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Resumen

El éxito del proceso reproductivo de peces marinos, esta determinado principalmente por la
manipulacion de los organismos, su condicion nutricional, asi como las condiciones
ambientales y las técnicas de induccion al desove. El huachinango del Pacifico, Lutjanus
peru, es una especie atractiva para la acuicultura. Sin embargo, su reproduccion en
cautiverio no habia sido factible, debido a la falta de conocimiento sobre los requerimientos
alimenticios, las condiciones de manejo y el proceso reproductivo. En el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), tras seis afios de mantenimiento de
reproductores silvestres de L. peru, se lograron los primeros desoves en cautiverio de
manera natural con sincronizacion de la puesta entre hembras y machos, es decir, sin la
aplicacion de hormonas y bajo las condiciones ambientales de temperatura y fotoperiodo
existentes en el lugar (24°08'N, 110°25'W). Esta primer generacion (F1) abri6é la
posibilidad de evaluar con precision por primera vez la edad de primera madurez de la
especie; asi como los efectos que produce durante la reproduccion la implementacion de
distintas dietas, ya que son peces que se adaptan con facilidad a dietas fabricadas. La
primera madurez se present6 a los 4 afios de edad, con un peso promedio de 2,829 + 80.9 g
y talla promedio de 540.3 = 4.6 mm. Los primeros desoves sucedieron en el mes de junio
del 2013, con la sincronizacion reproductiva entre los machos y las hembras en cautiverio,
esto coincidio cuando el fotoperiodo fue de 13 horas luz y 11 de obscuridad, a un aumento
de temperatura del agua del tanque de 24.81 + 1.4 °C, y finalizando los desoves el mes de
diciembre, con un decremento de temperatura a 21.2 = 1.5 °C y a 10 horas luz y 14 horas
de obscuridad. Previo a la madurez sexual, se evaluaron los niveles hormonales (estradiol,
testosterona y 11-keto-testosterona) encontrando un aumento en las concentraciones antes
del inicio de la temporada reproductiva. La implementacion de una dieta experimental con
una microalga (Gramatophora sp.) a los reproductores, ayuda a elevar significativamente
(P<0.05) los porcentajes de eclosion de las puestas, ademds permiti6 mantener sin
fluctuaciones los valores en los porcentajes de eclosion durante toda la temporada, mientras
que los peces de la dieta sin suplementar, presentan porcentajes de eclosion
significativamente menores (P<0.05); ademads, se observo que la variacion de tamafo del
huevo entre los tratamientos durante el experimento; donde el tamafio del huevo de los
peces sometidos a la dieta adicionada con la microalga, resulta mayor; ademas de no
presentar variaciones significativas durante toda la temporada de desoves; lo que
demuestra, la posibilidad de modular el proceso reproductivo, aumentando el tamafio de los
huevos y los porcentajes de eclosion de esta especie a través de la dieta.

Palabras Clave: Primera madurez, desempefio reproductivo, calidad de huevos, Lutjanus
peru.
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Summary

The success of the reproductive process of marine fish is mainly determined by
manipulations of the organisms, their nutritional status, as well as environmental conditions
and techniques of spawning induction. The Pacific red snapper, Lutjanus peru, is an
attractive species for aquaculture. However, their reproduction in captivity has been not
feasible, due to lack of knowledge about nutritional requirements, management conditions
and reproductive process. At Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste
(CIBNOR), the first natural spawning events were achieved without hormonal applications
and under local conditions of temperature and photoperiod (24°08'N, 110°25'W) after six
years of maintenance of wild brood stock of L. peru, This first generation (F1) opened the
opportunity to assess the first maturation age in this species and the effects of different diets
on their reproduction, because the Pacific red snapper is a fish with easy adaptation to
artificial diets. The first maturation was at four years old with an average weight of 2,829 +
80.9 g and size of 540.3 + 4.6 mm of total length. The first spawning event were observed
in June 2013, with synchronization of female and male in captivity conditions; when the
daylength was 13 hours and temperature of 24.81 = 1.4 °C, while December was the last
month of spawning, when the photoperiod and the temperature decreased (daylength of 10
hrs. and 21.2 £ 1.5 °C of temperature). Hormonal levels (estradiol, testosterone and 11-
ketotestosterone) were measured prior to sexual maturity, recording an increment in the
concentrations of these hormones next before the beginning of the spawning season.
Implementation of a diet supplemented with microalgae (Gramatophora sp.) to the Pacific
red snapper boodstock, increase significantly the hatching rate (P<0.05), but without
significant variations of this parameter during whole spawning season, while the fishes fed
with the control diet (without microalgae) had significant lower hatching rates (P<0.05).
Significant differences in eggs diameter was observed, being higher in fishes fed with the
experimental diet (supplemented with microalgae) and without significant variations
throughout the spawning season. According the obtained results we can conclude that
improvements in the reproductive process are possible, increasing the egg diameter and the
hatching rates by the management of diets

Keywords: First maturity, reproductive performance, egg quality, Lutjanus peru.
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1. INTRODUCCION.

La pesca y la acuicultura a nivel global, tiene un impacto directo en la economia mundial,
la acuicultura sigue siendo hoy en dia, la actividad pecuaria de mayor crecimiento; ha
pasado de ser casi insignificante a equipararse totalmente con la produccion de la pesca de
captura. Este sector ha evolucionado respecto a la innovacion tecnologica y la adaptacion
que satisface las necesidades cambiantes del mercado y de la regulacion pecuaria. El sector
da empleo a miles de personas en el mundo y es la base de los medios de vida de millones

mas (FAO, 2012)

Actualmente, se cultivan 600 especies acuaticas en todo el mundo en diversos sistemas e
instalaciones de cultivo de diferentes grados de utilizacion de insumos y complejidad
tecnoldgica, logrando mantener una tasa anual de crecimiento de entre 9.5 y 10.8% (FAO,
2012). No obstante, aun son muchas las exigencias para la domesticacién de peces marinos
y el establecimiento de una industria acuicola sustentable, capaz de controlar los procesos
reproductivos de estos; hoy en dia, la mayoria de la industria piscicola, depende
completamente de la captura de juveniles o adultos del medio silvestre, presionando
fuertemente al ecosistema, ademas de traducirse en una incertidumbre sobre la
disponibilidad de organismos, asi como una comprometida rentabilidad como industria

(Mylonas et al., 2010).

El éxito de este proceso reproductivo de peces marinos, estd determinado principalmente
por la manipulacion de los organismos, su condicion nutricional, asi como las condiciones
ambientales (calidad de agua y condiciones del sitio) y las técnicas de induccion al desove.
Estos factores, estan intimamente relacionados unos con otros, de tal modo que unos
pueden afectar a los otros hasta el grado de retrasar o evitar el proceso reproductivo o
afectando fuertemente el logro de una progenie de calidad (Alvarez-Lajonchére, 2006). No
existe un criterio unico que defina la calidad de los desoves o el desempefio reproductivo de
los peces, sin embargo, existe un consenso generalizado para valorarlo, mediante la

cuantificacion de pardmetros zootécnicos como el tamaio de los huevos, de la gota lipidica,



la fecundidad, cantidad y frecuencia de los desoves, volimenes de desove, duracion de la
temporada reproductiva, porcentaje de eclosion y porcentajes de supervivencia a la primera
alimentacion (Ali y Wootton, 1999; Emata, 2003; Mylonas et al., 2004). Dicha calidad, de
los desoves, se define como el potencial de un huevo a eclosionar y convertirse en una larva
viable (Kjorsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997); ésta depende completamente de la
condicién nutricional y de salud de los reproductores (Chevassus-au-Louis y Lazard, 2009),
por lo que el manejo nutricional de los organismos, puede ser la clave para el desarrollo de
una acuicultura sostenible; de éste, depende la posibilidad de controlar en mayor o menor
medida cada uno de los factores que implica el proceso reproductivo. Izquierdo et al.
(2001) y Sargent et al. (2002) coinciden en la importancia de una formulacion adecuada de
micro y macronutrientes para asegurar un Optimo desarrollo en los reproductores que
garantiza niveles apropiados de inmunidad, crecimiento y una adecuada transferencia de

nutrientes de la hembra a la progenie.

Recientemente, los esfuerzos en la acuicultura, se han centrado en la implementacion de
dietas, que busquen no solamente maximizar el crecimiento de los reproductores, sino
también a través de esta, incrementar la tolerancia al estrés y fortalecer el sistema
inmunolodgico que potencialicen la reproduccion en cautiverio (Trichet, 2010). Para ello, se
ha buscado la implementacion de sustancias, que tengan un efecto benéfico sobre el sistema
inmunitario cuando se suministra a determinadas dosis y aunque estrictamente no son
consideradas como inmunoestimulantes, por no actuar directamente sobre los componentes
del sistema inmunitario, su uso, ayuda a que éste funcione correctamente (Lamas-
Fernandez, 2008). Al respecto, las microalgas han surgido como una fuente natural de tales
sustancias de alto valor biolégico como los acidos grasos poliinsaturados, proteinas,
pigmentos, antioxidantes, vitaminas y minerales, ficocoloides; ademas que como
fotoautodtrofos, sus requisitos de crecimiento son simples, convirtiendo a estos organismos
atractivos para los bioprocesos dirigidos a la produccion de alimentos y en el mercado
farmacéutico (Guedes et al., 2011). En un estudio realizado por Pacheco-Vega et al. (2014),
se aislaron y evaluaron como alimento potencial 5 cepas de microalgas de la Bahia de La

Paz Baja California Sur México, encontrando que la cepa Grammatophora sp. presento la



mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), lo que la convierte en una

especie interesante de ser evaluada.

En general, los pargos (Familia Lutjanidae) son muy valorados como alimento, logrando
elevados precios en los mercados de todo el mundo. Varias especies de pargo son
comercialmente cultivados en jaulas flotantes y lagunas costeras, sobre todo en Asia, con
una produccion total de 7302 t en 2010 (FAO, 2012). En especifico, el huachinango del
Pacifico (Lutjanus peru), especie objetivo de esta investigacion, no se ha logrado
reproducir con éxito en cautiverio; si bien los esfuerzos suman ya varios afios para lograr su
reproduccion, los elevados costos de mantenimiento y bajos volumenes de produccion,
evidencian la falta de conocimiento en los requerimientos Optimos para su desarrollo en

cautiverio.

En el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR), en La Paz,
B.C.S., México, logr6 por primera vez la reproduccion en cautiverio de esta especie, lo que
abre la oportunidad explorar en aspectos basicos sobre fisiologia reproductiva de esta

especie.

2. ANTECEDENTES.

El huachinango del Pacifico (Fig. 1), es un pez demersal que se distribuye a todo lo largo
del Pacifico Mexicano y es de suma importancia para la pesqueria riberefia del pais; en
México, se captura durante todo el afio, en especial de abril a agosto, cuando es mas
abundante. Sin embargo, entre 1992 y 2008, su extraccion disminuy6 significativamente

(Gardufio-Dionate et al., 2010).

