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Resumen

La temperatura es el factor principal que influye en el proceso de desarrollo durante la ontogenia de los
peces y tiene un efecto directo en la utilizacidn y renovacion de energia (ATP), en donde los embriones y
larvas mantienen un balance energético celular (carga energética adenilica: CEA). Sin embargo, pocos
estudios se han realizado comparando temperaturas constantes y fluctuantes de incubacidn, y se
desconoce la respuesta energética durante los estadios de desarrollo tempranos. Seriola rivoliana es una
especie emergente para la diversificacion de la acuicultura marina en todo el mundo. Como objetivo
general, se evalué el efecto de la temperatura constante (20, 22, 24, 26, 28 y 30°C) y oscilante (entre 21y
29°C) en el desarrollo y metabolismo energético de esta especie en el periodo de alimentacién enddgena.
El rango viable de eclosidén se obtuvo entre 20 y 28°C con una supervivencia mayor al 70%. Durante la
embriogénesis, se observé un incremento gradual y significativo de ATP, en donde la CEA no fue
influenciada por ningun régimen de temperatura y se mantuvo en niveles de alta viabilidad energética.
Ademas, se observaron pocas variaciones en el contenido por individuo en proteinas, lipidos,
carbohidratos, con excepto de los triacilglicéridos que fueron un combustible critico durante la eclosion.
Las larvas recién eclosionadas tuvieron una longitud total significativamente mayor en 22 y 24°C, y en la
apertura de la boca entre los 20 y 24°C, en donde se observd una mayor disponibilidad de lipidos
provenientes de la gota de aceite. Los tratamientos oscilantes reflejaron lo observado a temperaturas
constantes mas altas (26 a 30°C), en donde no existié un patron morfolégico definido y fueron desove-
especificos. Sin embargo, la oscilacién inicial ascendente tuvo una mayor supervivencia larval a la apertura
de boca en comparacién con 28°C y a la oscilacién inicial descendente. El crecimiento de la cabeza con
respecto a la longitud total fue dptimo a 26°C y se observd una mayor incidencia y severidad del edema
en vitelo a la apertura de boca entre 20 y 26°C, mientras que a 28°C y en los tratamientos oscilantes
disminuyd. Lo anterior sugirié la elevacién progresiva de la temperatura después de la eclosion de 22-24°C
a 26°C. Se concluye que el jurel S. rivoliana tiene una gran plasticidad y capacidad de adaptacion a la
temperatura durante la embriogénesis y el desarrollo larvario temprano.
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Summary

Temperature is the main factor that influences the development process during fish ontogeny and has a
direct effect on the use and renewal of energy (ATP), where embryos and larvae maintain a cellular energy
balance (adenylate energy charge: AEC). However, few studies have been performed comparing constant
and fluctuating incubation temperatures, and the energetic response during early developmental stages
is unknown. Seriola rivoliana is an emerging species for the diversification of marine aquaculture
throughout the world. As a general objective, the effect of constant temperature (20, 22, 24, 26, 28 and
30°C) and oscillating temperature (between 21 and 29°C) on the development and energy metabolism of
this species was evaluated during the period of endogenous feeding. The viable hatching range was
obtained between 20 and 28°C with a survival greater than 70%. During embryogenesis, a gradual and
significant increase in ATP was observed, where AEC was not influenced by any temperature regime and
remained at levels of high energetic viability. In addition, few variations were observed in the content per
individual in proteins, lipids, carbohydrates, with the exception of triacylglicerides, which were a critical
fuel during hatching. Newly hatched larvae had a significantly greater total length at 22 and 24°C, and at
mouth opening between 20 and 24°C, where a greater availability of lipids from the oil drop was observed.
The oscillating treatments reflected what was observed at constant higher temperatures (26 to 30°C),
where there was no defined morphological pattern and they were spawning-specific. However, the initial
upward oscillation had a higher larval survival at mouth opening compared to 28°C and the initial
downward oscillation. Head growth with respect to total length was optimal at 26°C and a higher incidence
and severity of yolk edema was observed at mouth opening between 20 and 26°C, while at 28°C and in
oscillating treatments decreased. This suggested the progressive rise in temperature after hatching from
22-24°Cto 26°C. Itis concluded that the longfin yellowtail S. rivoliana has a great plasticity and adaptability
to temperature during embryogenesis and the early larval development.
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1. INTRODUCCION

En general, el incremento en la produccién en la acuicultura de peces marinos se ve limitado por
la crianza de juveniles para el cultivo, ya que las primeras etapas de vida son las mas dificiles de
cultivar (Holt, 2002), especialmente los primeros dias de alimentacidon en donde la supervivencia
es altamente variable dependiendo de la especie, la calidad del desove y los procedimientos de

crianza (Yufera y Darias, 2007; Hu et al., 2018).

La etapa de alimentacion enddgena es el periodo desde la fertilizacion del huevo hasta el inicio
de la alimentacién exdgena. Durante este periodo los individuos sustentan todas sus necesidades
fisioldgicas a partir del vitelo y la gota de aceite, siendo su Unica fuente de energia y componentes
para el metabolismo, desarrollo, y crecimiento (Finn et al., 1996; Hou y Fuiman, 2021). Para
alcanzar con éxito la transicion hacia la alimentacién exdgena es necesario que todas las
estructuras y érganos relacionados con la ingestion de alimento, digestion y asimilacién estén
listos en el debido tiempo (Yufera y Darias, 2007). En lo que concierne a la capacidad de la larva
para capturar el alimento, las deformaciones anatémicas que se presentan al finalizar la absorcién
del vitelo son patologias que pueden reducir las oportunidades para una primera alimentacion
exitosa y por ende del éptimo desarrollo larvario en general (Ottesen y Bolla, 1998; Cobcroft et

al., 2004; Kurokawa et al., 2008).

La temperatura es uno de los factores ambientales mdas importantes que influyen en el proceso
de desarrollo durante la ontogenia temprana de los peces. La mayoria de los estudios analizan la
influencia de las temperaturas constantes en el desarrollo de los embriones de peces marinos,
concretamente en el rendimiento zootécnico (tasa de fertilizacion, duracién del desarrollo
embrionario, tasa de eclosidn, supervivencia y crecimiento), asi como en los rasgos morfoldgicos
(longitud de las larvas, volumen del saco vitelino y de la gota de aceite) (Scoppettone et al., 1993;
Moran et al., 2007; Kupren et al., 2011; Puvanendram et al., 2015; Imsland et al., 2019; Viader-
Guerrero et al., 2021). Aunque este es un enfoque prdctico para las condiciones de crianza
artificial para establecer un rango de temperatura dptimo, no refleja necesariamente las
fluctuaciones térmicas naturales o antropogénicas inducidas. Por lo que la evaluacién de los

regimenes de temperatura variable durante la ontogenia temprana de varios peces,
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principalmente de especies frias y templadas, ha ganado atencion en los ultimos afios para
mejorar aun mas la produccidn larval (Blanco-Vives et al., 2010; Eme et al., 2018; Lahnsteiner et

al., 2012; Mueller et al., 2015; Jeuthe et al., 2016).

Para predecir los efectos de la temperatura en los estadios mas tempranos del desarrollo de los
peces, una herramienta util es la evaluacidon de las reservas bioquimicas (proteinas, lipidos y
carbohidratos) del huevo. Desafortunadamente, es poco entendido el rol de las reservas
bioquimicas como proveedoras de energia y componentes celulares durante el desarrollo (Fraher
et al., 2016). Una limitacién es la inhabilidad de discriminar entre el vitelo y el contenido presente
en el cuerpo del embrién. A pesar de eso, la acumulacién de estudios han proporcionado una
amplia visidon de los roles de las reservas bioquimicas y su importancia durante el desarrollo
(Shulman y Love, 1999; Fraher et al., 2016). Sin embargo, los efectos de la temperatura sobre
estas variables han sido escasamente evaluados (Wen et al., 2013; Mueller et al., 2017). Otro
enfoque utilizado para comprender el estatus energético a nivel celular en relacién con los
factores de estrés ambiental es la evaluacién de la composiciéon de los nucledtidos adenilicos
(ATP, ADP, AMP) (Vetter et al., 1983). Durante la fase lecitotrofica larvaria de peces, las
transformaciones metabdlicas se apoyan energéticamente en la hidrdlisis del trifosfato de
adenosina (ATP), que se forma a través de la oxidacién acoplada de las reservas almacenadas en
el vitelo y la gota de aceite (Finn et al., 1996). La sintesis de ATP es un proceso regulado segun las
necesidades energéticas del organismo, lo cual significa que debe de existir un equilibrio entre la
produccién y la utilizaciédn de energia, es decir, un balance energético como se describe mas
adelante. En la regulacion del metabolismo celular, ademas del ATP, los nucledtidos adenilicos de
difosfato de adenosina (ADP) y monofosfato de adenosina (AMP) también juegan un papel
importante en la generacién de energia. Por lo tanto, la relacion entre estos tres nucledtidos
adenilicos conlleva a obtener la carga energética adenilica (CEA), la cual indica qué tanta energia
celular esta disponible en un determinado momento en un organismo (Atkinson, 1968) y de la
cual se desprenden los resultados con mas relevancia en este estudio durante la embriogénesis y

eclosidn de larvas de jurel.
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El jurel Seriola rivoliana Valenciennes es una especie de rdpido crecimiento que habita los
océanos subtropicales y ha surgido como una especie importante para la diversificacién de la
acuicultura en todo el mundo (Espinoza et al., 2009; Jerez, 2013). La producciéon comercial de
juveniles depende de la larvicultura a partir de huevos de reproductores cautivos, que desovan

naturalmente a una temperatura éptima de 26°C (Blacio, 2004).

Esta investigacidon contribuye al conocimiento de la condicién energética del Jurel S. rivoliana en
el periodo de alimentacién enddgena en relacion a temperaturas constantes (20-30°C) y
oscilantes (21229°C, termociclo "agudo"), en donde se identificaron etapas especificas del
desarrollo que correspondieron a ventanas energéticas criticas durante el desarrollo larvario

temprano de esta especie, como se observara mas adelante.



2. ANTECEDENTES
2.1. Biologia y cultivo del Jurel Seriola rivoliana
2.1.1. Aspectos bioldgicos

Seriola rivoliana (Valenciennes, 1783) pertenece a la familia Carangidae. Sus nombres comunes
en otros idiomas son: Pez fuerte (México), medregal negro (Canarias), Almako jack, Pacific
yellowtail, y longfin yellowtail (Inglés), Carangue dentée (Frances) y Kona kampachi (Japonés)
(Jerez, 2013).
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Carangidae
Género: Seriola
Especie: rivoliana
(Froese y Pauly, 2017)
Seriola rivoliana es un pez marino, teledsteo carnivoro, de gran fuerza y nado veloz, que tiende a
ser migratorio debido a la busqueda de alimento y para reproduccion de la especie. Sin embargo,

son peces no muy longevos (Espinoza et al., 2009).

Lobulo largo
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Figura 1. Seriola rivoliana (Tomado de: Avendafo-Villamar y Pazos-Noriega, 2017).
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Esta especie presenta un cuerpo alargado, fusiforme, de altura moderada, ligeramente
comprimido lateralmente y cubierto de escamas pequefias y cicloides (Fig. 1). Tiene un hocico
mas largo y puntiagudo que S. dumerili. Su color es marron-violaceo en el dorso con lados y
vientre plateados y una barra negra diagonal entre la nuca y el ojo. Los juveniles presentan 6

bandas laterales y una banda en el pedunculo caudal (Jerez, 2013).

Seriola rivoliana es un pez pelagico demersal y epibentdnico que se encuentra en aguas abiertas
cerca de la superficie. Esta asociado a arrecifes marinos en un rango de profundidad de 5-160 m
(Lieske y Myers, 1994), aunque normalmente se encuentra entre los 5y 35 m (Gaspariniy Floeter,
2001). Se encuentra distribuida a lo largo de las zonas subtropicales de los océanos indico,
Atlantico oeste y Pacifico oeste. En el continente americado se distribuye desde Baja California

hasta el norte del Peru (Fig. 2) (Froese y Pauly, 2017).

Probabilidades relativas
de ocurrencia

B 0.80 - 1.00
I 0.60 - 0.79

0.40 - 0.59 .
0.20 - 0.39 . =" e - -
0.01 - 019 e S

Figura 2. Distribucion natural de Seriola rivoliana (AquaMaps, 2019).

En Seriola rivoliana la madurez sexual se alcanza a los 3 afios de edad con 4 kg de peso en las
hembras (Jerez, 2013), y un poco antes en los machos, citdndose incluso a los dos afos (Quifiones-
Arreola, 2015). Los jureles son reproductores asincrénicos por grupo con desoves multiples, es
decir, los ovocitos se van reclutando en lotes durante la temporada de reproduccion y por lo
tanto, en la gdnada se observan diferentes estadios de maduracién de ovocitos. Aquellos con un
grado mayor de vitelogénesis llegan a la etapa de maduracion final y se presenta el primer desove.
El siguiente lote con mayor grado de maduracién llegara a la etapa final y se dara el siguiente
desove y asi consecutivamente (Murua y Saborido-Rey, 2003). De esta manera, las hembras de

Seriola rivoliana tienen un periodo de reproduccion largo que comprende primavera, verano y
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otofio, dependiendo de la latitud y la temperatura del agua de mar (Jerez, 2013). En islas de
Ogasawara en Japon, fueron colectadas especies casi maduras desde finales de mayo al comienzo
de septiembre y durante este periodo la temperatura de la superficie del agua fluctud entre 23 y
28°C (Kato et al., 1990). Por otro lado, en aquellas islas ademds fueron obtenidos huevos de
Seriola rivoliana de alta calidad desde reproductores silvestres criados sin tratamientos artificiales
(hormonas o manipulaciéon de temperatura) para inducir la maduracién y el desove. Casi todos
los desoves ocurrieron al amanecer entre abril y noviembre, y fueron particularmente frecuentes
entre junio y octubre (Kawabe et al., 1997). En Ecuador, la época de puesta va desde abril a
diciembre en reproductores cultivados, a una temperatura media de 27.4°C (Blacio y Alvarez,
2002), mientras que en Hawai ocurre durante todo el afio a una temperatura media de 26°C
(Laidley et al., 2004). Finalmente, en criaderos de México los desoves de S. rivoliana ocurren
espontdneamente a una temperatura de 26°C (Quifiones-Arreola et al., 2015). Los huevos de los
peces de éste género son pelagicos, tienen forma esférica y sin coloracién. En la zona costera de
la peninsula de Baja California se observan especimenes maduros casi todo el afio, registrandose
la mayor presencia de sus larvas en el plancton y juveniles de 2-7 g., desde julio a septiembre,

refugiandose bajo la sombra de los mantos de sargazo u otras algas (Moser et al., 1993).

