contenido de AGPI y el de vitaminas y pigmentos en embriones,
debido a una acumulacion diferencial de estos compuestos del sistema antioxidante
en los oocitos durante la vitelogénesis por causa de deficiencias de estos nutrientes
en los alimentos experimentales suministrados a los reproductores en el presente

estudio.

8.5. Efecto del contenido de ArA de los embriones sobre la tasa de eclosion,
sobrevivencia larvaria, sobrevivencia larvaria al estrés hiperosmético agudo y

sobrevivencia larvaria a la inanicion

La eclosion es el proceso por el cual el embrion emerge de la envoltura del
huevo (envoltura de fertilizacién o corion) que lo contiene, por medio de la secrecion
de enzimas de eclosion de glandulas celulares y la coridlisis enzimatica, facilitada por
los movimientos del embrién y disparada por estimulos ambientales (Yamagami,
1981).
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En estudios realizados en Paralichthys olivaceus (Furuita et al., 2003),
Hippoglossus hippoglossus (Mazorra et al., 2003) y Gadus morhua. (Salze et al.,
2005) se ha encontrado una relacion entre el contenido de ArA de los embriones y la

tasa de eclosion.

En el presente estudio, no se detectaron diferencias en la tasa de eclosion
obtenida de reproductores alimentados con los diferentes tratamientos de ArA y
alimento fresco, y no hay evidencia de que la proporcion de ArA/EPA o el contenido

de ArA de los embriones estén relacionados con estos resultados.

Las tasas de eclosion promedio obtenidas con los alimentos experimentales
fueron mayores con cerca del 10 % que las tasas de eclosion promedio reportadas
por Rosales-Velazquez (1997), Avilés-Quevedo (2005) y Martinez-Brown (2007) para
la misma especie, obtenidas con alimentos experimentales con niveles traza de ArA,
y similares a las obtenidas por éstos mismos autores con el alimento fresco. Sin
embargo, debido a la variacion de los resultados en los cuatro estudios, es posible
que tales diferencias no sean significativas, lo que hace evidente que, en conjunto
con el alto valor de morfologia de los blastomeros en este trabajo, la tasa de eclosion
no es un indicador determinante de la calidad de los embriones, lo que resulta
congruente con lo reportado por Martinez-Brown (2007), ya que menciona que la

eclosion no es un umbral ontogénico en P. maculatofasciatus.

Una vez que los organismos desarrollan la capacidad de ingestién y digestion
intestinal, comienza la etapa de nutricion mixta y con ello la fase de apterolarva del
periodo larvario (Balon, 1999). Algunos trabajos realizados en Paralichthys olivaceus
(Furuita et al., 2003) y Gadus morhua (Pickova et al., 1997), han encontrado una
relacion entre el contenido de ArA del embridn y la sobrevivencia al inicio del periodo
larvario. En el presente estudio se obtuvo la misma sobrevivencia larvaria con los
diferentes tratamientos alimentarios de reproductores. En estos resultados no parece
estar implicado el contenido de ArA, ni la razén ArA/EPA de los embriones, lo cual es

congruente con lo reportado por Martinez-Brown (2007) para la misma especie.
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Los promedios de sobrevivencia larvaria obtenidos con los alimentos
experimentales y fresco en el presente trabajo son 22 % menores que los reportados
por Rosales-Velazquez (1997) y 46 % mayores a los reportados por Martinez-Brown
(2007) para la misma especie. Sin embargo, la sobrevivencia larvaria del presente
trabajo puede no tener diferencias con la reportada por Rosales-Velazquez (1997)
debido a la variacion, pero si con la reportada por Martinez-Brown (2007), lo cual
puede ser un efecto del método de incubacion, ya que Martinez-Brown (2007) utilizo
unidades de incubaciéon sumergidas en un sistema de recirculacion, mientras que en
este trabajo se aplico el método de incubacion en microplacas, también utilizado en
Hippoglossus hippoglossus (Shields et al., 1997), Diplodus sargus, Sparus aurata,
Dicentrarchus labrax (Carrillo et al., 2000; Panini et al., 2001) y Anguilla japonica
(Unuma et al., 2004). Esto fue comprobado por Carrillo et al. (2000) ya que
compararon el método de incubacion en microplacas contra un método de incubacion
en un sistema de recirculacion, encontraron que la sobrevivencia larvaria fue

significativamente mayor con el método de incubacién en microplacas.