Algunos estudios, revelan que los huachinangos son depredadores activos, generalistas y
carnivoro-oportunistas, que basa su alimentacion en invertebrados bentonicos
principalmente, aunque otros peces forman parte importante de su dieta (Santa-Miranda,
1998). Durante su etapa juvenil, habita estuarios y bocas de rios formando escuelas;

alcanzando la madurez migran a arrecifes rocosos y vive en pequefios grupos entre 80 y



100 metros de profundidad (Sheaves 1995; Madrid y Sanchez 1997; Allen y Robertson
1998; Arellano et al,. 2001; Pifion, 2003). Es una especie de habitos nocturnos que prefiere
zonas tropicales, donde las variaciones climdticas son minimas; presenta reproduccion

asincronica con desoves parciales y sus patrones reproductivos varian en funcion del

tamafio de la poblacion y su distribucion (Arellano et al., 2001).

Figura 1. Juvenil de huachinango del Pacifico (L. peru) nacido en el CIBNOR.

La mayoria de los estudios sobre ésta especie, abordan aspectos bioldgico-pesqueros, como
edad y crecimiento (Caicedo et al., 2006), alimentacion (Saucedo-Lozano, 2000), madurez
sexual (Santamaria-Miranda, 1998), distribucion y abundancia (Saucedo-Lozano et al.,
1998). Sin embargo, en los ultimos 10 afos, nuevas lineas de investigacién, han
profundizado en el desarrollo de tecnologias de cultivo especifico para ésta especie,
logrando hasta el momento, generar protocolos de reproduccion e incubacion de huevos en
cautiverio (Dumas et al., 2004; Pelcastre-Campos, 2006; Zavala-Leal, 2007; Garcia-

Hurtado, 2008; Moreno-Figueroa, 2011; Guzman-Villanueva, 2014). Paralelamente, se han



realizado estudios sobre crioconservacion de gametos (Pelcastre-Campos, 2006), el efecto
de la temperatura en el desarrollo embrionario y la eficiencia de la alimentacién endégena
en las larvas, asi como la evaluacion del efecto de la intensidad de luz, densidad y tipo de
presas en la primera alimentacion (Zavala-Leal, 2007). A pesar de éstos avances, se han
registrado altas tasas de mortalidad durante los primeros dias de desarrollo del huachinango
del Pacifico, superiores al 95%. Esto puede atribuirse, entre otros motivos, a la mala

calidad de los desoves obtenidos.
2.1 Calidad de los desoves.

Si bien para desarrollar cualquier cultivo de peces, es necesario el control de calidad de los
huevos, cuando se trata de una nueva especie que ha sido recientemente introducida en la
acuicultura es aln mds importante obtener huevos de excelente calidad (Lahnsteiner y
Patarnello, 2004); la calidad del huevo se define como el potencial de un huevo a eclosionar
y convertirse en una larva viable (Kjorsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997). Dicha calidad
de los huevos puede verse afectada por edad de la madre y el factor de condicion, el
momento del ciclo del desove, los procesos de sobre maduracion, factores genéticos, y
también por las propiedades intrinsecas del huevo. Asi mismo, la composicion de las dietas
de reproductores tiene una gran influencia tanto en el ciclo reproductivo como en la calidad

de los huevos obtenidos (Brooks et al., 1997).

Los estimadores de calidad de huevos, juegan un papel vital tanto en el dmbito de la
investigacion como en la produccion (Chevassus-au-Louis y Lazard, 2009); a pesar de eso,
y de los numerosos esfuerzos para evaluar los criterios de calidad de los huevos de peces,
no se ha logrado un acuerdo entre los investigadores para definir un criterio de evaluacién
unico; normalmente, la tasa de fertilizacion y eclosion son los indicadores mas utilizados,
asi mismo, se evalua la morfologia, flotabilidad, el tamafio del huevo, la distribucion de la
gota lipidica y la morfologia anormal de blastomeros como indicadores fiables de la calidad
de los huevos (Unuma et al., 2005; Mansour et al., 2008; Aristizabal et al., 2009; Kohn y
Symonds, 2012). Los parametros bioquimicos (proteina, lipidos, carbohidratos,

aminodcidos, vitaminas y enzimas) también han sido considerados como indicadores de



calidad (Giménez et al., 2006; Faulk y Holt, 2008; Lubzens et al., 2010; Samaee et al.,
2010; Lanes et al., 2012). Sin embargo, la precision de estos mecanismos sigue siendo
insuficiente, por ello, se debe realizar un analisis para descifrar la causa de la mala calidad

de los gametos (Bobe y Labbe, 2010).

Recientemente, se ha incursionado en la utilizacion de herramientas moleculares como una
alternativa que permite evaluar la calidad de los huevos, de especies de importancia
comercial; logrando identificar 30 genes asociados con el potencial de desarrollo de los
huevos, de los cuales al menos 5 genes estan involucrados en la regulacion de la
transcripcion, mientras que el resto en la proliferacion celular y la organizacion del cito

esqueleto y la biogénesis (Bonnet et al., 2007; Mommens et al., 2010; Segers et al., 2012).

La posibilidad de obtener huevos de buena calidad, es uno de los mayores retos a los que se
enfrentan los acuicultores; la reproduccion de peces puede ser controlada por medio de la
manipulacion del ambiente, como el fotoperiodo, temperatura del agua o sustratos para los
desoves. Sin embargo, la biologia de la mayoria de las especies no se conoce bien, 0 no es
practico o incluso imposible de controlar en cautiverio los parametros ambientales propios
de la especie. Para estos casos, se ha incursionado en el uso de hormonas exdgenas para
inducir la maduracion de peces marinos (Asturiano et al., 2000; Agulleiro et al., 2006;

Mylonas et al., 2010; Dumas et al., 2004).
2.2 Control del desarrollo gonadal.

El manejo de reproductores depende del control de todas las medidas apropiadas que
permitan a un grupo en cautiverio someterse a la maduracion y desove de huevos viables.
La herramienta més sencilla ha sido la induccion ambiental, basada en la manipulacién de
la temperatura y el fotoperiodo para favorecer la maduracion de las gonadas. Ademas de la
manipulacion de las condiciones ambientales, se utiliza de forma exitosa la induccion con
hormonas exogenas. El protocolo de administraciéon y procedimientos de adquisicion de
gametos pueden variar dependiendo de la biologia reproductiva de cada especie, y una
minuciosa comprension del control endocrino de la gametogénesis, la maduracion final y el

desove, es esencial para la adecuada gestion de las especies (Mylonas et al., 2010).



A grandes rasgos, la gametogénesis se divide en dos fases, la fase temprana (proliferacion,
crecimiento y diferenciacion de los gametos) y la avanzada (maduracion y preparacion de
los ovocitos y espermatozoides para la liberacion). La evaluacion precisa de la etapa de la
maduracion reproductiva es un requisito previo para el éxito de la induccion hormonal, ya
que si el tratamiento es aplicado a individuos inmaduros o peces maduros en la primera fase

del ciclo reproductivo, el tratamiento sera ineficiente (Mylonas et al., 2010).

Los primeros trabajos de induccion hormonal en peces, remonta a los afios 30’s, donde se
inyectaban extractos de glandulas pituitarias obtenidas de otros peces en etapas maduras;
que si bien, se obtienen resultados aceptables, existe siempre el riesgo latente de

transmision de enfermedades (Matty, 1985).

Otro método utilizado, es el uso de gonadotrofinas (GtH) aisladas y purificadas de otros
vertebrados para ser utilizadas en peces, que dada la similitud estructural de las GtH,
ofrecen el mismo resultado entre especies, ademas que al actuar directamente sobre las
gbénadas, tienen una gran rapidez de acciéon y su residencia en el sistema circulatorio
permite un efecto mas prolongado; sin embargo, una exposicion continua al tratamiento,
genera una respuesta inmunoldgica por parte del pez, provocando perdida de efectividad

(Pelcastre-Campos, 2006).

Recientemente, se ha utilizado la hormona liberadora de gonadotrofina (GtRH), que son
copias sintéticas de las naturales, evitando la respuesta inmune del organismo; esta,
interviene en el sistema endocrino desde un nivel superior, provocando que la respuesta de
estimulacion sea mas balanceada, es resistente a la degradacion enzimatica por parte de las
endopeptidasas de la hipofisis, higado y rifion, ademas de que su afinidad a los receptores
de la glandula pituitaria se incrementa, aumentando también su poder de accion entre 30 y

50 veces (Zohar y Mylonas, 2001).

Para L. peru se han realizado algunos trabajos sobre induccion al desove. Por ejemplo,
Pintos-Teran et al. (2003) utilizan la gonadotrofina corionica humana (HCG) para lograr el
desove en esta especie, estableciendo el criterio necesario para la induccién hormonal, de

presentar tamafio de ovocitos mayores a 400 micras. Por su parte, Dumas et al. (2004)



reportan la manipulacion foto-térmica y el uso de HCG para lograr la maduracion final y

ovulacién en organismos mantenidos en cautiverio.

A pesar del desarrollo en las técnicas de induccion hormonal y el éxito relativo de los
tratamientos, es necesario profundizar el conocimiento de la gametogénesis de esta especie,

para alcanzar resultados eficaces.
2.3 Gametogénesis.
2.3.1 Ovogénesis.

La formaciéon de un huevo es un proceso complejo. En la ovulacion, el huevo es
autosuficiente para proteger y desarrollar el embrion hasta la eclosion; por lo tanto, la
composicion pre-desove de éste, ya sea ARNm, nutrientes y hormonas deben de
incorporarse durante el desarrollo dentro del ovario; por lo que entender el mecanismo que
subyace a los procesos de crecimiento y desarrollo de los gametos asi como estos procesos
son coordinados, es esencial para determinar los factores que afectan la calidad de los

huevos y la fertilizacion (Bobe y Labbé, 2009).

Se han descrito tres tipos principales de desarrollo ovéarico para los peces: El sincrdnico,
donde todos los ovocitos se desarrollan y ovulan, al mismo tiempo; el sincronico por
grupos, donde al menos dos poblaciones de ovocitos pueden ser reconocidos en el ovario
durante toda la temporada y el asincronico, donde los ovocitos de todas las etapas de
desarrollo estan presentes sin una poblacion dominante, liberando todos los huevos en un

solo episodio en un tiempo corto de tiempo (Wallace y Selman, 1990).

El huachinango del pacifico es un pez gonocorico, presenta un desarrollo gonadico
asincronico, de manera que se pueden encontrar distintas fases de desarrollo de ovocitos en
una misma gonada, lo que resulta un factor clave para los desoves fraccionados;
Santamaria-Miranda et al. (2003) lograron caracterizar los estadios gonadicos para esta
especie, dividiéndolo en 4 etapas: Goénadas inmaduras las que se caracterizan por la
presencia de ovocitos pequeios (didmetro 4-9 pum); el lumen entre las lamelas ovigeras

generalmente es grande. La pared ovarica es delgada y presenta irrigacion escasa. Las



gonadas en desarrollo, se caracteriza por presentar ovocitos de entre 16 y 23 um, la pared
gonadica empieza a engrosarse, el lumen disminuye, comienza la aparicion de vesiculas de
vitelo. Las gonadas desarrolladas por su parte, presentan ovocitos con diametros de entre 32
y 46 um, en esta etapa, el grosor de la pared ovarica aumenta considerablemente y se
observan atresias recientes y tardias de ovocitos de las primeras fases. Las gobnadas maduras
se caracterizan por la abundancia de ovocitos bien desarrollados entre 60 y 96 pum, las
gonadas presentan atresias recientes de ovocitos de fases anteriores. Finalmente, las
gbénadas en desove en las que predominan los ovocitos de mayor tamafo (diametro 122-270
um), donde la pared ovarica tiene un grosor variable, de regular a gruesa. También hay
atresias recientes y tardias. Las gonadas de esta categoria comparten caracteristicas de las
gonadas maduras, pero aparecen por primera vez ovocitos hidratados y foliculos

postovulatorios recientes en pequefia cantidad.