2.1.2. Cultivo

Seriola rivoliana tiene un excelente potencial acuicola debido a su adaptabilidad al cautiverio,
rapido crecimiento, y un gran valor en el mercado; sin embargo, la informacion acerca de la
tecnologia de cultivo es limitada (Quifiones-Arreola, 2015). La ventaja que ofrece esta especie es
gue es nativa, por lo que hay reproductores disponibles para su captura. Sin embargo, el cuello
de botella para la produccion en masa de S. rivoliana es que no hay una fuente confiable de
juveniles (Roo et al., 2014), ya que la actividad de cultivo depende exclusivamente de los juveniles
producidos en los criaderos. La produccién sostenible depende entonces de un mayor
conocimiento en el manejo de los reproductores, condiciones del cultivo, la alimentacién, el

cultivo larvario, entre otros.
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La obtencion de desoves naturales e inducidos, ha permitido el desarrollo de la técnica de cultivo
larvario para carangidos a partir de la ya establecida para otras especies (Jerez, 2013). Sin
embargo, los juveniles producidos en cautividad son menos atractivos para el acuicultor porque
presentan deformidades (Kolkovski y Sakakura, 2004) y muestran cambios sustanciales en la
alimentacion que a largo plazo afectan negativamente el crecimiento (Jerez, 2013). Asi, varias
mejoras a nivel de produccidn de juveniles son necesarias para el cultivo de Seriola, tales como
una produccion mejorada a través del afio, que presenten mejores tasas de crecimiento y menos
vulnerabilidad a las enfermedades, y una reduccion en la incidencia de deformidades (Kolkovski
y Sakakura, 2004). La fase de cultivo larvario es un importante cuello de botella para el desarrollo
de la piscicultura marina. Esto debido, no solo a las bajas supervivencias obtenidas, sino ademas
a los altos costos que representa esta fase del cultivo de una especie, en el total de la produccién

(Battaglene y Cobcroft, 2007).

El proceso de cria de S. rivoliana comienza con los reproductores, estos desovan naturalmente,
sin inducciéon hormonal a una temperatura de 26°C. El cultivo larvario se realiza en sistemas
intensivos, los cuales se caracterizan por alta densidad en los tanques (75-125 larvas/litro). Se
llevan a cabo por lo general en el interior para controlar los parametros, y a pesar de que todavia
es frecuente el uso de tanques de cultivo pequefios (volimenes de 0.5-1 m3), la tendencia actual
es la utilizacién de tanques mucho mas grandes, con volimenes mayores (10-20 m3) (Grossi-
Dopico, 2010). Los parametros de cultivo en las técnicas intensivas son: condiciones controladas
de fotoperiodo, temperatura, intensidad luminica, hidrodinamica, oxigenacién y alimentacion.
Generalmene el fotoperiodo, intensidad y espectro luminico son artificiales, y se cambian de

acuerdo al desarrollo de las larvas y a la agudeza de su sistema visual (Roo et al., 2001).

Después de un periodo de 6 a 10 semanas en las instalaciones en cautiverio, los juveniles son
transferidos a las jaulas (Blacio y Alvarez, 2002). En el cultivo en alta mar, el principal reto respecto
a la ubicacidn geografica es la temperatura. Este pez deja de crecer a los 18°C, se ralentiza el
crecimiento a cualquier temperatura por debajo de 22°Cy crece muy bien a 30°C (Sims, 2019). El

peso comercial es de 3.5 kg (Moreno-Alva, 2018), inferior al de los organismos maduros (> 4 kg).



Actualmente, Seriola rivoliana esta siendo cultivada a nivel pre-industrial en Hawaii, Espafa,
Ecuador y México (Jerez, 2013; Roo et al., 2014). Segun la FAO (2022), Estados Unidos viene

produciendo 400 toneladas de esta especie desde 2010 a la fecha (Fig. 3).

Todas las especies de jurel tienen una alta demanda comercial, con un precio entre $7.00y $11.00
USD /kg, principalmente en la gastronomia asiatica oriental, en donde se presenta el sashimiy el

sushi como platillos tradicionales (Avilés-Quevedo y Castelldi Orvay, 2004).
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Figura 3. Produccién acuicola del medregal limon (Seriola rivoliana) en Estados Unidos (Pacifico)
y Jurel y pAmpanos en México (Pacifico) (FAO, 2022).



2.2. Desarrollo embrionario y larvario

2.2.1. Aspectos generales

Los huevos de Seriola rivoliana recién fecundados son esféricos, transparentes y flotantes, con un
didmetro superior a 1 mm y una sola gota de aceite de 0.2 mm. En general, las células se dividen
rapidamente durante la fase de escisidon del évulo. A partir de la fase de gastrula, las células
comienzan a diferenciarse y a formar placodas (tejidos con placas) que formaran los érganos. En
la fase de pre eclosion, se promueve la funcién muscular y la sintesis de enzimas. Tras la eclosion,
las larvas cuentan con un saco vitelino relativamente grande con el que desarrollan rapidamente

el esqueleto de la cabeza y el tracto gastrointestinal (Tanaka et al., 2022).

A la eclosidn, el tubo digestivo es rectilineo formando un dngulo recto a la altura del ano. A las 24
horas post eclosion (hpe) se observan los neuromastos libres, los otolitos y el esbozo de la linea
lateral, y en el sistema visual, cabe destacar la aparicidon de una ligera pigmentacidn en los ojos.
A las 48 hpe, la pigmentacién de la larva es mds intensa y los ojos aparecen completamente
pigmentados, las aletas desarrolladas, con la valvula ileorectal y vejiga natatorial definida,
apreciandose movimientos digestivos. En este estadio el 20% de las larvas presentan la boca
abierta. La alimentacidon exdgena comienza a las 72 hpe con la apertura de boca y del ano, y con
la formacién de las aletas pectorales (Grossi-Dopico, 2010). Al dia 10 posterior a la eclosién (pe),
se aprecia una larva con el estdmago lleno de alimento. Es al dia 15 pe cuando se observa el inicio
de la flexién y al dia 20 pe cuando se da por finalizada. Con 30 dias pe, el juvenil ya tiene la
pigmentacidn caracteristica de los juveniles de ésta especie mostrando las bandas de colores
transversales. Con 42 dias pe se observa un juvenil de 8 cm de longitud completamente

desarrollado (Fig. 4) (Grossi-Dopico, 2010).

Durante la ontogenia de S. rivoliana se observan dos picos de mortalidad, el primero ocurre antes
de abrir la boca y el segundo a edades prdoximas a los 20 dias, similar a lo mostrado en otras

especies de Seriola, lo que podria estar relacionado con el cambio de alimentacion (Blacio, 2004).
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20 dpe

Figura 4. Ontogenia de Seriola rivoliana (23°C). Dpe: dias post-eclosién (Modificado de: Grossi-
Dopico, 2010).

2.2.2. Crecimiento alométrico

La supervivencia de las larvas estd asociada a la utilizacion 6ptima de sus reservas enddgenas del
saco vitelino y a la gota de aceite (Heming y Buddington, 1988), que provoca una fase de
transicion o "periodo critico" (Smith, 1981). Una vez que se han agotado las reservas enddgenas,
las larvas de peces marinos deben de presentar un estado anatémico y fisioldgico que les permita
sobrevivir y crecer bajo una alimentacion exdgena. Por lo tanto, las capacidades de las larvas para
sobrevivir dependerd de las caracteristicas morfoldgicas particulares y del desarrollo funcional
asociado de rasgos especificos (metabdlico, sensorial, digestivo) (Fuiman, 1983; Osse, 1990; Osse
y van den Bogart, 1995). Por ejemplo, el desarrollo alométrico de la region caudal, definira la
estabilidad y la propulsion de desplazamiento, mientras que las capacidades depredadoras
selectivas dependera del tamano de la boca y la estructura de la cabeza, asociado con los 6rganos
de vision, olfato y audicién (Osse et al., 1997; Fuiman, 1983). Adicionalmente, el tamafio de las

larvas se ha establecido como el factor mas importante para sobrevivir y alcanzar la fase juvenil,
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ya que permitird superar los factores estresantes de competencia con otros peces, en donde la
densidad y disponibilidad de alimento seran prioritarios, asi como escapar de los depredadores,
romper la viscosidad del agua y la seleccién natural (Osse y Van den Boogaart, 1999; Johnson et

al., 2010; 2011; 2014; China y Holzman 2014; Garrido et al., 2015).

Las larvas de peces marinos carecen de una boca funcional, ojos pigmentados, sistema digestivo,
escamacion y aletas diferenciadas, por lo que cambian progresivamente su morfologia y
proporciones corporales conforme aumentan su tamafio como resultado del crecimiento
diferencial relativo (Fuiman, 1983; alometria ontogénica: Gould, 1966). Después de un periodo
corto larvario, los peces adquieren su contraparte de forma adulta (Fuiman, 1983). Existe una
gran variacion entre los patrones de crecimiento alométrico entre las larvas de peces marinos y
por lo tanto, el crecimiento debe de analizarse particularmente para cada especie (Klingenbergy
Froese, 1991).

El crecimiento alométrico lo define la funcién potencial (Y = aLT?), en donde LT es la longitud total
como variable independiente y cada parte del cuerpo que es medida y analizada corresponde a
una parte del cuerpo "Y", la cual es la variable dependiente. En esta funcién, se obtiene la
pendiente "b" que corresponde al coeficiente de crecimiento, mientras que "a" es el intercepto.
De cada parte del cuerpo se obtiene también el coeficiente de correlacién (R?). Por lo tanto, el
coeficiente de crecimiento alométrico de una parte del cuerpo (por el ejemplo la longitud de la
cabeza), se refiere a qué tanto se incrementd esa estructura en un tiempo definido con respecto
alincremento de la longitud total. Cuando el crecimiento es isométrico, la pendiente b=1, cuando

es alométrico positivo: b > 1 y cuando es alométrico negativo: b <1 (Fuiman, 1983).

El desarrollo morfoldgico y el crecimiento alométrico se han estudiado en varias especies de
peces marinos (Osse et al., 1997; Gisbert, 1999; Gisbert et al., 2002; Choo y Liew, 2006; Pefa y
Dumas, 2009; Khemis et al., 2013). Dentro de las especies de jurel, solamente se ha estudiado el
crecimiento alométrico en Seriola lalandi, en donde la larva recién eclosionada muestra un
crecimiento alométrico positivo y muy elevado en la cabeza, mientras que el tronco muestra un
crecimiento alométrico negativo y el crecimiento de la cola es isométrico (Martinez-Montafio et

al., 2016). Estas investigaciones se han realizado bajo variables ambientales dptimas y constantes
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para el desarrollo de larvas y juveniles de acuerdo con los requisitos zootécnicos de cada especie
para mejorar los protocolos de cria de larvas y juveniles en diferentes etapas de desarrollo. Las
fases de desarrollo comprenden la utilizacion del saco vitelino que dura pocos dias, la fase de pre-
flexion, aproximadamente 15 dias, la flexion con una duracién de cinco dias y finalmente la post-
flexiéon en donde el pez adquiere su forma final (Gisbert et al., 2004). El crecimiento alométrico
es particular en cada especie (Klingenberg y Froese, 1991). Sin embargo, no se conoce hasta qué
punto los factores ambientales como la temperatura podria modificar el crecimiento alométrico
y especificamente en la etapa lecitotrdéfica. En un estudio en el desarrollo larvario del pez dentdn
Dentex dentex se observé una gran plasticidad de desarrollo alométrico en los puntos de inflexion
en dos condiciones de crianza diferentes, posiblemente inducidas por la densidad o diferentes
condiciones de alimentacion (Koumoundouros et al., 1999). Sin embargo, no existen mas estudios

especificos.

2.2.3. Deformaciones anatomicas

Como ya se menciond, un cuello de botella en la ontogenia temprana es el momento de pasar a
la alimentacidon exdgena, cuando las reservas de energia y estructura del vitelo llegan a su fin. A
esto le precede un periodo de alimentacién mixta, en el que la disminucién de la alimentacion
enddgena se complementa en mayor o menor medida con material exédgeno; en este momento
es habitual una elevada mortalidad (Shulman y Love, 1999). Sin embargo, ciertas manifestaciones
patoldgicas (deformidades anatdmicas) pueden reducir las oportunidades para que la larva
sobreviva mas alla de la primera alimentacién (Ottesen y Bolla, 1998). En el cultivo de anguila
japonesa Anguilla japonica, mas del 50% de las larvas mostraron varios tipos de deformidades al
finalizar la etapa de absorcidon del vitelo. Esto puede ser una causa posible de una baja
supervivencia (Kurokawa et al., 2008). Por otro lado, las larvas del pez trompetista rayado Latris
lineata que fueron afectadas por el edema pericardico generalmente murieron dentro de los

primeros 2 o 3 dias de alimentacion (Cobcroft et al., 2004).

En particular el edema pericardico y edema en vitelo (Fig. 5) a menudo pueden ocurrir en los
mismos individuos (Ottesen y Bolla, 1998). Esta deformidad se ha reportado en especies de agua

dulce como el pez zebra Danio rerio (Villamizar et al., 2012), Barbo Barbus Barbus (Lugowska y



13

Witeska, 2018), Vimva Vimba vimba (Lugowska y Kondera, 2018) y en peces marinos como la
anguila japonesa Anguilla japonica (Kurokawa et al., 2008) y el Halibut Hippoglossus hippoglossus

(Ottesen y Bolla, 1998; Skaalsvik et al., 2015).

- ——— .-.-..-_._,"__r".
T —

ESV

Figura 5. Edema en el pericardio (EPC) y en el seno del saco vitelino (ESV) en la larva de Halibut
Hippoglossus hippoglossus. Remanente del vitelo (SV) (Tomado de: Ottesen y Bolla, 1998).