En el presente estudio se utilizé como criterio de calidad una prueba de estrés
hiperosmético agudo, el cual es un nuevo método para la evaluacion de la salud y
resistencia de las larvas y tiene como unico antecedente el método desarrollado por
Martinez-Brown (2007), con el cual difiere en la forma de incubacion, salinidad y
tiempo de exposicion. No obstante a las diferencias entre estos dos métodos de
evaluacion de la calidad mediante estrés hiperosmoético agudo, el valor comparativo
se mantiene, debido a que en ambos estudios se utilizaron embriones producidos
con mojarra como grupo control. En el presente trabajo, las larvas obtenidas de
reproductores alimentados con los alimentos experimentales y frescos no
presentaron diferencias en el porcentaje de sobrevivencia al estrés hiperosmaético
agudo. Martinez-Brown (2007) reportd para la misma especie, que las larvas
derivadas de embriones que tuvieron mayor contenido de ArA, los cuales fueron
obtenidos con mojarra, lograron la mayor sobrevivencia a esta prueba, comparada
con la alcanzada por las larvas derivadas de los embriones que tuvieron menor
contenido de ArA, obtenidos con los alimentos experimentales con niveles traza de

ArA. La alta sobrevivencia de larvas la atribuyé al contenido de ArA de los
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embriones, debido al mayor contenido de ArA del alimento fresco. Esto puede ser
soportado con los resultados aqui presentados, ya que los embriones que se
obtuvieron con el alimento 1 tuvieron un contenido de ArA similar al reportado por
este autor para los embriones obtenidos con el alimento fresco. Esto permite sugerir
que los niveles de ArA probados en este estudio cubrieron las necesidades de los
reproductores para formacion del vitelo y que el nivel de ArA del alimento 1 es

suficiente para cubrir estas necesidades.

El ArA y los eicosanoides derivados de éste acido graso son importantes para
mantener la osmorregulacion debido a que estan implicados en la modulacién de las
hormonas del eje endocrino hipotalamo-hipdfisis-interrenal (lwama, 1998; Mommsen
et al., 1999; Bell y Sargent, 2003; Ganga et al., 2006), en la proliferacién de ionocitos

y la activacion de la Na*/K*-ATPasa (Varsamos et al., 2005).

No obstante, el estrés osmoético aumenta la tasa metabdlica de las larvas
(Varsamos et al., 2006) y puede ser causa de estrés oxidativo. En tal caso, las larvas
obtenidas de reproductores alimentados con alimento fresco debieron tener una
mayor sobrevivencia que las obtenidas con los alimentos experimentales en el
presente trabajo. Esto puede tomarse como evidencia indirecta de una acumulacion

diferencial de los nutrimentos antioxidantes en los oocitos durante la vitelogénesis.

En el presente estudio, las larvas obtenidas de reproductores a los cuales se
les suministraron los alimentos artificiales y el fresco, no presentaron diferencias
significativas de sobrevivencia a la inanicién a las 24 y 72 h después de la absorcion
del vitelo. No obstante, las larvas obtenidas con el alimento 4 presentaron una
sobrevivencia significativamente mayor que las logradas por las larvas obtenidas con
el resto de los alimentos experimentales y el fresco a las 48 h después de la
absorcion del vitelo. Estos resultados aparentemente no estan relacionados con el
contenido de ArA, AGAI, AGS o AGMI y son menores que los reportados por
Martinez-Brown (2007) de larvas de la misma especie, obtenidas con alimentos
artificiales con contenido trazas de ArA y el alimento fresco sometidas al mismo

periodo de inanicion.
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8. Conclusiones

Bajo el esquema en el que se realizé este estudio se concluye lo siguiente:

El contenido de ArA, asi como la relacion ArA/EPA en el alimento de
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, mostrd una relacion inversamente
proporcional con la fecundidad parcial. Por lo tanto, incluir en el alimento de
reproductores un nivel de ArA de 0.17 % en base seca y una relacion ArA/EPA de
0.18, permite obtener una fecundidad parcial incluso mayor a la obtenida con el

alimento fresco.