El proceso hormonal durante estas etapas consiste en la liberacion de la hormona liberadora
de hormona luteinizante (LHRH) por el hipotalamo. Esto estimula la sintesis y secrecion de
la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) por parte de la
hipofisis. En peces, tanto la LH como la FSH provocan la produccion de estradiol-17 en
las células foliculares a partir de la testosterona (Patifio y Sullivan, 2002), aunque la LH ha
mostrado mas relacion al estimular la sintesis de estradiol-17 (Swanson et al., 2003).
Elestradiol-17f es liberado al sistema circulatorio para llegar al higado donde estimula la
sintesis y secrecion de vitelogenina (Idler y Ng, 1983). La vitelogenina viaja por el sistema
circulatorio hacia las génadas para incorporarse al oocito. La incorporacion ocurre por
procesos de pinocitosis de las células foliculares y las microvellosidades conectadas al

corion del oocito (Patifio y Sullivan, 2002).
2.3.2 Espermatogeénesis.

La espermatogénesis por su parte se divide en tres fases de desarrollo la primera es la
proliferacion mitdtica de espermatogonias, donde comienza una serie de divisiones
celulares para aumentar su numero, tales divisiones son reguladas por estrogenos (E2)

aunque el proceso no es aun bien conocido (Miura et al., 1999). La segunda fase es la
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proliferacion meiotica de los espermatocitos, en donde el proceso de division celular en las
espermatogonias cambia de mitosis a meiosis. En esta fase, los espermatocitos entran en
meiosis 2 para la generacion de las espermatidas y pierden entre el 80 y 90% de su volumen
celular, la cromatina se condensa, el nicleoplasma se incorpora al citoplasma y el material
celular es fagocitado, las mitocondrias se concentran en el cuello de la célula y el flagelo
crece sin embargo, contrario a los mamiferos, en los peces teledsteos no hay formacion de
acrosoma. Estas fases estan reguladas principalmente por la FSH, aunque los niveles de LH
se incrementan después de la meiosis 2. La FSH es la encargada de estimular la activacion

de las células de Leydig y de Sertoli (Schulz y Miura, 2002).

No obstante, en la acuicultura, el inicio de la gametogénesis, no siempre es un proceso
deseado, ya que el proceso reproductivo en los peces, puede tener grandes consecuencias en
el cultivo como cambios en el apetito de los peces, variaciones en la tasa de crecimiento, la
eficiencia de conversion del alimento, los rasgos de calidad de carne, comportamientos
agonisticos, la salud, y la supervivencia de los organismos; por ello, es imprescindible
conocer la biologia reproductiva de cada especie a cultivar para lograr controlar el inicio de

la pubertad (Taranger et al., 2010 ).
2.4 Pubertad en teledsteos.

La pubertad en los peces se define como el periodo de desarrollo durante el cual un
individuo se vuelve capaz de reproducirse sexualmente por primera vez, e implica una
competencia funcional del eje cerebro-hipéfisis-gonada (BPG) (Taranger et al., 2010). Esta
comienza justo después de la diferenciacion sexual y se caracteriza por la activacion
simultdnea de las dos funciones principales de la gonada, la produccion de células
germinales y la sintesis de hormonas reproductivas, en particular, los esteroides sexuales

(Okuzawa, 2002).

Si bien, se sabe que el eje cerebro-hipofisis-gonadas se activa al comienzo de la pubertad,
los detalles que subyacen a esta "activacion" aun no son bien establecidos; hay informacion
acerca de los patrones en la secrecion de GnRH, la que es promovida basicamente por tres

sistemas neuronales, la zona pre-Optica, la neurotrasmisiéon y la neuromodulacion
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(Okuzawa, 2002). Este sistema neuroendocrino asimila la informacion ambiental periférica,
que a continuacion, llega a la hipofisis donde es procesada, induciendo a la secrecion de
hormonas peptidicas como la hormona liberadora de gonadotrofina. Estas hormonas se
dirigen a la glandula pituitaria donde inducen y regulan la produccion de la gonadotrofina,
que posteriormente es liberada al torrente sanguineo por donde circula hasta llegar a las
gonadas, organos productores de esteroides que son los que directamente controlan el

desarrollo gonadal (Fig. 2) (Shepherd y Bromage, 1988; Patifio, 1995).

Estimulos
Ambientales

Conexiones neuronales

GnRH GRIF

Gonadotropina (s)

Esteroides

:
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Figura 2. Enlaces neuro-endocrinos del eje hipotalamo-hipofisis-gonada. GnRH hormona
liberadora de gonadotropina, GRIF factor inhibidor de la liberacion de gonadotropina.

Al igual que en todos los vertebrados, la pubertad en los peces se produce cuando los
individuos han alcanzado una cierta combinacién entre edad y tamafno, asi como la

acumulacién suficiente de reservas de energia (generalmente en forma de grasa corporal)
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para satisfacer las necesidades nutricionales y energéticas propias de la maduracion; aunado
a eso, la disponibilidad de alimentos y la calidad del agua han demostrado ser factores

determinantes en el inicio del ciclo reproductivo (Taranger et al., 2010).

Sin embargo, el inicio de la pubertad y la maduracion sexual puede tener un impacto en el
sistema inmune de los peces y en consecuencia aumenta la susceptibilidad a la
enfermedades (Cuesta et al., 2007). Esto es debido al papel inmunomodulador de las
hormonas, tales como el cortisol y la hormona de crecimiento, (Harris y Bird, 2000; Yada y
Nakanishi, 2002; McQuillan et al., 2003). El inicio de la maduracion sexual también puede
conducir a otros cambios fisioldgicos, por ejemplo en los salmonidos, la maduracion sexual
afecta su capacidad osmoregulatoria lo que puede resultar en la deshidratacion y la muerte

de los organismos (Makino et al., 2007).
2.5 Inmunologia reproductiva.

El estudio de las interacciones inmuno-endocrinas en peces (Tabla 1), ha permitido conocer
el efecto de algunas hormonas sobre la respuesta inmunitaria, asi como las complejas
interacciones que tienen lugar entre las diferentes hormonas. Estos estudios resaltan la
implicacion de estas hormonas en el correcto funcionamiento del sistema inmunitario en

peces (Garcia-Ayala et al., 2008).



13

Tabla 1. Efecto (estimulador +, e inhibidor-) de diferentes hormonas sobre la respuesta
inmunitaria en peces teledsteos. GH=Hormona del crecimiento, 11-KT= 11-
Ketotestosterona, MSH=Hormona estimulante de melanocitos, MCH= Hormona
concentradora de melanina.

Hormona Fagocitosis Explosion Mitogénesis
respiratoria

Cortisol - -
GH + + +
Prolactina + + +
11-KT -
Estradiol -
MSH + + +
MCH + + +
Endorfina + +
Adenocorticotropina + -

La regulaciéon de las células inmunitarias debe de estar controlada, ya que el sistema
inmunitario no presenta tolerancia frente a las células germinales. Ademas, se sabe que los
leucocitos producen factores de crecimiento que influyen en la regulacion de los procesos
de gametogénesis, asi como en la ovulacion (Hunt y Johnson, 1999). El estudio de estas
interacciones en peces, es muy reciente y resulta imprescindible el conocimiento previo de
la fisiologia de la génada y de las hormonas que la regulan, ya que los tipos celulares
presentes en las gonadas, proliferan, se diferencian y aparecen en proporciones variables a
lo largo del ciclo reproductor pudiendo afectar y modificar la respuesta inmunitaria, ya sea

de manera positiva o negativa (Lamas-Fernandez, 2008)

Los peces no solo son el grupo de vertebrados menos evolucionado, son también el mas
diverso ya que se reconocen mas de 20,000 especies que ocupan igual numero de habitats
muy dispares entre ellos, por lo que el desarrollo de su sistema inmunitario, es muy
peculiar. En general, el sistema inmune de los peces, funciona con eficacia, aunque como
cualquier otro sistema fisioldgico, se puede ver afectado por multiples factores que
dependen del propio hospedador, del agente patdgeno o del medio externo. Dicho sistema,

funciona de un modo muy similar al resto de los vertebrados y consiste en un mecanismo
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de defensa celular y humoral, inducido por un agente extraiio (antigeno) que en caso de
infectar, la respuesta inmunitaria puede ser innata o adaptativa. La peculiaridad en los
peces, radica en que la importancia de su sistema inmunitario innato es muy superior a la
del sistema inmunitario adaptativo. Mientras que la respuesta innata es rapida, inespecifica,
estd muy conservada, es poderosa, versatil e independiente de la temperatura, la respuesta
inmunitaria adquirida, es lenta, menos diversa que en el resto de los vertebrados, muy
elaborada y sofisticada, posee poca memoria y es dependiente de la temperatura, lo que en

organismos poiquilotermos resulta determinante (Esteban y Meseguer, 2008).

El sistema inmunitario por su propia naturaleza es muy sensible a los factores externos e
internos de los organismos y es por lo tanto flexible y susceptible de ser modulado, lo que
han despertado el interés en la inmunomodulacion como estrategia profilactica para
prevenir enfermedades, esto debido a que los medicamentos como los antibidticos se han
utilizado indiscriminadamente en la acuicultura en el pasado, pero el consenso actual es que
deben mantenerse a un minimo su uso debido a la conocida produccion de bacterias
resistentes, que se consideran una amenaza importante para la salud de los animales
(Gudding et al. 1999). Por lo que hoy en dia, para el control de enfermedades en la
acuicultura se buscan vias alternativas; la mas recurrida es el manejo nutricional sobre el
sistema inmune y el uso de inmunoestimulantes, lo que en la acuicultura ha levantado

muchas expectativas (Magnadottir, 2010).
2.6 Manejo Nutricional.

Existen determinadas sustancias (Fig. 3) que habitualmente forman parte de la dieta, como
las vitaminas, los aminoacidos, minerales, nucle6tidos o 4cidos grasos, que tienen un efecto
benéfico sobre el sistema inmunitario cuando se suministra a determinadas dosis y aunque
estrictamente no son consideradas como inmunoestimulantes, por no actuar directamente
sobre los componentes del sistema inmunitario, ayudan a que éste funcione correctamente

(Lamas-Fernandez, 2008).
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Figura 3. Esquema de inmunonutricion y el cuidado de la salud.

El manejo nutricional de los organismos, puede ser la clave para el desarrollo de una
acuicultura sostenible, de éste, depende la posibilidad de controlar en mayor o menor
medida cada uno de los factores mencionados con anterioridad; Izquierdo et al. (2001) y
Sargent et al. (2002), coinciden en la importancia de una formulacion adecuada de micro y
macronutrientes para asegurar un Optimo desarrollo en los reproductores que garantiza
niveles apropiados de inmunidad, crecimiento y una adecuada transferencia de nutrientes de

la hembra a la progenie.