Pittman et al., (1990) describié que los fluidos del edema ejercen una presidn en los érganos
internos, causando alta mortalidad en larvas de halibut. El edema pericardico es una hinchazén
alrededor del corazén el cual se expande hacia los tejidos blandos y puede causar que el arco
hioides y la mandibula inferior sean empujadas hacia abajo (Cobcroft et al., 2004). Al respecto,
Ottesen y Bolla (1998) mencionan que las temperaturas del agua inadecuadas inducen el edema
pericardico y las anormalidades de la mandibula inferior en muchas larvas de peces. Asi, el
desarrollo de la mandibula parece ser una fase Iabil en el desarrollo de la larva que esta sujeto a

factores ambientales y bioldgicos (Cobcroft et al., 2004).

2.2.4. Dinamica de reservas y transformaciones bioquimicas durante el desarrollo

La tasa de utilizacidén de los diferentes sustratos energéticos (proteinas, lipidos y carbohidratos)
durante el desarrollo embrionario y larvario de los peces ha sido ampliamente estudiada (Vetter,
1983; Finn et al., 1995a; 1995b; 1996; Rgnnestad et al., 1998; Jaroszewska y Dabrowski, 2011).

El principal constituyente del huevo es la proteina, siendo la materia prima dominante en el vitelo
y la fuente principal para la formacidn de tejidos (Fig. 6) (Blaxter y Hempel, 1963; Shulmany Love,

1999). Por otro lado, a los lipidos se les conoce por desempefiar un papel critico en el metabolismo
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energético de los peces tras la fecundacion. Un mayor contenido de lipidos en los huevos se asocia
a un aumento de los niveles de las clases de lipidos neutros, y a su almacenamiento en forma de
glébulos de aceite y niveles relativamente altos de lipidos polares (predominantemente
fosfolipidos) se asocian generalmente a los huevos con menor contenido total de lipidos
(Henderson y Tocher, 1987). Ademas, los fosfolipidos, conjuntamente con las proteinas y el
colesterol, forman las estructuras estables de tejidos y 6rganos del embridn, mientras que los
triacilglicéridos, esteres de colesterol y el glucdgeno son encontrados mayormente en el saco
vitelino, y generan energia para el crecimiento y diferenciacion. Los ester de cera son menos
densos que los triacilglicéridos y por tanto son mejores para regular la flotabilidad, y a bajas
temperaturas estos permiten un mayor almacenaje de reserva de energia en los huevos de
algunas especies (Shulman y Love, 1999). El grado y el momento exacto de la utilizacién de los
lipidos como fuente de energia, junto con las clases especificas de lipidos y los acidos grasos

consumidos, han mostrado variaciones inter-especificas (Henderson y Tocher, 1987).

Es generalmente aceptado el concepto de que el metabolismo de carbohidratos (glucdlisis y
glucogendlisis) es necesario para suplir de energia para las etapas tempranas de desarrollo
embrionario (Terner, 1979; Vetter et al., 1983; Mommsen y Hochachka, 1988; Shulman y Love,
1999). Para las especies marinas como la dorada Sparus aurata y el sargo picudo Diplodus puntazo
(Sparidae), el metabolismo de carbohidratos es esencial para un desarrollo embriogénico normal

hasta la etapa de la eclosion (Lahnsteiner, 2005).
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Méxima
Alimentacion masa  Reabsorcién
Eclosion mezclada corporal del vitelo

\_ Proteina total en huevo

Proteina en corion

Proteina en embrion

Unidades de peso

L. Proteina en vitelo
Lipidos totales

en embrion

Tiempo de desarrollo

Figura 6. Esquema generalizado de los cambios en proteina y lipidos durante el desarrollo de
embriones y larvas (alimentacion endégena) (Tomado de Shulman y Love, 1999).

2.2.5. Balance energético

El equilibrio entre la ingesta y el gasto de energia determina las reservas de energia. La ecuacién
clasica del balance de energia establece que la reserva de energia del cuerpo es igual a la ingesta
de energia menos el gasto de energia, siempre y cuando se mantenga una masa corporal
constante. Sin embargo, si las reservas y el peso cambian con el tiempo, entonces la ecuacién se
define como: la tasa de cambio de las reservas de energia es igual a la tasa de ingesta de energia

menos la tasa de gasto de energia (Galgani y Ravussin, 2008).

El metabolismo energético en embriones y larvas tempranas de peces es casi completamente
aerdbico (Wieser, 1995), en donde los carbohidratos y las grasas se oxidan completamente en el
cuerpo, mientras que la proteina solo se oxida parcialmente, lo que da como resultado Ia
excrecién de urea y otros productos nitrogenados. La etapa temprana larval en los peces marinos
se caracteriza por un rapido crecimiento. Sin embargo, se ha observado que las tasas de
metabolismo y de crecimiento no estan correlacionadas, y como hipdtesis, se propone que existe

una distribucién diferente de energia entre el crecimiento y otros procesos que demandan
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energia, por lo que la energia se cambia de funciones de mantenimiento a procesos de
crecimiento, en donde la sintesis de proteinas juega un papel preponderante para el desarrollo
de los componentes del cuerpo. Por otro lado, la respiracién es un factor que utiliza energia, y las
tasas de consumo de oxigeno aumentan en proporcion a la tasa de crecimiento, dependiente de

las reservas disponibles en el organismo (Pedersen, 1997).

Las transformaciones metabdlicas durante la fase lecitotréfica del pez son energéticamente
soportados por la hidrélisis de ATP, el cual es formado via oxidacién acoplada de las reservas
almacenadas en el vitelo y la gota de aceite (Finn et al., 1996). Por lo tanto, el ATP debe ser
estrechamente regulado y una concentracién baja indica desbalance entre la produccién de
energia y la utilizacién. Mas allad del ATP, Atkinson, 1968 propuso que las células regulan su
metabolismo energético basado en la proporcién de tres nucleétidos adenilicos (ATP, ADP, AMP),
expresados como la carga energética adenilica (CEA), que tiene valores entre 0.0 a 1.0, con valores

normales entre 0.8 y 0.9 indicando suficiente energia celular disponible.

[ATP] + 0.5[ADP]
[ATP] + [ADP] + [AMP] (1)

CEA =

Los estudios realizados han evaluado los cambios de estos compuestos y la CEA en la
embriogénesis de peces, descartando ampliamente el andlisis en la eclosion y en los estadios
larvarios. En el desarrollo embrionario se observan resultados distintos dependiendo de la
especie, con un aumento de la CEA o del ATP (el principal determinante de la CEA) en medaka
Oryzias latipes (Pincetich et al., 2005) y el bacalao del Atlantico Gadus morhua (Jung et al., 2012),
valores constantes en la dorada Sparus aurata (Lahnsteiner y Patarnello, 2003) y una disminucion
en el corvindn rojo Sciaenops ocellata (Vetter et al., 1983). En la carpa Ciprinus carpio, se observé
una disminucién del ATP y de la CEA durante la embriogénesis (Boulekbache et al., 1989), lo que
sugiere que la movilizacién concomitante de las reservas para la fosforilacién oxidativa del ATP
no compenso totalmente la hidrélisis del ATP. En concordancia, Lahnsteiner y Patarnello (2003)
encontraron en la dorada Sparus aurata una mayor CEA en huevos viables (flotantes) comparados

con los no viables (que se hunden), probablemente debido a niveles inadecuados de fuentes de
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energia (reservas) o a una baja tasa de vias catabdlicas para la sintesis de ATP. Otros estudios
también indican el papel crucial del ATP en procesos particulares de alta demanda energética
como la fertilizacion (Wendling et al., 2004). De esta manera, los estudios sobre fisiologia
energética bajo diferentes temperaturas son importantes para las especies que no tienen

métodos de crianza definidos.

2.3. Efecto de la temperatura

2.3.1. Temperatura en ectotermos y concepto de Qio

Uno de los principales retos en ecologia es comprender como influyen los factores ambientales
en los organismos. Hay una gran variedad de factores que afectan a los fenotipos, pero una
variable central que afecta a los animales ectotérmicos es la temperatura ambiental. La
temperatura rige sus reacciones bioquimicas y fisioldgicas, con los consiguientes efectos sobre la

morfologia, la ecologia y el comportamiento (Jonsson y Hansen, 2022).

Al estudiar la influencia de la temperatura en los procesos bioldgicos, a menudo se ha utilizado el
Q10 como medida para determinar sus efectos. También se conoce como el "coeficiente de
temperatura" o la relacién de las constantes de velocidad a temperaturas que tienen una
diferencia de 10°C. Se ha sostenido comUnmente que, al igual que en una reaccién quimica en la
gue Qo se encuentra generalmente entre 2 y 3 (regla de Van Hoff), en la mayoria de los procesos

biolégicos también el Q1o se mantiene cerca de estos valores (Hasan y Qasim, 1961).

2.3.2. Temperatura y desarrollo

En los peces oviparos ectotermos los huevos se desarrollan fuera del cuerpo de la madre. Por lo
tanto, las influencias ambientales sobre los embriones son muchas y muy fuertes (Jonsson y
Hansen, 2022). Los efectos ambientales no solo pueden influir en el desarrollo del embrién y en
el éxito de la eclosion, sino que también influyen en la proporcién de sexos, en la morfologia, la

fisiologia y el comportamiento para preparar a las crias para las condiciones que pueden
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encontrar en una etapa posterior de la vida y amortiguar los efectos del cambio ambiental

(Jonsson y Hansen, 2022).

La capacidad de un organismo de cambiar su fenotipo en respuesta a los estimulos del entorno
se le conoce como plasticidad de desarrollo y da como resultado cambios permanentes en el
fenotipo influenciados por las condiciones ambientales presentes durante el desarrollo (Kinne,
1962; Jonsson y Hansen, 2022). Por otro lado, la “ventana sensible” o “periodo plastico” se refiere
a la etapa del desarrollo en el que se dan éstas reacciones fenotipicas en mayor medida que en

otros periodos o etapas (Fawcett y Frankenhuis, 2015).

Existe una extensa literatura del efecto de la temperatura en el desarrollo ontogénico de larvas
de peces, en donde con la informacidn analizada se sugiere una temperatura constante éptima
para el cultivo dependiendo de la especie en estudio. Se conoce que los tiempos de incubacién
son inversamente proporcionales a la temperatura (Pauly y Pullin, 1988; Blaxter, 1969; Kamler,
1992). Tanto las temperaturas altas o bajas que estan en el limite de tolerancia de la especie
producen una mortalidad significativa en los embriones y en las larvas y por ende reducen la tasa
de eclosién (Kinne y Kinne, 1962; Pepin, 1991). En muchas especies, las larvas eclosionadas a
temperaturas mas calidas y a temperaturas mas frias presentan un menor y un mayor tamaiio,
respectivamente, aunque en otras especies este efecto no es evidente (Blaxter, 1969). No hay un
efecto preponderante por temperatura en cuanto al volumen del saco vitelino, ya que puede ser
uniforme (Blaxter y Hempel, 1963) o variable (Bermudes y Ritar, 1999), o bien inversamente
proporcional a latemperatura (Kamler, 1992; Réalis-Doyelle et al., 2016). La observacién de larvas
mas pequefias en temperaturas mas calidas se ha explicado como una baja eficiencia de
conversion en la utilizacidon de vitelo en la generacién de tejido, mientras que una alta eficiencia
ocurre a temperaturas mas frias generando larvas mas grandes (Blaxter, 1992; Kamler, 1992). Sin
embargo, en algunas especies se ha observado una larva de menor tamano con un saco vitelino
mas grande en la temperatura mas alta, mientras que una larva de mayor tamafio con un saco
vitelino mds reducido en la temperatura mas fria (Laurel et al., 2008). De hecho, esta morfologia
de larvas se observé también en Seriola lalandi (Moran et al. 2007b). Estas variaciones en el

tamafio de larva con respecto al volumen del saco vitelino también se han explicado por el
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proceso de eclosidén, en donde mientras la temperatura se incrementa se acelera el proceso,
mientras que en temperaturas bajas se desacelera y al mismo tiempo la larva continda aun
creciendo en el huevo, dejando una larva pequefia con un saco de vitelo mas grande y una larva
mas grande con un saco de vitelo reducido, respectivamente (Moran et al., 2007b). Otro efecto
es que la eclosion es asincrénica (Geffen, 2002) y el tiempo que transcurre entre las primeras
eclosiones y las ultimas, producen los mismos fenotipos mencionados anteriormente (Laurel et

al., 2008).

En los primeros estudios en larvas de peces, se encontrd que los rasgos mas evidentemente
afectados por la temperatura son los "meristicos" (variacion fenotipica meristica). Los rasgos
meristicos son repeticiones contables de algin rasgo morfolégico, como las rayas de
pigmentacion, las filas de escamas, los rayos de las aletas o las vertebras (Fowler, 1970). En una
fase bastante temprana de la ontogenia, éstos caracteres meristicos, a diferencia de los
morfométricos, se fijan y permanecen inalterados independientemente de los cambios
posteriores en el entorno, el tamafio o la forma del cuerpo (Lindsey, 1988). El momento en que
cada rasgo es sensible a la temperatura suele ser diferente. Por ejemplo, el nimero de vertebras
estd determinado por el momento en que se diferencian los ultimos somitos (antes de la
eclosién), mientras que los radios de las aletas y las hileras de escamas son sensibles a la

temperatura hasta entrada la vida larvaria (Taning,1952; Fowler, 1970; Lindsey, 1988).

La mayoria de los estudios analizan la influencia de las temperaturas constantes, cambios y
choques térmicos en el desarrollo de los embriones de peces marinos, concretamente en el
campo zootécnico de la piscicultura (tiempo de incubacidn, tasa de eclosidn, supervivencia y
crecimiento), asi como en los rasgos morfoldgicos (longitud de las larvas, volumen del saco
vitelino y de la gota de aceite), con respuestas ampliamente variables de aquellos parametros
(Scoppettone et al., 1993; Moran et al., 2007b; Kupren et al., 2011; Puvanendram et al., 2015;
Imsland et al., 2019; Viader-Guerrero et al., 2021). Aungue este es un enfoque practico para las
condiciones de crianza artificial para establecer un rango de temperatura éptimo y predecir la
influencia perjudicial de los escenarios de calentamiento global, no refleja necesariamente las

fluctuaciones térmicas naturales. Los organismos acuaticos suelen experimentar la variabilidad
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de la temperatura diurna en forma de patrones de calentamiento y enfriamiento (dia-noche) y
las migraciones diurnas entre masas de agua con diferentes temperaturas (Coulter et al., 2015).
Por lo tanto, la evaluacién de los regimenes de temperatura fluctuante durante la ontogenia
temprana de varios peces, ha ganado atencién en los ultimos afios para mejorar aun mas el

rendimiento larval.