El contenido de ArA y EPA en los embriones presenté una relaciéon
directamente proporcional con el contenido de estos acidos grasos en el alimento
de reproductores, mientras que el contenido de DHA en los embriones fue similar
independientemente del contenido de este acido graso en los alimentos

experimentales y el fresco.

Los resultados de la viabilidad de los embriones, sugieren que hay otros
factores nutricionales, aparte del ArA y de los AGE, que intervienen en el proceso
del desarrollo durante la fase de segmentacién, ya que durante la epibolia se
presentd una alta mortalidad de los embriones obtenidos con los alimentos

experimentales y no con la mojarra.

Un contenido de ArA del 0.17 % con una relacion ArA/EPA de 0.18, fue
suficiente para obtener una morfologia de los blastomeros, tasa de eclosién,
sobrevivencia larvaria, sobrevivencia larvaria al estrés hiperosmoético agudo y
sobrevivencia a inanicién, similares a los obtenidos de reproductores alimentados
con mojarra, lo cual permite sugerir este nivel de ArA como aproximado al

requerimiento de reproductores de esta especie.
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10. Recomendaciones

Se recomienda incluir en el alimento de reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus un nivel de &cido araquidonico de 0.17% en base seca y
mantener la relacion ArA/EPA de 0.18, para obtener una mayor fecundidad y
asegurar la produccién de embriones y larvas de buena calidad.

En el presente estudio, la fraccion de embriones no viables murieron
durante el proceso de epibolia, durante el cual ocurre una alta actividad
metabdlica y en consecuencia una alta liberacion de especies reactivas de
oxigeno. Debido a lo anterior, se plantea la hipotesis de que un desbalance entre
los AGE y antioxidantes en el alimento de reproductores, aunado a la alta
produccion de radicales libres durante la epibolia, producen la oxidacion excesiva
de los AGE en el vitelo y membranas celulares y en consecuencia, la muerte del
embrién en ese proceso de desarrollo. Por lo anterior y con el objeto de
establecer una férmula del alimento artificial completo para reproductores de P.
maculatofasciatus con el que se pueda sustituir el alimento fresco, se recomienda
realizar estudios sobre los requerimientos de antioxidantes en reproductores de
esta especie, como el de la vitamina E (alfa-tocoferol), astaxantinas y vitamina C,
sus proporciones relativas y la interaccion de estos compuestos con los AGE.

Asi también, se recomienda en la realizacién de estos trabajos, emplear el
procedimiento de incubacion de los embriones en microplacas de 96 pozos, para
la evaluacion de la tasa de eclosion, sobrevivencia larvaria y sobrevivencia a
inanicidn, asi como la incubacion en microplacas de 48 pozos, para la evaluaciéon
de la sobrevivencia al estrés hiperosmotico agudo. Este método resultd practico y
con muchas ventajas respecto a los métodos utilizados en trabajos anteriores, ya
que permiti6 un seguimiento individual del embridn desde antes de la eclosién
hasta la muerte por inanicion y evité la manipulacion durante las evaluaciones.

Con respecto al procedimiento de elaboracion de alimentos para
reproductores que generalmente incluyen altas concentraciones de lipidos y
acidos grasos, se recomienda un monitoreo continuo de la humedad de los
alimentos cuando se utilizan estufas de conveccion, ya que una sobre exposicion
de estos al calor y al aire, produce una rapida oxidacién de los AGAI,
particularmente cuando el valor de humedad esta cercano al 10 %, con lo cual se

alteran los niveles de formulacion.
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