Actualmente, en las dietas se busca no solo el madximo potencial de crecimiento, sino
también a través de éste, incrementar la tolerancia al estrés, fortalecer el sistema

inmunologico (Trichet, 2010).
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2.7 Acidos grasos y eicosanoides.

De todos los nutrientes presentes en la dieta de los peces, los lipidos son los més estudiados
en términos de nutricion de reproductores. La mayoria de las especies de peces utilizan
preferentemente lipidos para proporcionar energia para el crecimiento somatico, pero son
también una fuente de acidos grasos esenciales (EFA) requeridos para la formacion de las

membranas celulares que son vitales para el exitoso desarrollo larval (Sargent et al. 2002).

En los peces carnivoros, la utilizacion de carbohidratos no es muy eficiente, por lo que es
indispensable encontrar el nivel optimo de lipidos ya que existen diferencias entre especies
en la capacidad de utilizar altos niveles de lipidos en las dietas; una inadecuada proporcion
de lipidos puede afectar el rendimiento de crecimiento de los peces o la composicion

corporal (Sargent et al., 2002).

Sin embargo, hoy se sabe que mas que la cantidad de lipidos en la dieta, lo que se debe
cuidar es la presencia y proporcion de los acidos grasos esenciales para cada especie
(Izquierdo, 2005). Las formas bioldgicamente activas de 4cidos grasos esenciales, son de
20 y 22 carbonos, derivados de los &cidos grasos de 18 carbones poliinsaturados (PUFAs)
(18:2n-3 y 18:3n-3) los cuales mediante una serie de elongaciones y desaturaciones, son
convertidos a acidos grasos altamente insaturados (HUFAS) de 20 y 22 carbones (Sargent
et al., 2002) (Fig. 4). Sin embargo, los peces marinos, tienen reducida o carente, la enzima
delta 5 desaturasa (Mourente y Tocher, 1993), que les impide realizar dicha conversion; por
lo tanto, tienen un requisito especifico de acidos grasos HUFAS de 20 y 22 carbonos

principalmente de la serie omega 3, los cuales son precursores de eicosanoides (Sargent et

al., 2002).
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Figura 4. Sintesis y funciones agregantes e inflamatorias de los eicosanoides derivados del
acido araquidonico.

Los eicosanoides, son mediadores inflamatorios y antiinflamatorios; incluyen a las
prostaglandinas, los troboxanos, los leucotrenios, los hidroxidcidos y las lipoxinas
(Janeway et al., 2005). Las prostaglandinas y troboxanos, son generados por la accion de
las enzimas ciclooxigenasas, mientras que los leucotrenios, los hidroxiacidos y las
lipoxinas, por las lipooxigenasas (Botana et al., 2002). Los eicosanoides producen una
amplia serie de efectos biologicos sobre la respuesta inflamatoria en las articulacion, la piel
y los ojos, también sobre la intensidad y duracion del dolor, asi como una participacion
activa sobre las funciones reproductoras; desempefian un importante papel en la inhibicién
de la secrecion de los acidos del estomago, regulan la presion arterial por medio de
vasodilatacion o vaso constriccion e inhiben o activan la agregacion plaquetaria y la

trombosis (Janeway et al., 2005).
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Los peces marinos contienen niveles altos de acidos grasos insaturados (PUFAs), dentro de
los que destacan el acido eicosapentanoico (EPA) 20:5(w-3) y el 4acido docosahexanoico
(DHA) 22:6(w-3). Estos acidos grasos esenciales, juegan un papel importante tanto en la
estructura, como en la funcioén de las membranas celulares (Sargent et al., 1997). Ademas
del DHA y EPA, existe otro acido graso que resulta esencial, el acido araquidoénico, o
20:4(w-6). Este es el principal precursor de las prostaglandinas y los leucotrienos (Castell

et al., 1994; Sargent et al., 1997).

En la basqueda de nuevas y mejores fuentes de lipidos, se han investigado diversas
combinaciones de aceites vegetales como el de maiz, colza, linaza, soya, entre otros; sin
embargo, no se han obtenido los resultados esperados, por el contrario, se han observado
efectos indeseados en la salud de los peces, debido a su limitada capacidad de convertir
acidos grasos de 18 carbones en PUFAs de la serie w-3 (Barandica-Caiion, 2010). Por ellos,
continua la buisqueda de sustancias de alto valor bioldgico tales como &cidos grasos
poliinsaturados de la serie w-3, presentes en las microalgas marinas; que ademds, como
fotoautodtrofos, sus requisitos de crecimiento son simples, convirtiéndolos en organismos
atractivos para los bioprocesos dirigidos a la produccién de alimentos dentro de la

acuicultura (Guedes et al., 2011).
2.8 Microalgas como fuente de enriquecimiento.

En los ultimos afos, las microalgas han surgido como una fuente natural interesante de
nuevos compuestos con actividad bioldgica que pueden ser utilizadas como ingredientes
funcionales. La mayoria de las microalgas son componentes inmunoestimulantes
potenciales o poseen sustancias con capacidades inmunomoduladoras. Ademas, la
composicion quimica de microalgas podria incluir diferentes polisacaridos que pueden ser
prebioticos potenciales. Un estudio realizado por Pacheco-Vega et al. (2014), aislo y evaluo
el potencial como alimento de 5 cepas de microalgas de la Bahia de La Paz Baja California
Sur México; encontrando que la cepa Grammatophora sp. presentd la mayor proporcion de
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) especialmente acido eicosapentaenoico (EPA) y

Acido docosahexaenoico (DHA), los cuales no pueden ser sintetizados por los peces, por
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lo que deben ser incluidos en la dieta diaria, ya que son sumamente valiosos, pues juegan
un papel importante en la composicion de la membrana celular, que confieren a los peces,
la capacidad de responder de una manera rapida y reversible a cambios de temperatura y
presion que asegura las funciones biologicas de las células, ademas, actian como
precursores de una amplia gama de mediadores del metabolismo que incluyen a los
eicosanoides, implicados en los procesos de coagulacion de la sangre y el tono
cardiovascular, las respuestas inmunes e inflamatorias, la reproduccion, las funciones renal

y neural (Tocher et al., 2008).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el presente trabajo, pretende evaluar el momento de
pubertad de la primer generacion de L. peru nacidos en cautiverio, asi como el potencial
efecto modulador de una microalga (Grammatophora sp.), sobre la calidad de los desoves

mediante la suministracion a través de la dieta.
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3. JUSTIFICACION.

Se han encaminado distintos estudios para lograr la reproduccion exitosa en cautiverio de
L. peru, a partir de reproductores colectados del medio natural que han logrado adaptarse y
madurar en condiciones de cautiverio, sin embargo, al igual que muchas otras especies con
potencial de cultivo, presenta disfunciones reproductivas que impiden que se lleve a cabo
con ¢éxito su reproduccion. En el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
(CIBNOR), en La Paz, B.C.S., México, tras seis afios de mantenimiento en cautiverio de
reproductores silvestres de huachinango del Pacifico, L. peru, se lograron los primeros
desoves de manera natural con sincronizacion de la puesta entre hembras y machos, es
decir, sin la aplicacion de hormonas y bajo las condiciones ambientales de temperatura y
fotoperiodo existentes en el lugar (24°08'N, 110°25'W). A partir de estos desoves, se
obtuvo una primera generacién de juveniles (F1) en julio 2009. Esta primera generacion
nacida en cautiverio, abre una ventana Unica de oportunidades, para lograr el entendimiento
de aspectos basicos sobre la biologia reproductiva de la especie que permita un mejor
entendimiento de los procesos fisiologicos implicados en la reproduccion de esta especie.

Al tratarse de la primer generacion de huachinangos nacidos en cautiverio, podremos
determinar con exactitud la edad, peso, talla y niveles hormonales en el momento de
primera madurez, que permitird, elaborar protocolos de maduraciéon en cautiverio
especificos para esta especie, para en un futuro, tener la posibilidad de monitorear el estado
de madurez de los peces, a través de métodos no invasivos. Asi mismo, al tratarse de peces
nacidos en cautiverio, son peces, cuyo proceso de aceptacion de una dieta formulada resulta
exitoso; pudiendo elaborar piensos experimentales y evaluar el uso de sustancias de alto
valor biologico, que permitan modular aspectos de crecimiento, nutricionales,
reproductivos e inmunoldgicos; pudiendo generar nueva informacién en pro de una

industria acuicola sostenible.



21

4. HIPOTESIS.

Si el momento de primera madurez, estd determinado por dos tipos de factores: 1)
Intrinsecos como la edad, reloj bioldgico, estado nutricional, niveles endocrinos, entre otros
y 2) Extrinsecos como temperatura, fotoperiodo, alimentacion, manipulacién, entre otros;
entonces, el monitoreo constante de parametros ambientales, biométricos y niveles
hormonales de los juveniles; nos permitira determinar con exactitud la primera madurez en
cautiverio de L. peru; asi como la temporada, duracién y condiciones ambientales en las

que se lleva a cabo.

Asi mismo la utilizacion de dietas enriquecidas con una microalga (Grammatophora sp.)
nos permitird evaluar el efecto del manejo nutricional, sobre el desempefio reproductivo y

la calidad de los desoves del huachinango del Pacifico.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Estimar el inicio de la pubertad en juveniles de L. peru mantenidos en cautiverio, y
evaluar los efectos del manejo nutricional sobre el desempefio reproductivo y la

calidad de los desoves.

5.2 Objetivos particulares.

A)

B)

0

D)

E)

Evaluar el incremento en talla y peso de juveniles de huachinango del pacifico,
nacidos en cautiverio y sus valores maximos a la época de la primera reproduccion
asi como la edad de los reproductores (en dias después de la eclosion) alcanzada a
la pubertad.

Evaluar la calidad de las puestas y los huevos obtenidos a la pubertad,
especificamente: Fecundidad total, tamafio de los huevos, tamano de la gota
lipidica, porcentaje de huevos viables (indice de flotabilidad), porcentaje de

eclosion y composicion bioquimica de los huevos.

Determinar el momento de primera madurez de juveniles de huachinango
mantenidos en cautiverio, mediante cuantificaciéon de los niveles hormonales

(Estradiol, testosterona y 11-Ketosterona).
Evaluar el efecto de una dieta enriquecida sobre el desempefio de los reproductores.

Evaluar el efecto de una dieta enriquecida sobre los parametros zootécnicos (tamafio
de huevo, tamafio de la gota lipidica) de los huevos de reproductores de

huachinango sometidos a una dieta experimental.
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1 Obtencion y mantenimiento de organismos.

Se obtuvieron juveniles de huachinango del Pacifico, L. peru, en el 2009 a partir de desoves
naturales de 20 reproductores silvestres (10 hembras y 10 machos) mantenidos por seis
afios en cautiverio en un estanque rectangular de 120 m® con un recambio diario de agua del

10%, bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura (24°08'N, 110°25'W).