Al respecto, Coulter et al. (2015) mencionan que los cambios rdpidos de temperatura pueden
tener importantes consecuencias biolégicas para los organismos acuaticos; sin embargo, estos
efectos dependen en gran medida de la magnitud de la fluctuacién de la temperatura. En su
estudio, ellos sometieron a embriones del pez Pimephales promelas a fluctuaciones de
temperatura hasta por 45 dias, y encontraron que el aumento de la magnitud del cambio de

temperatura de A4 a A8 en un ciclo de 12 horas disminuyd significativamente la masa del juvenil.

Pero ademas, la direccidn de la fluctuacidon parece ser importante. Blanco-Vives et al. (2010)

sometieron a los embriones y larvas del lenguado Senegal sole a fluctuaciones diarias entre
19.22222.1°C (A3°C) del dia 1 al 30 post-eclosion. Observaron que el efecto de la fluctuacién

incialmente ascendente mejord el crecimiento a partir del dia 25 post-eclosidn y bajé la incidencia
de deformidades con respecto a las larvas cultivadas en la fluctuacién inicialmente descendente

y el control (20.7°C). En otro estudio, se sometieron a embriones y larvas del pez zebra Danio rerio
a temperaturas contantes y a fluctuaciones de temperatura entre 24228°C (A4°C) desde el

desarrollo embrionario hasta la diferenciacidén sexual. Ellos encontraron que la proporcién de
sexos estuvo fuertemente influenciada por la temperatura: mientras la proporcion de hembras
fue mads alta en los termociclos (aprox. 81%), las temperaturas constantes dejaron mayor
proporcion de machos (aprox. 80%). Ademas, el termociclo que simulaba los cambios diurnos

naturales redujo la proporcion de malformaciones en los juveniles (Villamizar et al., 2012).

Por ultimo, el coste energético de la flexibilidad morfolégica y/o del crecimiento alométrico
(cambio de forma con respecto al tamafio) frente a la temperatura en el periodo de alimentacién

enddgena de peces ha sido pobremente evaluado. En huevos del pez piedra japonés Inimicus
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Japonicos incubados a temperaturas constantes de 18, 21, 24, 27, 30°C, una mayor eclosion se
observé a 24°C, lo que se relaciond a un mayor contenido de lipidos totales y carbohidratos,
mientras que a la apertura de boca una mayor longitud y supervivencia se dio a 21°C, lo que
coincidié con un mayor contenido de carbohidratos (Wen et al., 2013). En otro estudio, Mueller
et al. (2017) sometieron a embriones del pez blanco Coregonus clupeaformis a tres temperaturas
de incubacion (1.8, 4.9 y 8°C), y encontraron que los embriones pueden estar muy adaptados a
las bajas temperaturas debido a que no se encontraron efectos en el porcentaje de lipidos ni en
el porcentaje de las diferentes clases de acidos grasos (MUFA, SAFA y PUFA) en ninguna fase de

su desarrollo.
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3. JUSTIFICACION

Seriola rivoliana tiene un gran potencial para su cultivo en aguas marinas calidas. El desarrollo de
esta industria a través de laboratorios y piscifactorias, estd tomando mucho interés en la regién
noroeste de México y en particular en La Paz, Baja California Sur. Sin embargo, la produccién de
juveniles es un cuello de botella en la crianza intensiva. Los problemas concernientes no es solo
la supervivencia, sino ademas el obtener una alta proporcion de larvas vigorosas, bien
desarrolladas y aptas para alimentarse. En este sentido, uno de los factores ambientales cruciales
para la optimizacion de las condiciones de cultivo en acuicultura es la temperatura, especialmente
durante las etapas criticas en la ontogenia temprana de los peces, en donde el crecimiento y la
supervivencia dependerdan de la disponibilidad de la energia que contenga los organismos. Por lo
anterior, es importante evaluar la influencia de la temperatura no sélo sobre el desempefio en
cultivo sino en el balance energético a nivel celular (CEA) en relacién a la movilizacidn de reservas
del vitelo y de la gota de aceite que permiten un balance éptimo. Por otro lado, la influencia de
temperaturas variables mas que constantes resulta relevante dado que es lo que ocurre en
condiciones naturales y permite analizar si existen ventanas criticas en el desarrollo en las cuales
la termosensibilidad de algunos procesos puedan inclusive traducirse en ventajas desde el punto

de vista zootécnico.
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4. HIPOTESIS

Se plantea que si las temperaturas constantes y oscilantes no tienen un efecto en las fases de
desarrollo embrioldgico, morfologia de las larvas y metabolismo energético, entonces el régimen
de temperatura no tendrd un efecto en el tiempo de eclosién, no se observaran cambios
significativos en la morfologia de las larvas en la eclosion, ni durante el desarrollo temprano de
las mismas y no existiran cambios significativos en la utilizacién de componentes bioquimicos y

en la generacién de energia.
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5. OBIJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura durante la etapa lecitotréfica de Seriola rivoliana mediante la
velocidad de desarrollo, el crecimiento, la supervivencia, las deformidades externas y el

metabolismo energético para determinar el régimen éptimo para la crianza de esta especie.

5.2.  Objetivos particulares

1. Evaluar el rango de tolerancia de temperatura de los embriones de S. rivoliana en

términos de supervivencia y eclosion.

2. Establecer el rango éptimo de temperatura de incubacién y desarrollo larvario, evaluando

el crecimiento alométrico y el estatus energético.

3. Evaluar el efecto de la temperatura oscilante para determinar los periodos criticos de
desarrollo durante la embriogénesis del jurel, en términos de crecimiento alométrico y

estatus energético.

4. ldentificar la carga energética adenilica durante la embriogénesis en el desarrollo
ontogénico del jurel y la influencia que ejerce la temperatura constante y oscilante sobre
los indicadores de utilizacion de energia, reservas enddgenas y condiciones bioquimicas

de nutrientes (proteinas, lipidos, triacilglicéridos y carbohidratos).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Manejo de reproductores e incubacion de los huevos

Los reproductores silvestres de jurel consistieron en 20 hembras y 20 machos con un peso de
alrededor de 20 kg cada uno y mantenidos en dos tanques de 40 toneladas en un criadero piloto
experimental en las instalaciones del CIBNOR Unidad La Paz, México (24°08'32" N; 110°18'39” W).
Los reproductores han sido reproductivamente activos los Ultimos cuatro afos y mantenidos a
~26°C, 36-38 psu de salinidad, bajo condiciones naturales de fotoperiodo por la empresa

Kampachi Farms México.

Los desoves espontaneos ocurrieron entre las 8 y las 10 de la mafiana, con una frecuencia de dos
a tres veces por semana en cada tanque. Se obtuvieron huevos flotantes alrededor del mediodia
en la etapa temprana de blastula, y su volumen se midié con una probeta graduada de 10 o 100
ml con el objeto de ajustar la densidad de siembra de huevos (Fig. 7A). El conteo de huevos se
calculd a partir del volumen de estos: un ml de huevos flotantes contenia 755 + 8 huevos (n = 30
desoves analizados). Debido al monitoreo constante del desarrollo embrionario, los huevos se
incubaron con luz las 24 h (~800 lux). Los niveles de oxigeno en el cultivo se mantuvieron entre
6.0y 6.8 mg/L (equivalente a una saturacion > 80%) y un pH 7.8 — 8.0. Cada unidad experimental
tenia piedras de aire difusoras para mantener los huevos y las larvas suavemente en suspension
y distribuidos homogéneamente y con un recambio de agua diario del 30-50%. La temperatura
experimental deseada del agua segun el experimento se mantuvo (+ 0.2°C) con uno a tres
calentadores de 250 W con termostato y el uso de aire acondicionado en el laboratorio. Las
réplicas experimentales (garrafones u otros contenedores segun el experimento) se mantuvieron

en bafos maria en tanques de fibra de vidrio a diferentes tratamientos térmicos (Fig 7B).
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Figura 7. Medicion del volumen de huevos (A) y unidades experimentales (B) en el laboratorio de
bioensayos de peces del CIBNOR.

6.2. Diseio experimental

Inicialmente, en un ensayo preliminar realizado en junio de 2018 se utilizd un desove para
investigar los limites del rango de tolerancia de temperatura de la especie al momento de la
eclosién. Se utilizaron nueve temperaturas de incubacién (16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30y 32°C).
En cada temperatura, los huevos se incubaron a una densidad de 200 huevos/L en contenedores

de 4 L (800 huevos por unidad) por triplicado dentro de un bafio de 40 L.

En un primer bioensayo, los huevos de un mismo desove (03-2019) se aclimataron a una tasa de
2.0°C/h a seis temperaturas constantes (20, 22, 24, 26, 28 y 30°C) hasta la eclosidn, utilizando tres
contenedores de 18 L dentro de un contenedor de 150 L por temperatura, a una densidad de 700

huevos/L.

En un segundo bioensayo, los huevos de un mismo desove (09-2018) se sometieron a dos

tratamientos de temperatura oscilante y a un control a temperatura constante, con tres réplicas
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(contenedores de 150 L) por tratamiento, a una densidad de 200 huevos/L. Las oscilaciones de
temperatura se realizaron disminuyendo y aumentando gradualmente la temperatura de
incubacién de los huevos de 29 a 21°Cy de 21 a 29°C. Desde la etapa temprana de blastula (25-
26°C), el primer tratamiento comenzé disminuyendo la temperatura (Oscilacion inicial
descendente “OID”) a 21°C, mientras que el segundo incrementdndola (Oscilacién inicial
ascendente “OIA”) a 29°C, lo que tomo un tiempo de ~ 8 h a una tasa de 0.5°C/h. Posteriormente,
cada tratamiento aumentd y disminuyé de 21 a 29°C y de 29 a 21°C, para la OID y OIA
respectivamente, en un tiempo de ~ 8 h a una tasa de 1°C/h. Finalmente, se volvié a disminuir y
aumentar la temperatura de 29 a 25°Cy de 21 a 25°C, para la OID y OIA respectivamente, en un
tiempo de ~ 8 h adicionales a una tasa de 0.5°C/h, con lo cual ambos tratamientos se
reencontraron a una temperatura constante de 25°C en la etapa de pre-eclosion. El control se
mantuvo a una temperatura constante de 25°C. De este modo, la gastrulacidon (blastula, vesiculas
Opticas y néurula) y la organogénesis (pre-eclosién y eclosién) tuvieron diferentes regimenes de

temperatura durante el desarrollo (Fig. 8).
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Figura 8. Tratamientos de oscilacidon de temperatura durante la embriogénesis. Se indican los
tiempos aproximados de muestreos de los estadios embrionarios los cuales generalmente no
variaron entre tratamientos y desoves. Oscilacidn inicial ascendente (OIA), oscilacién inicial
descendente (OID) y control a temperatura constante de 25°C. BLA: blastula, VO: vesiculas
Opticas, NE: néurula, PRE: pre eclosién, ECL: eclosion.
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Un tercer bioensayo (06-2019) se realizé con el objeto de evaluar las temperaturas constantes vs
las temperaturas oscilantes en el mismo desove. Los huevos se incubaron a las seis temperaturas
constantes (20 a 30°C; 650 huevos/L) y oscilantes (750 huevos/L) en tinas de 150 L de capacidad
sin réplicas para cada tratamiento debido a la insuficiencia de huevos para tantos tratamientos
simultdneos para un solo desove. En este bioensayo, se analizé la morfologia de las larvas al
eclosionar, y adicionalmente se muestrearon larvas a las 24, 48 y 72 h (dia 3) para determinar una

serie de variables morfométricas descritas en la seccion 6.7.

Un cuarto bioensayo (02-2020) se realizé con el objeto de evaluar las temperaturas constantes vs
las temperaturas oscilantes en el mismo desove a nivel de la eclosién y de la apertura de la boca.
En este caso si fue posible tener tres réplicas por tratamiento utilizando garrafones de 18 L dentro

de un bafio de 150 L a una densidad de 700 huevos/L.

La tabla 1 muestra puntos claves para describir los bioensayos y el alcance de los andlisis en cada

uno de ellos.

Tabla 1. Resumen de los bioensayos y analisis realizados.

Bioensayo Régimen de temperatura Réplicas Estadio inicialy Andlisis
final evaluado simJcaJu] B [N]JE
Preliminar Constante (16 a 32°C) 3 Eclosién v x x x X X X
1 Constante (20 a 30°C) 3 VO->Eclosién v v o x x v Vv x
2 Oscilante (control, OID y OIA) 3 VO->Eclosién v v o x x v v x
3 Constante (20 a 30°C) y 1 VO->larvaaldiad3 x v v v *  x x

oscilante (Control, OID y OIA) post-eclosion
4 Constante (20 a 30°C) y 3 Eclosion>Apertura v v x x v x v
oscilante (OID y OIA) boca

S: supervivencia al estadio final; M: morfometria (en embridon se midié la gota de aceite); CA:
crecimiento alométrico; U: utilizacion de saco vitelino y gota de aceite; E: edema
pericardico/vitelino a la apertura de boca; CB: composicion bioquimica; N: nucleétidos de
adenina; v': Si se determind; x: No se determind; * Se determind en una muestra.

6.3. Colecta de muestra y almacenado

Los embriones y larvas flotantes se escurrieron en una malla de 100 um, el exceso de agua se seco
con papel absorbente, se pesé la muestra en una balanza analitica con una precisién de 0.1 mg
(Ohaus, A&D HR60, USA), se sumergié inmediatamente en nitrégeno liquido y finalmente se

almacend a -80°C hasta su analisis. Para determinar el contenido bioquimico y de nucledtidos
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adenilicos por individuo, se contaron los huevos, embriones o larvas para cada estadio (seccién
6.11 y 6.12) en una pequefia submuestra paralela (~30 mg) y luego, se extrapold al nimero de
individuos dentro de la muestra analizada a partir del peso de cada muestra. Con lo anterior, fue
posible expresar los datos en pg (composicidon bioquimica) o nmol (nucleétidos) por individuo,
gue representa una forma mas precisa de describir los cambios cuantitativos a través del
desarrollo, dado que el peso del embrién/larva varia por si mismo y generalmente disminuye
segun el desarrollo (Finn et al., 19954, Finn et al., 1996; Rgnnestad et al., 1998; Podrabsky y Hand,
1999; Hilton et al., 2008).

6.4. Fases de desarrollo embrionario

Se obtuvieron muestras de huevos, embriones y larvas (0.5 g por réplica que correspondieron a
700 huevos/embriones o 1400 larvas) en diferentes estadios de desarrollo que se identificaron
con un estereomicroscopio 4x (Leica, amscope, USA) (ver Moran et al., 2007a para estadios
embrionarios). Se tomaron muestras en cinco estadios del desarrollo lecitotréfico: 1) huevos en
el estadio de blastula (BLA) 4 h después de la fertilizacién en donde se obtuvo solo un dato inicial
de referencia de esta fase, 2) embriones en donde se observaron las vesiculas dpticas (VO) en el
estadio de néurula temprana, 3) embriones en el estadio de néurula avanzada (NE), caracterizado
por la presencia de miémeros corporales y un saco vitelino en forma de manzana, 4) embriones
en el estadio de pre eclosién (PRE), cuando el embriéon mostraba la cabeza y la aleta caudal
completamente desarrollados, y 5) larvas recién eclosionadas (ECL), cuando se encontraba el
~80% de las larvas libres eclosionadas. En el bioensayo 2, se omitio el muestreo de la fase de pre-
eclosidn debido a la insuficiencia de larvas, dando prioridad a la fase de eclosién. Finalmente, se
considerd también el estadio de larvas a la apertura de la boca (BOCA) el cual fue llevado a cabo

solamente en el bioensayo 4 (Fig. 9).
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6.5. Velocidad de desarrollo

En las temperaturas constantes viables de 20 a 30 °Cy en los tratamientos oscilantes se monitored
el tiempo de desarrollo del embridn. El coeficiente de temperatura (Qio) que representa la
velocidad de desarrollo embrionario se calculé como Qio = (RT2 / RT1)1°/(2T) "en donde T2 fue
la temperatura viable mas baja (20°C) y T1 la mas alta (30°C). RT1 fue el tiempo (horas) en donde

se alcanzé el estadio embrionario en T1 y RT2 en T2 (Reyes et al., 2008).

Y e
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Figura 9. Fases embrionarias de Seriola rivoliana. Primera division embrionaria (A); estadio de 4
células (B); 8 células (C); 32 células (D); mérula (E); blastula (F); gastrula (G); vesiculas dpticas (H);
néurula avanzada (I); pre-eclosién (J), eclosion (K) y apertura de boca (L) (ver Moran et al., 2007a
para estadios embrionarios)

6.6. Tasas de eclosion y supervivencia a la apertura de boca

Los datos de las tasas de eclosidn se calcularon con la féormula: TE = 100 — [(V2/V1) x 100], en
donde V2 es el volumen o el nimero de huevos muertos blanquecinos recolectados del fondo de
cada unidad experimental después de la eclosidn y V1 es el volumen o el nimero de huevos de

siembra. La supervivencia a la apertura de boca se calculé con la formula AB = [(V2/V1) x 100],
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donde V2 es el numero de larvas vivas colectadas de cada unidad experimental y V1 es el nimero

de huevos de siembra.

6.7. Crecimiento corporal larval

Las muestras de huevos y larvas (20 individuos por réplica) se colocaron individualmente con una
pequefia gota de agua en un portaobjetos (sin cubreobjetos) e inmediatamente se fotografiaron
con una camara Olympus conectada a un microscopio éptico compuesto CX-31 (Olympus Tokio,
Japdén). Se midieron siete caracteres morfométricos en paralelo al eje longitudinal y seis
perpendiculares a dicho eje (Fig. 10). Adicionalmente, se midid la longitud del saco vitelino (LSV)
y la altura del mismo (ASV) para calcular el volumen del saco vitelino (VSV) (mm3) de acuerdo con
la formula VSV = [ ( / 6) * LSV * (ASV)?] (Cetta y Capuzzo, 1982). El volumen de la gota de aceite
(VGA) (mm3) se calculé usando unicamente el radio (r) de la gota de aceite: VGA=[ (4 / 3x) * r3],
considerando que se trata de una estructura esférica (Avila y Juario, 1987). Las imagenes de larvas

se analizaron con el software Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/).

Boca a ano
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Figura 10. Caracteres morfométricos paralelos y perpendiculares al eje longitudinal en Seriola
rivoliana. Paralelas: Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud boca al ano (BA); longitud
de la cabeza (LC); longitud del ojo (LO); Longitud del tronco (LTRO); longitud de aleta caudal (LAC).
Perpendiculares: altura del ojo (AO); altura de la cabeza (AC); altura 1 del miotomo (AM1); altura
2 del miotomo (AM2); altura 3 del miotomo (AM3:); altura de la aleta caudal (AAC).
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6.8. Utilizacidn del saco vitelino y gota de aceite

Este analisis solo se llevd a cabo en el bioensayo 3 debido al muestreo continuo de larvas en los
nueve tratamientos en el mismo desove. Se sabe de antemano que el saco vitelino en Seriola se
absorbe rapidamente dentro de los dos primeros dias post-eclosion (Yu et al., 2017), por lo que
el volumen de saco vitelino se analizé hasta las 48 h post-eclosion. En contraste, la gota de aceite
es conspicua hasta el comienzo de la fase de alimentacién exégena (Roo et al., 2014), por lo que
el diametro de la gota de aceite se analizé hasta las 72 h post-eclosidn. El porcentaje de saco
vitelino absorbido promedio (% SV) a las 24 y 48 h post-eclosion fue analizado con la formula: %
SV =100 - [(VSV alas 24 0 48 h/VSV en la eclosidn) x 100)], respectivamente. Adicionalmente, el
porcentaje de la tasa de absorcion promedio del SV por hora (% SVH™) a las 24 y 48 h post-
eclosion fue analizado con la férmula: % SVH! = [% SV a las 24 h/24] y [% SV a las 48 h/48],
respectivamente. Se realizaron los mismos cdlculos para la absorcién de la gota de aceite hasta
las 72 h. Ademas, la utilizacién de la gota de aceite se analizé como una tasa lineal hasta las 72 h

después de la eclosion (ver 6.13: andlisis estadistico).

6.9. Crecimiento alométrico

Para obtener los coeficientes de crecimiento alométrico se utilizaron los datos en la eclosién y a
las 24, 48 y 72 h post-eclosion del bioensayo 3. La funcién potencial (Y = aLT) la cual describe la
ecuacion alométrica (crecimiento diferencial), en donde la longitud total “LT” es la variable
independiente y cada medida corporal "Y" es la variable dependiente, se utilizé para obtener el
coeficiente de crecimiento "b" (la pendiente) y el intercepto “a”. Ademas, se obtuvo el coeficiente
de correlacién (R?) y una prueba de T para confirmar que si existia una relacidn significativa entre
ambas variables (P < 0.05). Cuando el crecimiento es isométrico: b = 1, alométrico positivo: b > 1

y alométrico negativo: b < 1 (Fuiman, 1983).
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6.10. Edema pericardico/vitelino a la apertura de boca

Las deformaciones morfoldgicas en la regidn del saco vitelino y el pericardio solo se hacen muy
evidentes una vez que la larva abre la boca, cuando ya ha ocurrido una notable absorcidn del
vitelo. Las larvas a la apertura de boca fueron obtenidas en el bioensayo 4, por lo que éste analisis
solo se llevé a cabo en este bioensayo. Una vez que se detectd la presencia de edema en la zona
del pericardio y el vitelo, se determind de una forma cualitativa el grado de severidad del edema
de acuerdo al tamafio visual (inflamacién y deformacién) del mismo (Tabla 2) (Kurokawa et al.,

2008; Skaalsvik et al., 2015).

Tabla 2. Identificacion de los grados de edema

Grado Descripcion Morfologia en la apertura de boca

0 Sin edema

1 Edema menor /*/%

2 Edema mayor

3 Edema severo
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6.11. Analisis bioquimicos (masa seca, proteina, lipidos totales, carbohidratos y TAG)

Las muestras congeladas de huevos, embriones y larvas se liofilizaron, luego se pulverizaron con
un homogeneizador (MPI, Fast Prep-24, CA-USA), se rehidrataron con 1 mL de agua destilada por

0.1 g de muestra seca, y se homogeneizaron de nuevo.

Para la cuantificacién de proteinas, el homogeneizado crudo se digirio en NaOH 0.1N durante 120
minutos, y posteriormente se hizo reaccionar con acido bicinconinico a 60°C durante 15 minutos
(Fujimoto et al., 1985). La muestra se cuantificé con un reactivo proteinico y albumina de suero
bovino como estandar (Sigma-Aldrich, Merck, St Louis, MO). Los lipidos totales se determinaron
por el método de la sulfofosfovanillina (Barnes y Blackstock, 1973). Se afladié acido sulfurico al
homogeneizado y se calenté a 90°C durante 10 minutos, luego se hizo reaccionar con
fosfovanillina al 0.2% en H,SO4 al 80%. Para la cuantificacion de carbohidratos, las proteinas del
homogeneizado se precipitaron con acido tricloroacético (TCA) al 20% y el sobrenadante se hizo
reaccionar con antrona al 0.1% en H,SO4 al 72% (Roe et al., 1961). Los triacilgliceridos se
determinaron a partir de la hidrdlisis enzimatica con lipasas segin Koditschek y Umbreit (1969),
con una prueba enzimatica colorimétrica (kit de RANDOX, TR 1697). La masa seca de los huevos
y las larvas se obtuvo dejando las muestras en el horno (VWR, USA) a 60°C durante 24 h. La
estandarizacion y validacidn de éstas técnicas en huevos, embriones y larvas de peces se hizé con

base a experiencias previas en huevos y larvas de ostidon (Pacheco-Carlén, 2016).

6.12. Nucledtidos de adenina

Se homogenizd una muestra congelada de huevos, embriones o larvas en un homogenizador
criogénico (MMA400, Retsh, Alemania) (2 min a 25 rpm) pre-enfriado con nitrégeno liquido. Los
nucledtidos fueron extraidos y procesados de acuerdo al método de Moal et al., (1989), con
modificaciones descritas por Robles-Romo et al. (2016). Se pesaron 100 mg del polvo criogénico
(200 huevos o embriones y 300 larvas) que se colocaron en acido tricloroacético 0.5M (1.5 ml).
Posteriormente se mezcld en un polytron Sentry por 30 s a 2000 rpm en un tubo de ensaye y
centrifugados a 3000 g por 10 min a 4°C. Se recuperaron 0.5 ml del sobrenadante que fueron

neutralizados con 1.3 ml de una mezcla de trioctilamina y diclorometano (1:5 v/v), agitandose 30
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s en vortex. Nuevamente se centrifugd (5 min a 2000 g a 4°C), se verificdo que el sobrenadante
tuviese un pH neutro. Se recuperd una alicuota del sobrenadante (50 pL) la cual se pasé por un
filtro de 0.2 um y se almacend a -80°C hasta su analisis. Los nucleétidos se separaron mediante
HPLC de fase reversa con apareamiento iénico (modelo 1100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
con una columna Hyperclone ODS C18 (150 x 4.6 mm, tamafio de particula de 3 um, Phenomenex,

Torrance, CA) conectada a una columna de guarda C18 (40 x 3 mm; Phenomenex, Torrence, CA).

La separacion se realizd en una fase movil compuesta por fosfato sédico monobdsico 0.15 M
(H2NaO4P), tetrabutilamonio 3 mM (Sigma-Aldrich, Merk, St. Louis, MO) y metanol al 8% a pH 6.0,
que se ajustoé con NaOH 5N. Las sefiales de los nucleétidos se detectaron a 254 nm a 0.8 mL/min
durante 22 min. La identificacion de los nucleotidos se realizo con una mezcla de estandares de
trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP) y
monofosfato de inosina (IMP) (Sigma-Aldrich, Merck, St. Louis, MO) a concentraciones conocidas.
La carga energética adenilica (CEA) se estimd segun el método de Atkinson (1968) de la siguiente
manera: [(ATP+0.5ADP)/(ATP+ADP+AMP)]. Asimismo, los nucledtidos adenilicos totales (NAT) se

calcularon como la suma de ATP, ADP y AMP.

6.13. Analisis estadistico

Se analizé la normalidad de todas las variables (prueba de Bartlett) y la homocedasticidad (prueba
de Levene). Los datos de tasas de eclosion se transformaron previamente en arcoseno antes de
realizar el andlisis de varianza estadistico (ANOVA). En el bioensayo 3, los coeficientes de
crecimiento (alometria) se consideraron diferentes cuando la magnitud de los intervalos de
confianza al 95% de las pendientes no se sobrepusieron entre los tratamientos de temperaturay
mediante una pueba de t para la significancia estadistica. Ademas, en el bioensayo 3, se
analizaron las tasas de utilizacién de la gota de aceite hasta las 72 h post-eclosién en los nueve
tratamientos. Los datos se transformaron con logaritmo, seguido de una regresion lineal y se
analizaron con un ANCOVA (Llanos-Rivera y Castro, 2006), en donde el tiempo en grados-dia se
utilizdé como covariable. Los grados-dia se utilizan para explicar la variacion en el crecimiento y
desarrollo de los peces en funcién de la temperatura. Se calculan utilizando la temperatura

experimental como dato. Por ejemplo: a las 24 h después de la eclosidn, los grados-dia en larvas
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a 20 °Cseria 20 (en lugar de 24), mientras que a las 48 h seria 20 x 2 dias =40 (en lugar de 48). En
larvas a 30°C a las 24 h seria 30 (en lugar de 24), mientras que a las 48 h seria 60 (en lugar de 48)

y asi para cada temperatura experimental.

Los datos morfoldgicos se expresaron como promedio + desviacion estandar. Se utilizd un ANOVA
de dos vias para comprobar los efectos del bioensayo (desove) y del régimen de temperatura

sobre las tallas.