La alimentacion, mantenimiento y cria de larvas se realizaron siguiendo los procedimientos
descritos por Leu et al. (2003) para L. argentimaculatus. Los juveniles obtenidos fueron
puestos en 3 tanques de fibra de vidrio de 7 m® de capacidad (200 juveniles por tanque),
con recambio de agua del 200 % diario y con temperatura y fotoperiodo natural. Los peces
fueron alimentados diariamente a saciedad, alternando sardina, trozos de calamar y cabezas

de camarodn, ajustando la racion al crecimiento de los peces.
6.2 Crecimiento y evaluacion de la maduracion.

Desde octubre del 2009 hasta abril del 2013 se realizaron muestreos periodicos de los

tanques para evaluar el crecimiento y la madurez sexual de los juveniles.

Para la evaluacion del crecimiento, se tomaron muestras de 60 juveniles, los cuales eran
anestesiados con eugenol a una dosis de 0.05 ml/L de agua; se registro la longitud total por
medio de un ictiometro (BMI hergom mod. R18) y el peso por medio de una balanza digital

(Torrey PCR20).

A partir del 2012, 22 peces fueron puestos en dos tanques (R1 y R3) de las mismas
caracteristicas que las mencionadas anteriormente (11 peces por tanque), equipados con un
colector adyacente de huevos de 100 L de capacidad. Los huachinangos fueron colocados
en dichos tanques a una proporcion de 3:1 (machos:hembras), a los que se les evalu6 el
estado de madurez sexual de los organismos por medio de la aplicacion de leves masajes

abdominales para la deteccion de machos con esperma fluyente y biopsias ovaricas a través
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de una canula de polietileno de 1.3 mm de didmetro interno para la identificacion de

hembras.
6.3 Fabricacion de las dietas.

Se elabord una dieta semi-humeda experimental y una dieta control con base en la dieta

fresca que se ha suministrado a los peces durante toda su vida.

La dieta se formuld con 33 % de harina de pescado “San Carlos” de Guaymas Protein
Company S.A. de C.V., 33 % de calamar fresco y 33 % de cabeza de camarodn frescay 1 %
de pre mezcla de vitaminas y minerales ROVIMIX® de DSM Nutritional Products. La
dieta experimental consistio en la dieta control adicionada con un 3% de ensilado de

microalga (Gramatophora sp.)

La microalga utilizada fue donada por el Dr. Marco Cadena Roa, de la Universidad
Auténoma de Baja California Sur; la cual, se sometié a un proceso de ensilado bioldgico
siguiendo la metodologia establecida por Ottati y Bello (1990), en donde el producto en
forma de pasta floculada se le adicion6 un sustrato (azticar 15 % peso:peso), acido sorbico
(0.25 %) como fungicida y el indculo (Lactobacilus plantarum) al 1 %. Esta mezcla se
homogenizé y dejo fermentar por 72 horas; una vez obtenido el producto se conservd como

ensilado humedo.

La dieta se elabor6 en el laboratorio de alimentos de la Universidad Auténoma de Baja
California Sur (UABCS), moliendo el calamar y la cabeza de camar6n en un molino para
carne marca Torrey Mod. MJ-22 y posteriormente se mezcld con la harina de pescado, la
pre mezcla de vitaminas y minerales y la microalga ensilada por diez minutos (para el caso
de la dieta experimental) en una mezcladora de paletas ASF mod. MZ 100. Se agregd un 8
% de alginato como agente aglutinante y se moldeo en tamafios adecuados para los

organismos.
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6.4 Disefo experimental del bioensayo.

El bioensayo se realiz6 en el laboratorio hiimedo del Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Noroeste, donde se distribuyeron 22 peces en dos tanques de 7 m’, con recambio
continuo de agua al 200 %, a temperatura ambiente y con fotoperiodo natural; a uno se le
suministro la dieta experimental y al otro tanque la dieta control, fueron alimentados ad
libitum tres veces por semana y se suspendio todo tipo de manipulacion de los organismos

para evitar trastornos reproductivos causados por estrés.
6.5 Obtencidn de desoves y evaluacién de la calidad de los huevos.

Una vez que se detectaron hembras con ovocitos vitelogénicos (= 400 um), se suspendieron
las biometrias para evitar el estrés de los reproductores y facilitar el desove. Cuando se
presentaron las puestas, los huevos fueron tomados de los colectores en cada evento de
desove y puestos en probetas graduadas de vidrio de 100 mL y valorados mediante el
método volumétrico. Se registrd el volumen de huevos obtenidos (fecundidad total), el
volumen de huevos viables y no viables, considerando a los huevos flotantes como viables

y los huevos no flotantes como no-viables, para la determinacion del porcentaje de

viabilidad.

Para evaluar la fertilizacion y la eclosion se utilizaron Unicamente huevos viables y el
procedimiento fue el siguiente: en una microplaca de ELISA de 96 pozos, previamente
llenos con agua de mar filtrada a 0.2 um y a la temperatura y salinidad de los tanques de
reproductores, se colocd un huevo por pozo mediante una pipeta de vidrio y la placa se
incubd a 25 °C por 24 horas. Las larvas eclosionadas fueron contadas bajo un microscopio

estereoscopico con lo que se estimo el porcentaje de eclosion.

Se tomaron muestras tanto de huevos como de larvas para realizar analisis bioquimicos, las
cuales fueron liofilizadas, pulverizadas y se tomd un peso aproximado de 0.02 gr de cada
una. Una vez pesadas, las muestras fueron re-hidratadas con solucion fisioldgica (1 mL de
NaCl 09 % + 0.1 g de muestra) y se les agregd una pizca de arena silica para

posteriormente ser homogeneizadas en un Homogenizador FAST-PREP por 10 segundos.
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Para la determinacion de proteinas, se utilizd una solucidon reactiva comercial de Sigma
(Solucioén de acido bicinconinico B9643 y solucion de sulfato de cobre IT C2284). Se tomd
una alicuota de 20 pL de la muestra por triplicado y se coloco en el fondo de una
microplaca (ELISA); se le agrego6 el reactivo preparado. Se incubd a 60 °C durante 15
minutos y se leyo su absorbancia en un espectofotometro de placas (Termo Multiskan

Spectrum) a 563 nm.

Para la determinacion de triglicéridos se utilizd6 una solucion reactiva comercial
GPO_Trinder (Radox), se tomo una alicuota de 20uL de solucidn reactiva, se incub6 20

minutos y se ley6 a 540 nm.

Los lipidos totales por su parte, se utilizé el método de sulfafosfovainillina segun Barnes y
Balckstock (1973). Donde una alicuota de 20 pL se coloca en tubos de vidrio, se les
agregaron 250 pL de acido sulfurico concentrado y se incubd a bafio maria a 90 °C por 10
minutos. Posteriormente, se tomaron 20 uL de cada tubo y se colocaron en el fondo de una
microplaca; se le agreg6 la solucion preparada para lipidos (sulfafosfovainillina al 0.2% en
acido sulfurico al 80 %) se dejo incubar por 40 minutos a temperatura ambiente y se tomo

la lectura en el espectofotometro de microplacas a 540 nm.

El perfil de acidos grasos en los huevos obtenidos de ambos tanques, asi como del ensilado
de microalga, se realizo extrayendo los lipidos totales de acuerdo al método de Folch et al.
(1957). Los ésteres metilicos de acidos grasos se prepararon mediante transesterificacion
catalizada por acido de los lipidos totales de acuerdo con el método de Christie (2003),
estos, se separaron y se cuantificaron por cromatografia de gas-liquido usando una columna
capilar flexible de silice fundida SPTM 2560 (100 m de longitud, diametro interno de 0,25
mm y grosor de pelicula de 0,20 mm) en un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890.
Las concentraciones individuales de acidos grasos se expresaron como porcentajes del
contenido total.

Las mediciones de huevos (Fig. 5) se realizaron por medio de fotografias tomadas con una

camara digital (cool SNAP-Pro Colour MediaCybernetics) montada sobre un microscopio
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optico (Olympus BX4). Las imagenes fueron analizadas con el programa Image-ProPlus

version 5.0 para obtener el diametro total del huevo asi como de la gota lipidica (Fig. 5).
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Figura 5. Mediciones biométricas realizadas a huevos de L. peru. DGL = Didmetro de la
gota lipidica; DH = Didmetro del huevo.

6.6 Niveles hormonales.

La extraccion de sangre, se realizd periddicamente a los reproductores en los tres tanques.
De cada organismo se extrajeron 2 ml de sangre mediante puncion caudal utilizando tubos
al vaci6 (BD Vacutainer® con EDTA. Cada una de las muestras de sangre fueron
mantenidas en frio y posteriormente centrifugada a 4.000 r.p.m. por 7 min a 4 °C para la
obtencion del plasma, el cual fue conservado a - 80 °C en un ultracongelador (Fiher
Scientific, isotemp freezer) hasta su utilizacion para la determinacioén de testosterona (T),
estradiol (E2) y 11-ketotestosterona (11-keto), mediante kits comerciales (Cayman
Chemical Co.) basados en la técnica de enzimoinmunensayo (ELISA) (estradiol, EIA kit
Cat. 582251, Testosterona EIA kit Cat. 582701 y 11-ketotestosterona EIA kit Cat. 582751),
en los tres casos, se utilizaron complejos inmunes, resultantes de la conjugacion de
anticuerpos (IgG monoclonal de conejo) y antigenos, como referencias de cuantificacion de

cada analito.
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6.7 Andlisis estadisticos.

A todos los datos obtenidos, se les realizd una prueba de Kolmogorov-Smirnoff para
comprobar la normalidad de los datos; seguido de analisis de varianza de una sola via
(ANOVA) para la comparacion de medias de las temperaturas registradas durante todo el
afo, asi como para las tallas observadas en cada biometria y los porcentajes de eclosion de
todos los desoves, enseguida, se realizaron pruebas de Duncan para determinar las

diferencias significativas entre éstas (P<0.05).

Los andlisis se realizaron utilizando el software XLSTAT version 7.5.2 para Windows
(1995-2004 Addinsoft ®) y las graficas se elaboraron con el software Sigma Plot version
11.0 para Windows (2008 Systat Software Inc. ®).

7. RESULTADOS.

7.1 Primera madurez.

Los organismo nacieron en cautiverio durante el mes de julio del 2009, a los 16 meses de
edad se llevo un registro periddico de su crecimiento, comenzando a evaluarlos en
noviembre del 2010, se registrd una talla promedio de 285.12 £ 2.7 mm y peso de 406.9 +
9.4 g. Después de 3 afios, se observd que mas del 50 % de los machos presentaban semen
fluyente (PS) durante el mes de junio del 2012, y algunas hembras presentaron ovocitos
previtelogénicos, con una talla promedio de 516.04 + 3.3 mm y peso promedio de 2,274.7 +
59.18 g, la primera madurez sexual (PM) se presentd el mes de junio del 2013, con una
talla promedio de 569.0 + 5.0 mm y un peso promedio de 3,193.4 + 128.18g. En este
estudio se utilizaron 22 ejemplares de L. peru, en proporcion de sexos 1:3
(hembras:machos); la dominancia de los machos, es un fenomeno regular en lutjanidos
(Grimes, 1987) y asi lo reporta Rocha-Olivares y Gomez-Mufioz (1993) para la bahia de La

Paz (1:0.84 M:H), en ésta misma especie, por lo que mantener esta dominancia, fue
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fundamental para la obtencion de desoves espontaneos sin necesidad de ningun tipo de

induccién quimica o fisica (Fig. 6).
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Figura 6. Ganancia en peso y talla de L. peru nacidos en cautiverio en el CIBNOR, las
distintas letras, indican las diferencias significativas (P <0.05) entre cada muestreo, donde
PS= Presencia de semen y PM= Primera madurez, en el eje X se indica el mes y el afio en
el que se realizé cada biometria.