Los datos bioquimicos fueron expresados como promedio + error estandar. Se utilizd un ANOVA
de dos vias para comprobar los efectos del estadio y del régimen de temperatura sobre la
composicidon bioquimica y de nucledtidos. Sélo cuando se observé una interaccion significativa,
se compararon las medias individuales dentro de cada factor mediante la prueba de Tukey. En
caso contrario, se compararon las medias globales dentro de cada factor y se indicaron en tablas
para los estadios de desarrollo o en el texto para las temperaturas. Para el bioensayo 1, las tres
temperaturas mads bajas (20-24°C) se agruparon y compararon con las temperaturas mas altas
(26-30°C) mediante la prueba t-student en cada estadio de desarrollo (véase la Tabla 7). Todos
los estadisticos y graficos se analizaron con la versién 8.0 de Statistica (StatSoft, Tulsa, OK) y
Paleontological Statistics, PAST V. 3.25. En todos los casos, la significacion estadistica se aceptd a

P < 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1. Velocidad de desarrollo y coeficiente de temperatura

La velocidad de desarrollo fue inversamente proporcional a la temperatura (Fig. 11). El estadio de
vesicula dptica se observé entre ~10 (30°C) y ~14 (20° C) horas post fertilizacién (hpf). El tiempo
para llegar a la néurula fue entre ~18 h (30°C) y ~34 h (20°C), mientras que para la pre-eclosidn,
tard6 ~20 h (30°C) y ~43 hpf (20°C), respectivamente. Los tiempos de eclosion fueron ~54, 46, 39,
32, 29 y 26 hpf a 20, 22, 24, 26, 28 y 30°C, respectivamente. La larva a la apertura de boca se
observé alas 65 ha28°C,75ha26°C,83ha24°C,100 ha22°Cy 121 h a 20°C. Si bien las larvas
a 30°C no lograron sobrevivir a la apertura de boca, se predijo un tiempo de desarrollo de ~56 hpf
a esta temperatura. Los coeficientes de temperatura (Qio) (20 a 30°C) fueronde 1.4, 1.8, 2.2,2.4

y 2.1 en vesicula dptica, néurula, pre-eclosion, eclosion y apertura de boca, respectivamente.
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Figura 11. Velocidad de desarrollo embrionario de S. rivoliana en relacién a la temperatura.

En el caso de los tratamientos oscilantes durante la incubacién y que continuaron a 25°C post-
eclosion, la velocidad de desarrollo se vié poco influenciada por los tratamientos en los estadios
embrionarios. El estadio de VO se alcanzd a las ~12 h, el de NE a las ~19 h, PRE a las ~26 h, y un
tiempo de eclosién cercano al 50% de larvas eclosionadas fue de 32 y 35 h en el bioensayo 1y 3,
respectivamente. En el bioensayo 4, la eclosidn se alcanzd a las 37 y 33 h en la OID y OIA,

respectivamente. La larva con apertura de boca se obtuvo a las 72 h post-fertilizacion en ambas
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oscilaciones térmicas. Estos valores estuvieron dentro del rango obtenido entre 24 y 26°C

constantes (Fig. 11).

7.2. Rango viable de temperatura de incubacién

Los estadios embrionarios en el jurel Seriola rivoliana coincidieron con las descripciones
anteriores en el género Seriola. En el biensayo preliminar, los estadios de desarrollo ocurrieron
en todos los tratamientos de temperatura de 16 a 32°C. Sin embargo, las larvas viables
eclosionaron solo en el rango de temperatura de 20 a 30°C (Fig. 12). Se obtuvo una diferencia
significativa por ANOVA en las tasas de eclosiéon entre las temperaturas viables (P<0.05). Las
comparaciones posteriores mostraron que los huevos a 30°C presentaron una tasa de eclosion
significativamente mas baja (47%, P<0.05) que para el resto de las temperaturas de 20, 22, 26 y
28°C, en la cuales las tasas de eclosion fueron altas (74-86%) y sin diferencia significativa entre si
(P>0.05). A 16°C, pocos embriones (5-10%) alcanzaron el estadio de pre-eclosién e
hipotéticamente eclosionarian alrededor de las 62 h. Sin embargo, aunque los embriones estaban
vivos y presentaban movimiento, permanecieron "encerrados" dentro del huevo durante 12-24
horas adicionales y murieron progresivamente sin eclosionar. A temperaturas fuera de los limites
viables de 18 y 32°C, solo una pequeia proporcién de huevos eclosioné (maximo el 18%), pero
las larvas se observaron dobladas y muertas. Por lo anterior, se considerd 20 a 30°C como el rango

de temperatura viable para Seriola rivoliana que se usé para el resto de los bioensayos.

En el bioensayo 1 a temperaturas constantes, las tasas de eclosion de 20 a 28°C fueron altas (78-

84%), mientras que a 30°C el valor disminuyd a 52% (P<0.05) (Fig. 12).

En el bioensayo 2 a temperaturas oscilantes, las tasas de eclosion fueron de 82 y 78% en los
tratamientos de OID y OIA, respectivamente, similares al tratamiento control a 25°C (80%) y sin

una diferencia significativa entre si (P>0.05) (Fig. 12).

En el bioensayo 3, las tasas de eclosidon a temperaturas constantes de 20 a 28°C se observaron

entre 80 y 90%, mientras que a 30°C, la tasa de eclosion disminuyd a 40% (P<0.05). En el
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tratamiento control a 25°C se obtuvo 90%, mientras que los tratamientos oscilantes OlIAy OID se

obtuvo 75% en cada uno (Fig. 12).
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Figura 12. Tasas de eclosion en huevos de Seriola rivoliana. Promedio = D. E. Control a 25°C
constante. Oscilacidn inicial descendente (OID) y oscilacidn inicial ascendente (OIA) (* denota una
diferencia significativa a 30°C, P<0.05). En el bioensayo preliminar, las temperaturas a 16, 18 y

32°C fueron inviables y por lo tanto, no se analizaron.

7.3. Efecto de la temperatura constante

7.3.1. Morfologia larval

La larva eclosionada del bioensayo 1 mostré tener mayores tallas de los principales caracteres

longitudinales (LT, LE y LAC) a 22 y 24°C, mientras que se observaron tallas intermedias a 28°Cy

mas pequeiias a 20, 26 y 30°C (Tabla 3). La longitud y altura de cabeza fueron mayores a 22°C; la

menor longitud y altura de cabeza se observaron a 30 y 26°C, respectivamente. El diametro de

pigmentacion del ojo fue mayor a 24°C y menor a 20 y 26°C. Tanto el saco vitelino y la gota de

aceite fueron mayores a 20°C.
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Tabla 3. Mediciones morfométricas a las temperaturas constantes del bioensayo 1. Promedio *
D. E. Analisis unifactorial. Post hoc Tukey. Letras minusculas diferentes, representan diferencias

significativas entre las temperaturas.

mm 20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C
LT 2.65+0.16° 2.87+0.12° 2.93+0.13° 2.71+0.132 2.77+0.12%° 2.66+0.17°
LE 2.5340.15° 2.74+0.12° 2.79+0.12° 2.58+0.12° 2.65+0.11%° 2.5340.16°
BA 1.47+0.113 1.58+0.06"° 1.60+0.08¢ 1.5240.04% 1.52+0.07%¢ 1.49+0.08?
LTRO 1.21+0.07%® 1.26+0.06" 1.29+0.08¢ 1.20+0.05° 1.22+0.06° 1.19+0.08°
LAC 1.14+0.113 1.2940.07° 1.32+0.06° 1.19+0.09? 1.2440.07%° 1.18+0.112
> AAC 0.35+0.06° 0.4240.04 0.4440.03¢ 0.39+0.06% 0.38+0.06%° 0.38+0.04%
‘8 LC 0.32+0.02° 0.35+0.02° 0.33+0.02°  0.32+0.01%* 0.32+0.01%® 0.30+0.01°
8 AC 0.230#0.02%>  0.260+0.02°  0.241+0.01°  0.221+0.02®  0.240#0.03%*°  0.225#0.02%"
. DPO 0.14+0.01° 0.16+0.01%¢ 0.16+0.01° 0.14+0.01° 0.15+0.01%¢ 0.14+0.01%
AM1 0.1940.01% 0.19+0.02% 0.19+0.02° 0.18+0.01° 0.18+0.01% 0.18+0.01%
AM2 0.17+0.01%° 0.17+0.02° 0.17+0.01%° 0.16+0.01° 0.16+0.01%* 0.16+0.01%
AM3 0.10£0.01° 0.110.01% 0.11+0.01° 0.10£0.01% 0.10£0.01% 0.10+0.01%
VSV 0.16+0.04° 0.12+0.04° 0.12+0.03° 0.14+0.03%* 0.12+0.03%* 0.13+0.03?
VGA 3.0940.65¢ 2.85+0.58" 2.25+0.48° 2.31+0.67%° 2.6840.56% 2.2240.62%

Longitud total (LT); longitud estdndar (LE); longitud de la boca al ano (BA); Longitud del tronco
(LTRO); longitud de aleta caudal (LAC); altura de la aleta caudal (AAC); longitud de la cabeza (LC);
altura de cabeza (AC); didmetro de pigmentacién del ojo (DPO); altura 1 del midtomo (AM1);
altura 2 del miétomo (AM2); altura 3 del miétomo (AM3); volumen del saco vitelino (VSVtmm3);
volumen de la gota de aceite (VGAx 103+mm?3).

La larva eclosionada del bioensayo 3 tuvo una mayor longitud total y longitud estandar a 22 y
24°C, intermedia a 26 y 30°C, y mas pequefa a 20 y 28°C (Tabla 4). Las dimensiones de la aleta
caudal (longitud y altura) fueron mayores entre 22 y 26°C y mas pequefas a 20°C. La longitud y
altura de la cabeza fueron mayores a 24 y 22°C, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas en el saco vitelino, mientras que la gota de aceite fue mayor a 24°Cy menora 22y
26°C. Al dia 3 post-eclosion las larvas presentaron una mayor longitud total y estandar entre 20 y
24°C, intermedias entre 26 y 28°C y mas pequefias a 30°C. La longitud de la aleta caudal fue mayor
entre 22 y 24°Cy mas pequena a 30°C. La longitud de la cabeza se mostré mayor entre 24 y 28°C,
mientras que entre 20 y 22°C se observé mas pequefiia. La gota de aceite fue mayor entre 20 y

22°Cy mas pequefia entre 24 y 28°C.
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Tabla 4. Mediciones morfométricas a las temperaturas constantes del bioensayo 3. Promedio *
D. E. Analisis unifactorial. Post hoc Tukey. Letras minusculas diferentes, representan diferencias

significativas entre las temperaturas.

mm 20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C
LT 2.77+0.06° 2.97+0.14°¢ 2.97+0.10¢ 2.91+0.04%¢ 2.73+0.06° 2.83+0.07%°
LE 2.64+0.05° 2.84%0.13¢ 2.84+0.09¢ 2.79+0.03% 2.62+0.06° 2.69+0.06°°
BA 1.61+0.04%¢ 1.62+0.08%° 1.64+0.05¢ 1.59+0.022 1.53+0.042 1.57+0.022°
LTRO  1.28+0.04° 1.30+0.08° 1.31+0.05° 1.27+0.03%° 1.2340.03? 1.27+0.03%°
LAC 1.16+0.032 1.35+0.08¢ 1.33+0.05¢ 1.32+0.03¢ 1.20+0.05%° 1.25+0.05°
> AAC 0.40+0.03? 0.45+0.04° 0.45+0.03° 0.44+0.02° 0.40+0.01° 0.43+0.02%
‘8 LC 0.32+0.01° 0.34+0.01¢¢ 0.35+0.01¢ 0.33+0.02%¢ 0.33+0.01° 0.30+0.02?
8 AC 0.215+0.01*  0.255+0.02¢  0.240+0.02°  0.230#0.02°®  0.220+0.02°®  0.236+0.01°<
. DPO 0.13+0.01° 0.17+0.01¢¢ 0.17+0.01¢ 0.16+0.01¢¢ 0.15+0.01° 0.15+0.01°
AM1 0.19+0.02 0.19+0.01 0.19+0.01 0.18+0.01 0.18+0.01 0.18+0.01
AM?2 0.18+0.01 0.17+0.01 0.17+0.01 0.17+0.01 0.17+0.01 0.16+0.00
AM3 0.10+0.01 0.10+0.01 0.10+0.01 0.10+0.01 0.10+0.01 0.11+0.01
VSV 0.20+0.06 0.160.04 0.20+0.04 0.18+0.04 0.21+0.03 0.18+0.05
VGA  3.60+0.18%° 3.25+0.45° 3.71+0.47° 3.26+0.40° 3.86+0.41° 3.53+0.24%°
LT 3.69+0.09¢ 3.67+0.14¢ 3.72+0.11°¢ 3.45+0.10° 3.42+0.14° 3.10+0.11°
> LE 3.51+0.09¢ 3.49+0.15¢ 3.55+0.12¢ 3.27+0.09° 3.27+0.13° 2.92+0.10°
‘g BA 1.84+0.07¢ 1.80+0.08% 1.79+0.08%¢ 1.73+0.03% 1.70+0.07° 1.53+0.092
9 LTRO 1.44+0.06¢° 1.40+0.06¢ 1.3240.06¢ 1.27+0.04%° 1.23+0.04° 1.14+0.082
E LAC 1.83+0.06% 1.88+0.08¢ 1.92+0.04¢ 1.71+0.08° 1.72+0.12°%¢ 1.54+0.03?
Y AAC  0.50%0.06%° 0.56+0.03" 0.60+0.02¢ 0.55+0.03%* 0.51+0.05% 0.49+0.05?
& L 0.38+0.03? 0.42+0.03° 0.49+0.05° 0.49+0.05° 0.49+0.04° 0.44+0.04%
<5t AC 0.436+0.02*  0.522#0.05°  0.629+0.05° 0.576+0.04*°  0.553+0.02° 0.519+0.06°
2 DPO 0.23+0.02 0.24+0.01 0.25+0.02 0.24+0.02 0.24+0.01 0.23+0.01
< AM1  0.22+0.01**  0.22+0.02% 0.23+0.02° 0.21+0.02% 0.21+0.01% 0.20+0.012
x  AM2 0.22+0.02"¢ 0.24+0.02¢ 0.24+0.02¢ 0.23+0.01%¢ 0.21+0.02% 0.19+0.012
— AM3  0.15%0.01®  0.15+0.01% 0.16+0.01° 0.15+0.01% 0.15+0.02% 0.14+0.01°
VGA 2.09+0.63° 1.95+1.04° 0.81+0.73? 0.51+0.60? 0.28+0.52? 0.86+0.91%

Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud de la boca al ano (BA); Longitud del tronco
(LTRO); longitud de aleta caudal (LAC); altura de la aleta caudal (AAC); longitud de la cabeza (LC);
altura de cabeza (AC); diametro de pigmentacion del ojo (DPO); altura 1 del miétomo (AM1);
altura 2 del midtomo (AM2); altura 3 del miétomo (AM3); volumen del saco vitelino (VSV+mm?3);
volumen de la gota de aceite (VGA x 103tmm?3).

La larva eclosionada del bioensayo 4 mostré una mayor longitud total y estandar entre 20y 24°C,
intermedia a 28°C y mas pequefias a 26 y 30°C (Tabla 5). La longitud de la aleta caudal fue mayor
a 24°C, intermedia a 22 y 28°C y mas pequeiia a 20, 26 y 30°C. La longitud de la cabeza se mostré
mayor entre 20 y 24°C y mas pequefia a 30°C. El saco vitelino y gota de aceite fueron mayores a

30y 28°C respectivamente. La larva a la apertura de boca tuvo mayores tallas longitudinales (LT,
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LE, BA, LTRO, LAC) a 20°C y las mas pequefias se observaron a 26 y 28°C. No se observaron

diferencias significativas en la gota de aceite.

Tabla 5. Mediciones morfométricas a las temperaturas constantes del bioensayo 4. Promedio +
D. E. Analisis unifactorial. Post hoc Tukey. Letras minusculas diferentes, representan las
diferencias significativas entre las temperaturas.

Mm 20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C
LT 2.91+0.10° 2.94+0.10° 2.9620.11° 2.80+0.09° 2.89+0.20% 2.81+0.12°
LE 2.78+0.09° 2.81+0.09° 2.8340.10° 2.68+0.09° 2.7620.19% 2.69+0.11°
BA 1.65+0.04¢ 1.63+0.05"° 1.63+0.05%° 1.55+0.05° 1.59+0.09%° 1.55+0.05°
LTRO  1.32+0.04¢ 1.30+0.04% 1.30+0.04% 1.24+0.05° 1.27+0.072® 1.24+0.04°
LAC 1.26+0.05° 1.30%0.07%° 1.33+0.07° 1.24+0.06° 1.300.12%° 1.26%0.08°
~ AAC 0.43%0.03% 0.45+0.02° 0.45+0.03° 0.43%0.04% 0.430.04% 0.41+0.04°
2 1c 0.35+0.01° 0.35+0.02° 0.34+0.01° 0.33+0.02% 0.33+0.02% 0.33+0.01°
8 AC 0.246#0.02°  0.234#0.02*>  0.2394£0.02°°  0.234#0.02?®  0.243#0.02°®  0.231+0.01°
“ ppro 0.16+0.02% 0.17+0.01% 0.17+0.01° 0.16+0.02? 0.17+0.01° 0.16+0.01%*
MH1  0.19+0.01° 0.200.01% 0.200.01% 0.19+0.01° 0.21%0.02° 0.1940.01°
MH2  0.18+0.01 0.18+0.01 0.18+0.01 0.18+0.02 0.19+0.02 0.18+0.01
MH3  0.11#0.01° 0.11%0.01° 0.11%0.01° 0.11%0.01° 0.12+0.01° 0.11+0.01°
VSV 0.15+0.03% 0.15+0.042 0.14+0.042 0.17+0.04% 0.16+0.06% 0.18+0.04°
VGA 2.67+0.56° 2.6340.51° 2.7840.36%° 3.0740.73%¢ 3.2340.84°¢ 3.1240.54
LT 3.55+0.10° 3.49+0.10° 3.51+0.09 3.3040.11° 3.3540.08°
LE 3.3540.10° 3.30£0.09° 3.3340.09 3.1240.10° 3.1840.08°
BA 1.78+0.06° 1.76+0.05° 1.78+0.05° 1.68+0.05° 1.70+0.04°
« LTRO  1.4240.07° 1.38+0.05° 1.41+0.04% 1.30+0.05° 1.33+0.04°
§ LAC 1.74+0.07° 1.700.07° 1.72+0.06° 1.60+0.04° 1.63+0.06°
W AAC 0.49+0.04° 0.50%0.04° 0.53+0.04° 0.50%0.04? 0.50+0.03%
< e 0.37+0.03 0.38+0.03 0.38+0.03 0.38+0.02 0.37+0.03
E AC 0.480+0.04*  0.513%0.05° 0.487+0.04° 0.513%0.04° 0.487+0.04%°
§ DPO  0.23+0.02% 0.23+0.02° 0.24+0.02¢ 0.22+0.02? 0.23+0.02%°
AM1  0.23+0.01° 0.22+0.02% 0.22+0.01% 0.22+0.01° 0.22+0.02%
AM2  0.23+0.01%*°  0.24+0.01° 0.2340.01° 0.23+0.01° 0.23+0.01%
AM3  0.16+0.01%° 0.16%0.012 0.160.01% 0.16%0.012 0.17+0.01°
VGA  0.91#0.36 0.87+0.37 1.00+0.68 1.07+0.60 0.74+0.28

La descripcién de los caracteres medidos estdn en la Tabla 4.
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7.3.1.1. Influencia del bioensayo y la temperatura constante en la morfologia larval

Con el fin de discernir entre la influencia del desove y de |la temperatura, se realizé un analisis de
varianza bifactorial (bioensayo x temperatura) para las mediciones realizadas en la larva
eclosionada, considerando que cada bioensayo se realizé en un mismo desove y por ende, se trata
de tres desoves diferentes para los tres bioensayos. Se obtuvd una interaccidn significativa para
la mayoria de la variables morfométicas analizadas, lo cual indicé que la influencia de la
temperatura dependié del desove (Fig. 13). Adicionalmente, se observé que para todos las
variables fue significativo no solo el efecto de la temperatura sino del desove. Comparando solo
las medias globales por temperatura (ver letras en la leyendas de las figuras), se encontré una
longitud total mayor a 22 y 24°C con respecto a las demads temperaturas. La longitud de la aleta
caudal también fue mayor a 22 y 24°C, intermedia a 26, 28 y 30°C, y menor a 20°C. La longitud de
la cabeza fue mayor a 22 y 24°C, intermedia a 20, 26 y 28, y mds pequeiia a 30°C. A 22 y 24°C las
larvas tuvieron una mavyor altura de cabeza, intermedia a 20, 28 y 30°C, y mas pequeia a 26°C. El
didmetro de pigmentacion del ojo fue mayor a 22, 24 y 28°C, y mas pequefio a 20, 26 y 30°C. Con
respecto a las diferencias entre desoves (bioensayos), las larvas de los bioensayos 3 y 4 alcanzaron
tallas mayores en longitud total y longitud de aleta caudal en comparacién con el bioensayo 1. La
longitud de cabeza y el diametro de pigmentacion del ojo fueron mayores en el bioensayo 4,
intermedios en el bioensayo 3 y mas pequefios en el bioensayo 1. El volumen del saco vitelino y
la gota de aceite fueron mayores en el bioensayo 3, intermedios en el bioensayo 4 y mas

pequeiios en el bioensayo 1.

Para las larvas en el estadio mas avanzado a la apertura de boca, se observaron mayores tallas en
cuanto a longitud total y aleta caudal a 20, 22 y 24°C, comparado con 26 y 28°C (Fig. 13B, D). La
longitud y altura de la cabeza fueron mayores entre 22 y 28°C y mas pequenas a 20°C. El didmetro
de pigmentacion del ojo fue mayor a 22 y 24°C, y menor a 26°C, con valores intermedios para las

demas temperaturas (Fig. 13J).
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En el bioensayo 3, se obtuvieron en general larvas a la apertura de boca con mayores tallas para

todos los caracteres comparado con las larvas del bioensayo 4 (Fig. 13).
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Figura 13. Influencia del bioensayo y la temperatura constante en la morfologia larval. Promedio
+ D. E. Los resultados del ANOVA bifactorial (bioensayo x temperatura) estan insertados en la
figura. En caso de interaccién significativa, las diferentes letras mindsculas indican diferencias
significativas (Tukey) entre medias individuales para las distintas combinaciones bioensayo-
temperatura. Para los efectos significativos de cada factor, las letras mayusculas indican las
diferencias significativas entre las medias globales de cada bioensayo, independientemente de
las temperaturas (dentro de la grafica) asi como para las medias globales de cada temperatura,
independientemente del bioensayo (en la leyenda fuera de la gréfica). Para larvas mds avanzadas
en el estadio de apertura de la boca, sdlo se analizaron los datos de los bioensayos 3 y 4, dado
gue en el bioensayo 1 no se obtuvieron larvas en ese estadio. DPO: diametro de pigmentacién del

ojo.
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7.3.2. Composicion bioquimica, gota de aceite y nucleétidos de adenina

En el bioensayo 1, el ANOVA de dos vias mostré una mayor influencia del estadio de desarrollo
que de la temperatura (Fig. 14). La masa seca de los embriones fue influenciada solo por el estadio
de desarrollo (P<0.01), permaneciendo estable durante la embriogénesis (VO, NE y PRE) con
valores de ~64 pg/ind, y subsecuentemente, hubo una disminucion significativa a 44.6 = 0.9
pg/ind en la eclosion (Tabla 6). El contenido de proteina también fue influenciado por el estadio
de desarrollo (P<0.01) y por las temperaturas constantes (P<0.05). Las comparaciones de las
medias globales por estadio mostraron que los embriones mantuvieron niveles estables de
proteinas durante la embriogénesis (~23 pg/ind), seguido de una disminucion significativa a 16.7
+ 0.6 pg/ind en la eclosion (Tabla 6). Por otra parte, las medias globales del contenido protéico
en los embriones a 28°C (24.2 + 5.7 pg/ind), seguido de 30°C (22.8 * 3.7 pg/ind), fueron
significativamente superiores a las de las otras temperaturas constantes (20.7 + 3.1, 20.9 + 5.0,
21.2+3.9y21.9+4.4 ug/ind, a 20, 22, 24y 26°C, respectivamente). El contenido de lipidos totales
en los embriones se vio significativamente influenciado solo por el estadio de desarrollo (P < 0.05),
en donde las comparaciones de medias globales indicaron un aumento significativo del estadio
de vesicula dptica (12.8 £ 0.4 pg/ind) a la néurula (15.0 £ 0.6 pg/ind), mientras que los estadios
de pre-eclosidn y eclosién mostraron valores intermedios. El contenido de carbohidratos en los
embriones durante el desarrollo fue insignificante (~0.33 pg/ind) y sin ningun efecto principal o

interaccion entre el estadio de desarrollo y las temperaturas constantes (Fig.14D).

El contenido de triacilglicéridos (TAG) tuvo un efecto significativo del estadio de desarrollo
(P<0.01), con una disminucién progresiva y significativa durante la embriogénesis, dejando a las
larvas eclosionadas con niveles muy bajos de este componente (Fig. 14E). Ademas, hubo una
interaccion significativa entre el estadio de desarrollo y las temperaturas constantes (P<0.01),
dado que la disminucion a lo largo del desarrollo embrionario no fue consistente para todas las
temperaturas durante las tres primeras etapas embrionarias (VO, NE y PRE), con una disminucién

significativa de los estadios VO a NE a 20, 28 y 30°C, y de los estadios NE a PRE a 20y 22°C.
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El volumen de la gota de aceite (GA) se vio influido por el estadio de desarrollo, las temperaturas
constantes y su interaccion (P<0.01) (Fig. 14F). El volumen de la GA aumenté significativamente
desde el estadio de VO (3.6 x 103 mm?3) a la pre-eclosién (4 x 102 mm3) y luego disminuyd
significativamente hasta 2.6 x 10> mm?3 a la eclosidn. Los cambios antes de la eclosion fueron
variables en funcidn de la temperatura, mientras que la disminucion en la eclosién fue evidente
para todas las temperaturas. Sin embargo, las larvas en el momento de la eclosion tenian un

mayor volumen de GA a 20°C que a 24, 26 y 30°C, con valores intermedios a 22 y 28°C.

Tabla 6. Dindmica de los parametros medidos en la embriogénesis de S. rivoliana del bioensayo
1. Promedio # E. E. Las letras minusculas muestran las diferencias significativas obtenidas del
analisis bifactorial por efecto del estadio. Post hoc Tukey.

Blastula Vesicula Optica Néurula Pre-eclosion Eclosion
Masa seca (ug/ind) 62 65.0£0.5° 64.610.4° 64.7+0.4° 44.6x0.9°
Proteina (ug/ind) 26 24.7+1.0° 23.2+0.6° 23.1+0.6° 16.7+0.6°
Lipidos totales (ug/ind) 12 12.8+0.4° 15.0+0.6° 14.4+0.4%° 14.1+0.4%°
Carbohidratos (ug/ind) 0.33 0.36+0.02 0.34+0.02 0.33+0.01 0.34+0.02
Triacilglicéridos (ug/ind) 6.7 6.5+0.2¢ 5.0+0.2¢ 4.1+0.1° 0.7+0.1°
Gota de aceite (x 103 mm3) 3.9 3.610.0° 3.840.0° 4.0+0.0¢ 2.6+0.1°
ATP (nmol/ind) 0.15 0.14+0.00° 0.17+0.00° 0.20+0.01°¢ 0.21+0.01°
ADP (nmol/ind) 0.089 0.084+0.002°  0.075+0.003%® 0.068+0.001° 0.102+0.005¢
AMP (nmol/ind) 0.002 0.006+0.001*  0.007+0.001°  0.004+0.000° 0.015+0.001°
CEA 0.81 0.7940.00? 0.83+0.00° 0.86+0.00¢ 0.80+0.00°
IMP (nmol/ind) 0.14 0.07+0.00° 0.06+0.00° 0.12+0.01° 0.32%0.02°
NAT (nmol/ind) 0.24 0.23+0.0° 0.26:0.01% 0.27+0.01° 0.33+0.02°

Adenosin trifosfato (ATP); adenosin difosfato (ADP); adenosin monofosfato (AMP); carga

energética adenilica (CEA); inosin monofosfato (IMP); nucleétidos adenilicos totales (NAT)
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Figura 14. Valores bioquimicos y gota de aceite en embriones de Seriola rivoliana expuestos a
temperatura constante (20-30°C) (Bioensayo 1). (A) masa seca, (B) proteina, (C) lipidos, (D)
carbohidratos, (E) triacilglicéridos y (F) volumen de gota de aceite (x 10 mm?3). Promedio + E. E.
Los resultados del ANOVA bifactorial estan mostrados en la figura. Siguiendo un post hoc Tukey,
las diferentes letras minusculas representan la interaccion significativa entre el estadio (E) y la
temperatura constante (CT), mientras que las letras mayusculas indican las diferencias
significativas entre estadios. Blastula (BLA), vesicula éptica (VO), néurula (NE), pre-eclosién (PRE)
y eclosién (ECL).