Se monitorearon diariamente la temperatura de los estanques, mientras que los datos del
fotoperiodo, se obtuvieron en la pagina:

http://aa.usno.navy.mil/data/docs/Dur_OneYear.php (Fig. 6); logrando observar que el

inicio de los desoves coincide con el mes de mayor incidencia de horas luz (junio-13.36
horas luz) asi como en el inicio del aumento de la temperatura en los estanques (24.81+1.4
°C); de manera inversa, el fin de los desoves (25 de noviembre), coincide con el descenso

de la temperatura y horas luz (21.2 £ 1.5 °C y 10.5 horas luz).



Temperatura (°C)

28

26

24 4

22 4

20 A

18

L)
== Tem[;‘eratura
— Horag luz

[ 2 A—

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Meses

14.0

13.5

13.0

30

Horas luz/dia

Figura 7. Variacion mensual en la temperatura del agua y en el fotoperiodo de los
estanques del laboratorio humedo del CIBNOR, las lineas punteadas, indican el inicio y
final de los desoves en 2013. Las distintas letras indican las diferencias significativas (P
<0.05) entre las temperaturas registradas.

El primer desove, se obtuvo al cuarto afio de vida con un peso promedio de 2,829 = 80.9 g

y 452434 mm de longitud, el dia 23 de junio de 2013; durante esa temporada (23 junio al

25 de noviembre del 2013), se observo una mayor cantidad de huevos, durante el mes de

julio (585 ml) y la menor cantidad de huevos en el mes de agosto (157 ml) (Fig. 8). Los

mayores porcentajes de eclosion, se presentan en los meses de junio y julio (85% y 84%

respectivamente), en agosto, el porcentaje de eclosion se reduce significativamente a un

54%.
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Figura 8. Volumen y porcentaje de eclosion de huevos obtenidos de los desoves naturales
de L. peru nacidos en cautiverio en 2013, las diferentes letras, indican las diferencias
significativas (P <0.05) entre los porcentajes de eclosion de cada mes.

Se obtuvieron un total de 55 desoves desde el 23 de junio al 25 de noviembre del 2013, el
tamafio de los huevos es similar durante casi toda la temporada de desove, siendo los
huevos del mes de julio los de mayor didmetro (793.9 + 1.06 um) y en noviembre los mas
pequefios, (783.3 £ 1.8 um). El tamafio de la gota lipidica mostré su menor diametro en el
mes de junio (131.4 + 2.8 um) y esta fue incrementando progresivamente hasta alcanzar
mayor didmetro durante el mes de septiembre (137.6 = 0.6um) y disminuyendo

significativamente en el mes de noviembre (129.0 + 0.19 um) (Fig. 9).

% de eclosion
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Figura 9. Diametro de los huevos y de la gota lipidica de los desoves obtenidos en 2013 de
L. peru nacidos en cautiverio en las instalaciones del laboratorio humedo del CIBNOR, las
diferentes letras, indican las diferencias significativas (P <0.05) entre cada mes.

Los valores bioquimicos en los huevos (proteinas, lipidos y triglicéridos), se mantiene
constantes casi toda la temporada, observando un ligero aumento en las concentraciones de
proteinas (341.2 + 45 mg/g) y lipidos (133.1 + 16 mg/g) durante el mes de septiembre,
seguido de una marcada disminucién en todos los pardmetros durante el mes de octubre; los
triglicéridos por su parte, se presentan en la menor concentracion de los tres metabolitos,
con un maximo en su concentracion el mes de noviembre (123.5 + 14 mg/g) y la menor

concentracion se observa el mes de octubre (54.8 + 13 mg/g) (Fig. 10).
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Figura 10. Valores bioquimicos de huevos de juveniles de huachinango L. peru, nacidos en
las instalaciones del laboratorio humedo del CIBNOR en 2009, las diferencias letras,
indican las diferencias significativas (P <0.05) de las concentraciones entre cada mes.

Los niveles hormonales de estradiol (0.9 + 0.18), testosterona (13.14 + 2.06) y 11-keto-
testosterona (39.88 + 3.8) en plasma sanguineo de los organismos, mostraron valores bajos
durante el mes de septiembre del 2011, observandose un incremento progresivo en los afios
siguientes hasta alcanzar valores maximos en enero de 2013 y manteniendo niveles altos en

fechas posteriores (Fig. 11).
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Figura 11. Niveles hormonales en plasma en juveniles de huachinango L. peru, nacidos
en las instalaciones del laboratorio himedo del CIBNOR en 2009, las diferencias letras,
indican las diferencias significativas (P <0.05) de las concentraciones entre cada muestreo.

7.2 Manejo nutricional.

No se encontraron diferencias significativas en los parametros bromatologicos entre la dieta
control y la dieta experimental (Tabla II); en ambos casos, existe una clara dominancia de
las proteinas. El calamar, es el ingrediente que aporta mayor cantidad de proteinas en la
dieta (83.4 + 0.28), mientras que la cabeza de camardn es el principal ingrediente que

aporta lipidos (14.09 = 0.27).
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Tabla II. Analisis proximales de los ingredientes, dieta control y dieta experimental,
expresados en porcentaje.

Muestra Microalga Cabeza de Harina de Calamar Dieta Dieta
(%) ensilada camarén pescado control experimental

Humedad  884+031 745+038 536+020 775043 53.6+024" 542+027°
Proteina 6.09+£0.03 49.6+0.19 574+026 83.4+028 604+027° 59.5+0.25°
Lipidos 207£0.14  14.09+027 113+022 0524003 12.6+£0.16° 12.98+0.20°

Cenizas 47194027 1647+0.23 19.0+028 646+0.12 17.7+0.22* 18.19+0.25"

Las distintas letras, indican las diferencias significativas (P<0.05) entre ambas dietas.

Los desoves obtenidos en ambos tanques, presentan un patrén similar en los volimenes
mensuales, siendo el segundo mes (junio) el que presenta el mayor volumen de huevos
obtenidos con 1980 mL para los peces sometidos a la dieta control (R1) y 1685 mL para los
peces sometidos a la dieta experimental (R3), mientras que el primer mes (mayo) de la
temporada, es el mes en el que se obtiene el menor nimero de huevos con 320 mL para R1
y 265 mL para R3. Los porcentajes de eclosion entre ambos tanques, presentan diferencias
significativas (P<0.05), ya que en el tanque sometido a la dieta control, se observan
variaciones mensuales en dichos porcentajes, iniciando el porcentaje mas bajo durante el
primer mes de la temporada (39+5%), que se incrementa a su nivel mas alto durante junio
(64.8+7.2%) y finalmente desciende a un 49 y 52% en julio y agosto respectivamente; caso
contrario, el tanque sometido a la dieta experimental, mantiene sin diferencias significativas
(P <0.05) los porcentajes de eclosion durante toda la temporada, incluso aumenta de un
634+9.4% al inicio de la temporada para cerrar con un 77 + 8.2 % el ultimo mes de desoves

(Fig. 12).



36

2500 5 90
B L Viables R1
mL Viables R3
5 o S etosin B - 80
é =00 —O— °/: eclosion R3
— a
7] .
o I- - 70 g
% 1500 - :.;%4 E
—Z 1000 4 E:% =
& % L 50 X
=
S 500 - % .
n .
0 _ - 30
Mayo Junio Julio Agosto
Meses

Figura 12. Desoves naturales de huachinangos del pacifico, obtenido en 2014 de dos
tanques sometidos a una dieta experimental (R1) y una dieta control (R3), las diferentes
letras, indican las diferencias significativas (P<0.05) entre los porcentajes de eclosion.

El tamafio de la gota lipidica, no presentd diferencias entre ambos tratamientos, registrando
los menores diametros durante el primer mes de desoves (mayo) con 124.19 £+ 2.8 um para
R1y 118.2 £4.2 um para R3; seguido de un incremento paulatino hasta alcanzar el mayor
diametro en ambos tratamientos durante el mes de agosto (136.6 £ 0.6 y 136.5 = 1.6um
respectivamente) (Fig. 13).

En el tamafio del huevo, se observa una notable diferencia en el tanque sometido a la dieta
control, en el que se observo una serie de fluctuaciones en el didmetro del huevo durante la
temporada de desoves, oscilando entre el menor diametro (776.6 + 3.8um) en mes de mayo

y el mayor durante el mes de agosto (792 £+ 0.8 um); mientras que en el tanque sometido a
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la dieta experimental, el didametro del huevo, no presenta diferencias significativas (P<0.05)
durante toda la temporada siendo el mes de junio, el mes en que se alcanza el maximo

diametro de huevos (793.97 + 1.06um).
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Figura 13. Promedios =+ error estandar del tamafo de huevo y de gota lipidica de huevos
obtenidos de peces sometidos a una dieta experimental (R1) y a una dieta control (R3), las
diferentes letras, indican las diferencias significativas (P <0.05) entre el tamafio del huevo y
de la gota lipidica.
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El perfil de acidos grasos (Tabla III), revela que no existen diferencias significativas en la

concentracion de acidos grasos entre los huevos obtenidos en ambos tanques; asi mismo, se

observa una clara dominancia del 4cido docosahexanoico (DHA) en comparacion con otros

acidos grasos de importancia como el EPA y el ARA y una clara dominancia de acidos

grasos poliinsaturados (PUFA) de la serie n-3; el ensilado de la microalga por su parte,

muestra una clara dominancia de EPA sobre DHA y ausencia de ARA.

Tabla III. Perfil de acidos grasos de los huevos obtenidos de peces sometidos a una dieta
experimental (R1) y una dieta control (R3).

mgAG/g tejido Dieta experimental  Dieta control  Microalga
Total saturated 14.53+3.09° 14.57+6.65° 34.97
Total monounsaturated 9.36+2.05° 9.32+4.36" 36.67
20:4n-6 (ARA) 0.69+0.15* 0.67+0.32° 0.00
Total n-6 PUFA 2.00+0.41° 1.96+0.93" 7.93
20:5n-3 (EPA) 3.29+1.64° 3.02+1.87* 16.61
22:6n-3(DHA) 9.41+2.45" 10.08+4.92° 2.83
Total n-3 PUFA 13.97+4.13° 14.39+7.13° 19.44
Total PUFA 15.96+4.34° 16.35+7.93° 28.36
EPA/DHA 0.35+0.14° 0.29+0.10° 5.86
ARA/EPA 0.25+0.10° 0.27+0.10" 0.00

Las diferentes letras indican las diferencias significativas (P<0.05) entre cada tratamiento.ARA=Acido araquidénico;
PUFA= Acidos grasos poliinsaturados; EPA= Acido eicosapentanoico; DHA=Acido docosahexanoico.
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8. DISCUSION.
8.1 Primera madurez.

Los peces en cautiverio, a menudo presentan una maduraciéon temprana, dado la
disponibilidad constante de alimento, asi como la eliminacidén de presiones por depredacion
y pesca (Svasand et al., 1996). Sin embargo, en poblaciones silvestres, sometidas a
explotacion, de igual forma, se ha observado una notable disminucion tanto de la edad
como la talla de la primera madurez, como es el caso del bacalao (Gadus morhua) (Chen y
Mello, 1999), el arenque (Clupea harengus) (Engelhard y Heino, 2004) y el salmon
(Oncorhynchus keta) (Morita et al., 2005; Garcia de Leaniz et al., 2007), como una
respuesta fenotipica a las presiones del medio. Por otro lado, algunas especies como la
anguila europea (Anguilla anguilla L.) no alcanzan la primera madurez sexual en
cautiverio, muy probablemente debido a la falta de estimulos y de condiciones apropiadas,
para la natacion a largo plazo (Dufour et al., 2005; Van Ginneken et al., 2005). Lo que
plantea un desafio en acuicultura, debido a que tales respuestas fenotipicas pueden
enmascarar la variabilidad en la edad y el tamafio en la maduracion, y hacer que sea mas

dificil seleccionar para fines de madurez.

Todos los trabajos realizados con L. peru sobre la edad y el tamafio en el momento de la
pubertad se basan en el examen de las poblaciones naturales, (Ruiz-Luna et al., 1985; Cruz-
Romero et al., 1991; Santamaria et al., 2003; Rojas et al., 2004; Gallardo-Cabello et al.,
2010), utilizando métodos indirectos como la lectura de escamas y otolitos, frecuencia de
tallas y la observacion de las gonadas mediante métodos histologicos (Ruiz-Luna et al.,
1985; Cruz-Romero et al., 1991; Rojas-Herrera, 2001; Santamaria-Miranda et al., 2003;
Gallardo-Cabello et al., 2010); por lo que es dificil establecer en qué medida la variacion en
la edad y el tamafio en la pubertad es de origen genotipico o fenotipico, aunque por otro
lado, una serie de estudios experimentales han demostrado una gran variacion fenotipica en
edad y tamafio al momento de la pubertad en otras especies marinas que se cultivan
actualmente (Bromage et al., 2001); por ejemplo la lubina (Rodriguez et al., 2001), el
besugo (Matic- Skoko et al., 2007), el rodaballo (Imsland et al., 1997), el atin rojo
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(Fromentin y Powers, 2005), el bacalao del Atlantico (Olsen et al., 2005; Karlsen et al.,
2006) vy el lenguado (Mollet et al., 2007).

Hasta 2009, no se contaba con ningun lote de huachinangos nacidos en cautiverio, por lo
que el principal aporte de este estudio radica, en que al ser la primera generacion esta
especie nacida en cautiverio, se conoce con exactitud la edad de los organismos al alcanzar
la edad de primera madurez; sin embargo, las condiciones controladas del cautiverio
influyen fuertemente en el desarrollo de los organismos, por lo que las estimaciones no son
directamente comparables a los estudios realizados con organismos silvestres, donde se han
reportado longitudes totales de primera madurez que van de los 222 mm (Cruz-Romero et
al., 1991) a los 295 mm (Santamaria-Miranda et al., 2003) con tres afios de edad; mientras
que en cautiverio el periodo de pubertad se alcanz6 al cuarto afio de vida (23 junio de
2013), con un peso promedio de 2 829 + 80.9 g y una longitud total promedio de 452 + 34
mm,; tal retraso se puede atribuir tanto a las condiciones de cautiverio como al efecto de la
dieta, que en ambos casos difiere sensiblemente de las que los organismos pueden
encontrar en estado silvestre, sin embargo, nuestros resultados, permiten sentar las bases
para los protocolos de maduracion en cautiverio de esta especie.

Si bien se detectaron los primeros machos fluyentes y hembras previtelogénicas a los 3
afnos de edad con un peso promedio de 1 467 + 0.38 g y una talla promedio de 452 + 34
mm; no se obtuvieron desoves durante ese afio, ya que se sabe que para que un pez alcance
la madurez plena, debe de incluir un aumento de la secrecion de esteroides sexuales, la
maduracion y funcionamiento completo de la gonada (Ojeda et al., 2006); y dado que en
este sentido, los peces presentaban signos de madurez, no lograron reproducirse hasta el
cuarto afio de vida, cuando se llevo a cabo la activacion plena del sistema neuroendocrino;
los cuales, dependen de otros factores ademas de la edad, uno de los més ampliamente
estudiados, son los estimulos ambientales.

Los parametros ambientales, tales como fotoperiodo y temperatura, influyen fuertemente en
los ciclos de vida de los peces, modulando su fisiologia, comportamiento, peso corporal,
ingesta de alimento, actividad motora, inmunidad y reproduccion (Bowden et al., 2007); sin
embargo, Bromage et al. (2001) aseguran que en las regiones tropicales y subtropicales,

donde las variaciones estacionales de fotoperiodo y temperatura son relativamente
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pequefias, estos dos parametros pueden ser permisivos en la modulaciéon de los eventos
reproductivos; por ello, la temporada de desove de esta especie, ha sido reportada por
algunos autores dividida en un amplio margen estacional: mayo-junio y noviembre-
diciembre (Espino-Barr et al., 2006), marzo-mayo y septiembre-diciembre (Rojas-Herrera,
2001), marzo y agosto-septiembre (Santamaria-Miranda et al., 2003), mientras que autores
como Ruiz et al. (1982); Aguilar (1986) y Ochoa et al., (1991), reportan que esta especie,
tiene un solo momento reproductivo en el afio asociado a un incremento en la temperatura
superficial de agua y el inicio de la temporada de lluvias; lo que se asemeja mas a lo
observado en este estudio, donde solo se presenta una temporada ininterrumpida que se
extiende de junio a noviembre, coincidiendo el inicio de los desoves, con el aumento de la
temperatura en los tanques y el niimero de horas luz, y finaliza cuando disminuye tanto la
temperatura como el fotoperiodo. Esto sugiere que si bien las variaciones ambientales en
las regiones tropicales son minimas, los huachinangos son capaces de responder de distintas
maneras, en funcion de los parametros ambientales de cada zona; esto pudiera explicar que
se reporten distintos maximos reproductivos a lo largo del afio, dependiendo de la region
donde se realice cada estudio. Actualmente se ha podido establecer que el inicio de la
pubertad se caracteriza por una activacion del eje cerebro-hipofisis gonada probablemente
mediada por los pardmetros ambientales externos a mas de los genéticos propia de la
especie en cuestion. Sin embargo, los mecanismos enddcrinos y moleculares involucrados
en el proceso de la pubertad y la influencia de las condiciones ambientales no estan bien
conocidas en los peces y menos en el huachinango que presenta una reproduccion
asincronica con varios maximos a lo largo del afio. Recientemente (Espigares et al., 2017)
demostraron que diferentes fotoperiodos aplicados a un teledsteo marino, fueron capaces de
dirigir los niveles de expresion de algunos péptidos cerebrales (kisspeptinas, GnRHs),
gonadotrofinas (Fsh) y esteroides sexuales (11-KT) alterando la época de puestas. El haber
podido acotar en este estudio algunos parametros ambientales como el fotoperiodo y la
temperatura al momento del inicio de la pubertad y conocer su biologia reproductora, abre
muchas posibilidades de efectuar estudios posteriores del control ambiental de la pubertad

de esta especie.
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Los huevos obtenidos durante la primera madurez, presentaron porcentajes de eclosion
bajos en comparacién con reportes para esta misma especie de hasta 95% de eclosion
(Estrada-Godinez et al., 2015), sin embargo se trataba de organismos silvestres, lo que
puede determinar tal diferencia; en otros trabajos, los peces de origen silvestre, fueron
sometidos a un periodo de cautiverio y luego estimulados al desove mediante induccion
hormonal; con esto, los porcentajes de eclosion disminuyen a un 88% (Pintos-Teran et al.,
2003) y hasta un 70% (Moguel-Hernandez et al., 2013); algo mas cercano a los porcentajes
de eclosion observados en este trabajo.

El tamafio de los huevos, por su parte, es otro criterio de calidad ampliamente reconocido,
es facil de cuantificar y refleja la cantidad de recursos que las madres invierten en la
descendencia; las imagenes digitalizadas y las mediciones asistidas por computadora
arrojan una determinacion confiable (Lahnsteiner y Patarnello, 2005). Mansour et al.
(2008) encontraron una correlacion positiva entre el tamafio del huevo y la tasa de
fecundidad. En este trabajo, se observo que el tamafio del huevo, se mantiene constante
durante casi toda la temporada reproductiva, solo en el Gltimo mes de desoves (Fig. 9) el
tamafio del huevo disminuye significativamente; lo que coincide con lo observado por
Lavens et al. (1999) para el rodaballo, quien demuestra que conforme la temporada de
reproductiva avanza, el tamafio del huevo disminuye y con ello disminuyen también el
porcentaje de fecundacion y eclosion en los desoves; lo que demuestra que la calidad de los
desoves de huachinango del pacifico, pueden evaluarse en funcion de las medidas
morfométricas del huevo.

La embriogénesis y el desarrollo larvario son procesos largos que requieren un alto aporte
de nutrientes y energia de las reservas contenidas en el huevo; estos, regulan la homeostasis
y el desarrollo de las larvas durante la fase lecitotréfica; su composicion bioquimica es
especifica de cada especie, varia tanto cualitativa como cuantitativamente. (Dayal et al.,
2003; Cejas et al., 2004; Kamler, 2005). Se sabe que el turbot (S. maximus) cataboliza
proteinas y carbohidratos exclusivamente (Planas et al., 1989), mientras que la de trucha
(Oncorhynchus mykiss) utiliza proteinas, lipidos y carbohidratos para satisfacer sus

necesidades energéticas (Boulekbache, 1981). Durante el presente trabajo se observa una
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marcada dominancia de las proteinas sobre los lipidos y triglicéridos; lo que difiere de
reportes con otras especies de peces marinos, como turbot (Scophthalmus maximus) o la
cobia (Rachycentron canadum) donde la concentracion de lipidos en el huevo, supera por
mucho a la de proteinas (Yudong et al., 2014; Faulk y Holt, 2008), los que se puede deber a
las diferencias ente las condiciones de temperatura y régimen nutricional; sin embargo, el
contenido de lipidos se encuentre dentro de lo observado por otros autores que va del 11 al
35% (Vetter et al., 1983; Ostrowski y Divakaran, 1991; Sargent, 1995; Dayal et al., 2003;
Samace et al., 2009); ademas que Moguel et al. (2013) describen la relacion que existe
entre algunos metabolitos de origen proteico y el porcentaje de supervivencia para esta
misma especie; por lo que la dominancia de proteinas sobre lipidos, no necesariamente es
un aporte deficiente en la dieta.

Por su parte las hormonas tienen un papel importante en la regulacién del comportamiento
reproductivo de los peces; entre estas, los esteroides sexuales son los responsables de la
activacion de la hipéfisis y el cerebro que conduce a la aparicion de la pubertad (Schulz y
Goos, 1999). Hasta la fecha, se han logrado desoves naturales de algunos Lutjanidos
(Martinez-Lagos, 2003; Leu et al., 2003; Papanikos et al., 2008; Phelps et al., 2009), sin
que se tenga registro de los niveles hormonales en sangre al momento de los desoves. Para
el caso especifico del huachinango del pacifico, se han realizado estudios de inducciéon
hormonal, aunque no con los resultados deseados, la manipulacion excesiva y lo invasivo
de la induccion hormonal, puede provocar la muerte de los organismos (Dumas et al.,
2003).

Las variaciones en las concentraciones plasmaticas de hormonas, se han reportado en
algunas especies marinas como Sparus aurata y Dicentrarchus labrax, donde es comun
encontrar picos en la concentracion de esteroides sexuales a mitad del periodo de desoves,
para ir descendiendo, conforme avanza la temporada reproductiva (Rodriguez et al., 2001;
Navas et al., 2004); ademas, se sabe que el momento en que un pez alcanza la pubertad,
incluye un aumento de la secrecion de esteroides sexuales, la maduracion y funcionamiento
completo de la gonada (Ojeda et al., 2006); lo que podria explicar el aumento observado

durante el mes de marzo (Fig. 11), fecha proxima al inicio de la temporada de desoves.
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Dentro del grupo de hormonas analizadas, la testosterona, resulta clave, ya que se trata de
un precursor de la 11-KT, por lo que el incremento observado en los niveles plasmaticos de
testosterona, coincide con las tendencias observadas en otras especies de peces marinos;
donde los niveles de esta hormona aumentan durante la espermatogénesis y disminuyen
antes o durante el periodo de espermiacion para el caso de machos; mientras que en las
hembras, la testosterona es convertida a estradiol, que estimula la sintesis hepatica de
vitelogenina, que es transportada al ovario para ser incorporado a los ovocitos en
crecimiento (Nagahama, 1994; Valdebenito, 2008; Schulz et al., 2010). Mas recientemente,
Molés et al. (2011) y Molés et al. (2012.) observaron un prominente pico de la FSH junto
con la evolucion paralela de la 11 KT, el principal esteroide de los peces macho, durante la
fase proliferativa de la lubina. Mas tarde, Mazon et al. (2014), en esta misma especie
demostraron experimentalmente que efectivamente la FSH dispara la proliferacion
espermatica hasta su entra en meiosis, demostrando el papel fundamental que tienen estas

hormonas en el inicio de la pubertad de los peces.

8.2 Manejo nutricional.

El huachinangos del pacifico, es una especie que acepta facilmente el alimento natural tal
como calamar, camarén y sardina; pero también pueden adaptarse a dietas artificiales, que
son menos caras y mds convenientes para usarse. Esta aceptacion de las dietas artificiales
por los organismos es lo que nos ha permitido investigar algunos aspectos nutricionales que

pueden influir en la produccion en laboratorio.

La dieta adecuada para promover la maduracion gonadal, son los alimento congelados de
alta calidad, por lo que la mayoria de los esfuerzos, se enfocan en enriquecer las dietas con
derivados marinos frescos tales como calamar, camarones, krill y peces aceitosos,
obteniendo buenos resultados en el proceso de maduracion (Harvey y Carolsfeld, 1993).
Sin embargo Liao et al. (2001) sugieren que suministrar alimentos no-procesados, no
aportan los niveles adecuados de nutrientes, ademas de incrementar el riesgo de transmision

de enfermedades (bacterias y virus) y parasitos. Aunado a esto, el periodo de desove,
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implica un aumento en los requerimientos nutricionales tales como PUFAS n-3 en
particular EPA y DHA (Alvaresz-Lajonchere, 2006); en el huachinango, no existen
evaluaciones de dietas exclusivas para reproductores; inicamente se ha evaluado el efecto
del fotoperiodo y la temperatura sobre la calidad de los desoves (Pelcastre-Campos, 2006);
aunque la influencia de los parametros ambientales sobre la calidad de los desoves, es un
factor determinante, no se debe dejar de lado la evaluacion del efecto de la dieta sobre los

desoves de esta especie.

La microalgas marinas, representan una oportunidad poco explorada de descubrir nuevos
compuestos con propiedades inmunoestimulantes, antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales y metabodlicas (Guedes et al. 2011). Sin embargo, los trabajos
que evaluan el efecto de las dietas sobre el proceso reproductivo de peces marinos, se
realizaron probando unicamente distintas concentraciones de proteinas, carbohidratos y
lipidos (Cerda et al., 1994; Carrillo et al., 2000; Izquierdo et al., 2001, Gisbert et al., 2008;
Sangsawangchote et al., 2010; Rodriguez-Barreto et al., 2014; Izquierdo et al., 2015;
Lemahieu et al., 2015) y en todos los casos, se ha demostrado que las dietas son capaces de

modular el proceso reproductivo.

Por ello, la importancia de evaluar el efecto que produce el uso de microalgas, sobre el
desempetio reproductivo de peces marinos; recientemente se han estimado los beneficios de
incluir los piensos con algunas microalgas marinas sobre el sistema inmune en dorada
(Reyes-Becerril et al., 2013), encontrando que es posible alcanzar un efecto benéfico sobre
parametros inmunoldgicos (peroxidasa, fagocitosis y actividad del complemento) de los
peces, asi como la expresion positiva de algunos genes asociados a procesos inflamatorios,
a través de la dieta; los resultados, sin embargo, solo mencionan que dicho efecto puede ser

atribuido a una serie, de compuestos bioldgicamente activos, sin especificar a cuales.

La utilizacion en este experimento de la microalga como aditivo, realmente, no afecta los
parametros bromatologicos de las dietas, sin embargo, el desempefio reproductivo de los
peces, sometidos a la dieta enriquecida, se ve favorecido, lo que se puede atribuir al aporte

extra de PUFAS, especialmente, EPA; al igual que en lo observado por Fernandez-Palacios
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et al. (1995, 1997), quienes evaluaron el efecto de distintos valores de proteinas y lipidos
sobre el desempefio reproductivo de dorada (Sparus aurata), encontrando que los
porcentajes de huevos viables y malformaciones en el huevo, no dependen del porcentaje
de inclusion de lipidos o proteinas, si no dé el origen de los lipidos, ya que las dietas, que
por su origen lipidico, contienen mayor concentracion de PUFAs n-3, difieren

significativamente de las dietas con PUFAs n-6 (Sargent et al., 1999).

En términos generales, los acidos grasos poliinsaturados de mas de 20 carbonos, de la serie
n-3 particularmente EPA y DHA, son los principales productores de eicosanoides en peces,
los cuales son compuestos altamente activos, que se producen en respuesta a situaciones
estresantes por casi todos los tejidos del cuerpo (Izquierdo et al., 2001) y se relacionan
positivamente con el porcentaje de huevos viables en los desoves, ademas de estar
implicados en funciones cardiovasculares como la coagulacion de la sangre y la respuesta
inflamatoria de los reproductores; lo que supone que el aporte extra de acidos grasos de la
serie n-3 provenientes de las microalgas, pudieron favorecer la capacidad de enfrentar de
mejor manera el estrés y desgaste propio del proceso reproductivo. Sorbera et al. (2001)
reconocen que a menudo, el estudio de los acidos grasos, se aborda solamente desde un
punto de vista energético, relegando la evidencia del rol que tienen los acidos grasos
poliinsaturados y sus metabolitos, sobre funciones inmunitarias y reproductivas; ellos
demostraron la importancia del acido araquidonico en la maduraciéon de ovocitos de la
lubina europea (Dicentrarchus labrax) y sugieren que otros PUFAs pueden desempeiiar
papeles importantes en el proceso reproductivo de peces marinos.

Este trabajo, expone, la posibilidad de modular el proceso reproductivo a través de la dieta;
muestra de ello, se observo en la variaciéon de tamafio del huevo entre los tratamientos
durante el experimento (Fig. 13); donde el tamafio del huevo de los peces sometidos a la
dieta adicionada con la microalga, resulta mayor; ademas de no presentar variaciones
significativas durante toda la temporada de desoves; esto, coincide con lo descrito por
Segers et al. (2012), quienes realizaron un estudio con Simochromis pleurospilus, y
lograron encontrar evidencia de la existencia de un vinculo entre el tamafio del huevo y la

expresion génica, asi como los ajustes adaptativos maternos como es la reduccion o
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aumento del tamafio del huevo; encontrando evidencias que sugieren una correlacion
directamente proporcional entre el tamafio del huevo y el potencial de desarrollo de la
descendencia.

La importancia de la transferencia materna radica en la posibilidad de controlar a través de
los reproductores la calidad de los desoves; y cuando se trata de reproductores, sin duda, los
lipidos son el grupos de nutrientes que mayor atenciéon merecen, ya que juegan un papel
clave en el desarrollo gonadico; y es que la utilizacion de un alimento deficiente en acidos
grasos esenciales para reproductores de Pagrus major, provoco un reducido porcentaje de
eclosion y un incremento en malformaciones del cuerpo (Fernandez-Palacios et al., 1995).
Por lo que las diferencias observadas en los porcentajes de eclosion entre ambos
tratamientos demuestran la posibilidad de modificar el desempefio reproductivo del
huachinango del pacifico mediante la utilizacion de microalgas como aditivo en dietas

formuladas.
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9. CONCLUSIONES.

1)

2)

3)

4)

5)

El huachinango del Pacifico en cautiverio, logra reproducirse por primera vez al
cuarto afio de vida; aunque para el caso de los machos, se pudo detectar, casos de
madurez precoz durante el tercer afio. Los pardmetros morfoldgicos del peso y talla
al cual alcanzan la pubertad es de 516.04 = 3.3 mm vy 2,274.7 = 59.18 g para
machos y 569 £ 5 mm y 3,193.4 + 128.18¢g para las hembras. El saber que los
machos alcanzan la pubertad un afo antes que las hembras tiene especial relevancia,
asi como el tamafio que alcanzan al inicio de la pubertad.

El volumen de huevos obtenido durante la pubertad es muy inferior (1,532 mL) al
obtenido por las mismas hembras durante la segunda temporada de desoves (6,478
mL). Otros parametros que se determinaron durante la pubertad del huachinango
fueron el tamano del huevo y de la gota lipidica, el indice de viabilidad
(flotabilidad) y las tasas de eclosion que permitirdn caracterizar las técticas
reproductoras de esta especie durante la pubertad y que ademds servirian de
referencia para evaluar posibles diferencias que podrian provocar diversos
tratamientos experimentales.

Se determin6 una sola temporada reproductiva al afio, en verano-otoflo que inicia
cuando la temperatura del agua alcanza los 24 °C y 13 horas luz; y termina con el
descenso de la temperatura y una reduccion en las horas luz/dia.

Con los valores hormonales determinados al momento de la pubertad, es posible
establecer los valores criticos que debe alcanzar esta especie para poder iniciar y
culminar el proceso reproductor. Valores inferiores no iniciarian el proceso
reproductivo de la pubertad.

La adicion de la microalga Grammatophora sp., no tuvo efecto sobre la fecundidad,
sin embargo si provocd un aumento en el tamafio de los huevos y unas tasas mas

elevadas de eclosion, mejorando significativamente el rendimiento reproductivo.
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