El contenido de ATP se vid influenciado significativamente por el estadio de desarrollo (P<0.01),
mostrando un aumento progresivo vy significativo desde el estadio de vesicula dptica (0.14 £ 0.0
nmol/ind) a la eclosién (0.21+ 0.01 nmol/ind) (Fig. 15A, Tabla 6). El contenido de ADP también se
vio significativamente influenciado por el estadio de desarrollo (P<0.01), con una disminucion
significativa desde el estadio de VO (0.084 + 0.002 nmol/ind) hasta el estadio de PRE (0.068+
0.001 nmol/ind), seguida de un aumento significativo en la eclosion (0.102 + 0.005 nmol/ind).

Ademas, hubo efectos significativos de la temperatura y de la interaccién (P<0.05), observados
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principalmente en las larvas eclosionadas. En efecto, el contenido de ADP no aumenté al mismo

ritmo en los regimenes de 26 y 30°C, comparado con las otras temperaturas (Fig. 15B).

El contenido de AMP solo tuvo un efecto significativo del estadio de desarrollo (P<0.01),
mostrando un contenido estable durante la embriogénesis temprana, seguido de un aumento
significativo desde la pre-eclosién (0.004 + 0.00 nmol/ind) a la eclosién (0.015 + 0.001 nmol/ind)
(Fig. 15C, Tabla 6). La CEA se mantuvo en valores altos cercanos a 0.8 que aumentaron
significativamente desde el estadio de vesicula éptica (0.79 £ 0.0) hasta la pre-eclosién (0.86 +
0.00), y luego disminuyd en la eclosion, alcanzando un valor similar al observado en la etapa de

VO (Fig. 15D, Tabla 6).

El contenido de IMP fue significativamente influenciado por el estadio de desarrollo (P<0.01), con
un primer aumento en la pre-eclosién (0.12 £ 0.01 nmol/ind), y un aumento adicional de 2.6 veces
en la eclosion (0.32 + 0.02 nmol/ind). Ademas, la interaccidn también fue significativa (P<0.05),
ya que el aumento en la eclosién fue menos pronunciado a 26 y 30°C (Fig. 15E, Tabla 6). El
contenido total de nucleétidos de adenina (NAT) solo tuvo un efecto significativo del estadio
(P<0.01), mostrando un aumento progresivo desde el estadio de vesicula éptica (0.23 + 0.0

nmol/ind) hasta la eclosién (0.33 + 0.02 nmol/ind) (Fig. 15F, Tabla 6).
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Figura 15. Valores de nucledtidos de adenina en embriones de Seriola rivoliana expuestos a
temperatura constante (20-30°C) (Bioensayo 1). (A) adenosin trifosfato (ATP), (B) adenosin
difosfato (ADP), (C) adenosin monofosfato (AMP), (D) carga energética adenilica (CEA), (E) inosin
monofosfato (IMP) y (F) nucleétidos adenilicos totales (NAT). Promedio * E. E. Los resultados del
ANOVA bifactorial estan mostrados en la figura. Siguiendo un post hoc Tukey, las diferentes letras
minusculas representan la interaccion significativa entre el estadio (E) y la temperatura constante
(TC), mientras que las letras mayusculas indican las diferencias significativas entre estadios.
Bldstula (BLA), vesicula éptica (VO), néurula (NE), pre-eclosion (PRE) y eclosién (ECL).
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7.3.2.1. Rango de temperaturas altas vs bajas

Tras agrupar y comparar los datos de las tres temperaturas mas bajas (20, 22, 24°C) con los de las
tres temperaturas mas altas (26, 28, 30°C) en cada estadio de desarrollo (Tabla 7), los resultados
del bioensayo 1 mostraron que los embriones incubados en el rango de temperaturas altas
presentaron niveles significativamente mas altos de carbohidratos en el estadio de VO, proteinas
e IMP en el estadio de NE, TAG y volumen de gota de aceite en el estadio de PRE y TAG y CEA en
el estadio de eclosién (P<0.05). Por el contrario, los embriones incubados a baja temperatura
presentaron niveles significativamente mas altos de volumen de gota de aceite en el estadio de
VO, lipidos totales en el estadio de PRE vy lipidos totales, GA, ADP, AMP, IMP y TAN en el estadio
de eclosion (P<0.05).

En el bioensayo 4, la larva a la eclosidn presentd mayores niveles de masa seca y lipidos totales a
las temperaturas bajas, mientras un mayor volumen de gota de aceite se encontré a las

temperaturas altas en este mismo estadio (Tabla 7b).
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Tabla 7. Componentes medidos en los embriones y larvas de Seriola rivoliana incubados a
temperaturas constantes frias (20-24°C) y calidas (26-30°C) del bioensayo 1 (a) y bioensayo 4 (b).
Promedio + E. E. Las diferencias significativas entre ambos rangos de temperatura estan indicadas
para cada estadio de desarrollo (ANOVA unifactorial, post-hoc Tukey).

a)
Vesicula optica Néurula Pre-eclosion Eclosion

20-24°C 26-30°C 20-24°C 26-30°C 20-24°C 26-30°C 20-24°C 26-30°C

Peso seco (ug/ind)  64.6+0.4 65.420.8 64.50.7 64.840.6 65.10.5 64.3+0.4 43.2+1.1 459+1.4
Proteina (ug/ind)  22.8+1.2 26.7+1.5 21.7+0.7° 24.7+0.8° 22.9+1.2 23.420.6 16.3+0.7 17.0+0.9
LT (pg/ind) 12.3+0.7 13.4+0.3 14.940.7 15.0+1.0 15.340.3° 13.620.6° 14.9+0.4° 13.340.6°
TAG (pg/ind) 6.420.2 6.610.2 5.240.2 4.8%0.2 3.740.2° 4.410.1° 0.4%0.1° 1.1+0.0°
CH (pg/ind) 0.30£0.02*  0.41+0.04® | 0.35+0.03 0.32+0.03 0.360.01 0.31+0.02 0.34+0.02 0.35+0.04
GA (x103 mm3) 3.7¢0.1° 3.5+0.0° 3.7+0.1 3.8+0.1 3.9+0.0? 4.1+0.0° 2.80.1° 2.4+0.1°

ATP (nmol/ind) 0.14+0.00 0.14+0.01 0.18+0.01 0.17+0.01 0.20+0.01 0.20+0.01 0.23+0.01 0.19+0.02
ADP (nmol/ind)  0.083+0.003 0.084+0.003  0.080+0.003 0.070+0.004 | 0.067+0.003 0.070+0.001 | 0.115:0.004° 0.090:0.009?
AMP (nmol/ind)  0.006+0.001 0.006+0.001 | 0.007+0.001 0.007+0.001 | 0.004+0.001 0.004+0.000| 0.019+0.001° 0.012+0.002°
CEA 0.79+0.00 0.79£0.01 0.82+0.00 0.83+0.01 0.86+0.01 0.86+0.00 0.79+0.01° 0.81+0.01°
IMP (nmol/ind) 0.07+0.00 0.07+0.00 0.05£0.00*°  0.07+0.00° 0.11+0.01 0.12+0.01 0.37£0.01° 0.28+0.03?
TAN (nmol/ind) 0.23+0.01 0.23+0.01 0.27+0.01 0.25+0.01 0.27+0.01 0.27+0.01 0.36:0.01° 0.30+0.03?

b)
Eclosion

20-24°C 26-30°C

Peso seco (pg/ind) 35.0+3.1° 27.8+1.1°

Proteina (ug/ind) 5.0%0.5 5.7+1.8

LT (ug/ind) 16.8+1.6° 8.6+1.9°
TAG (pg/ind) 0.44+0.05  0.37+0.08

CH (ug/ind) 0.6%+0.1 0.840.2
GA (x10° mm3) 2.7+0.05°  3.1%0.08°

Lipidos totales (LT); Triacilglicéridos (TAG); Carbohidratos (CH); Gota de aceite (GA); Adenosin
trifosfato (ATP); adenosin difosfato (ADP); adenosin monofosfato (AMP); carga energética
adenilica (CEA); inosin monofosfato (IMP); nucledtidos adenilicos totales (NAT).
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7.3.2.2. Influencia del bioensayo y la temperatura constante en la composicion
bioquimica de la larva eclosionada

Al igual que para las variables morfométricas, se aplicé un andlisis de varianza bifactorial
(bioensayo x temperatura) para discernir entre el efecto del desove (diferente para cada
bioensayo) y de la temperatura. Para el contenido de masa seca y lipidos totales en la larva
eclosionada, la interaccién entre el bioensayo y la temperatura fue siginificativa, indicando que
la influencia de la temperatura dependié del desove o visceversa (Fig. 16). Asi, para la masa seca,
se observaron niveles menores en el bioensayo 4; sin embargo, este es el caso particularmente a
las temperaturas extremas de 20, 28 y 30°C. En constrate, para los lipidos totales, el efecto de la
temperatura con niveles menores a 28 y 30°C solo se observo para el bioensayo 4. Por otro lado,
la proteina fue influenciada unicamente por el bioensayo, con un contenido mayor en el
bioensayo 1 y mas bajo en el bioensayo 4, mientras que los triacilglicéridos fueron Unicamente
influenciados por la temperatura con un mayor contenido a 30°C, intermedio a 20, 26 y 28°Cy

menor a 22y 24°C.
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Figura 16. Influencia del bioensayo y la temperatura constante en la composicién bioquimica de
la larva eclosionada. Promedio + E. E. Los resultados del ANOVA bifactorial (bioensayo x
temperatura) estan insertados en la figura. En caso de interaccion significativa, las diferentes
letras minusculas indican diferencias significativas (Tukey) entre medias individuales para las
distintas combinaciones bioensayo-temperatura. Para los efectos significativos de cada factor, las
letras mayusculas indican las diferencias significativas entre las medias globales de cada
bioensayo, independientemente de las temperaturas (dentro de la grafica) asi como para las
medias globales de cada temperatura, independientemente del bioensayo (en la leyenda fuera
de la grafica). Sélo se analizaron los datos de los bioensayos 1 y 4, dado que en el bioensayo 3
solo fue obtenido un dato de composicidn bioquimica.
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7.4. Efecto de la temperatura oscilante

7.4.1. Morfologia larval

La morfologia de las larvas a la eclosion fue influenciada de manera significativa por los regimenes
de temperatura oscilante (Tabla 8). En el bioensayo 2, una mayor longitud (LT, LE, LTRO) se
observo en las larvas incubadas en la oscilacidn inicial ascendente (OIA), una intermedia en el
control y una mas pequefa en la oscilacién inicial descendente (OID). La longitud de la aleta
caudal fue mayor en la OIA y menor en el control y la OID. Por otro lado, el volumen del saco
vitelino y la gota de aceite fueron menores en la OIA. Sin embargo, a la apertura de boca la
morfologia larval no fue significativamente afectada por las oscilaciones térmicas, excepto por la
altura del miétomo 2 y el volumen de la gota de aceite considerablemente mayor en la OIA con

respecto al control y la OID, mientras que el saco vitelino ya estaba completamente absorbido.

Tabla 8. Mediciones morfométricas a las temperaturas oscilantes del bioensayo 2. Promedio £ D.
E. Analisis unifactorial. Post hoc Tukey. Letras minusculas diferentes, representan diferencias
significativas entre los tratamientos.

ECLOSION APERTURA DE BOCA
mm Control (25°C) oID OIA Control (25°C) oID OIA
LT 2.90+0.08° 2.83+0.07° 3.02£0.12¢ 3.56+0.10 3.52+0.13 3.56+0.14
LE 2.78+0.08° 2.70+0.08° 2.90+0.13¢ 3.41+0.07 3.38+0.11 3.42+0.15
BA 1.58+0.08" 1.5340.052 1.61+0.06° 1.72+0.04 1.75+0.04 1.71+0.04
LTRO 1.24+0.08° 1.19+0.05° 1.27+0.06¢ 1.29+0.03 1.32+0.06 1.29+0.05
LAC 1.32+0.09° 1.30%0.06° 1.41+0.09° 1.84+0.08 1.77+0.13 1.89+0.11
AAC 0.43+0.04 0.41+0.05 0.40+0.10 0.49+0.06 0.47+0.09 0.51+0.07
LC 0.34+0.02 0.34+0.02 0.34+0.02 0.43+0.02 0.42+0.02 0.42+0.03
AC 0.231+0.02° 0.204+0.02*  0.221#0.03" 0.356+0.02 0.418+0.09  0.392+0.04
DPO 0.18+0.01° 0.17+0.01° 0.18+0.02° 0.24+0.01 0.24+0.02 0.23+0.02
AM1 0.22+0.02 0.20+0.03 0.21+0.02 0.24+0.02 0.24+0.02 0.23+0.01
AM2 0.18+0.02? 0.18+0.01° 0.19+0.02° 0.26+0.01% 0.27+#0.02°  0.25+0.01°
AM3 0.08+0.01° 0.08+0.01° 0.09+0.01° 0.09+0.00 0.10+0.02 0.10+0.02
Y 0.17+0.04° 0.18+0.05° 0.13+0.04°
VGA 4.4+0.8° 4.5+0.6° 3.740.5° 0.9+0.1° 1.0£0.3% 1.3+0.2°

Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud de la boca al ano (BA); Longitud del tronco
(LTRO); longitud de aleta caudal (LAC); altura de la aleta caudal (AAC); longitud de la cabeza (LC);
altura de cabeza (AC); didmetro de pigmentacién del ojo (DPO); altura 1 del midtomo (AM1);
altura 2 del miétomo (AM2); altura 3 del midtomo (AM3); volumen del saco vitelino (VSV+mm?3);
volumen de la gota de aceite (VGAx 103+mm3).
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A diferencia del bioensayo anterior, en el bioensayo 3, la morfologia de la larva eclosionada fue
poco influenciada por las temperaturas oscilantes, con una longitud total mayor en el tratamiento
control, intermedia en la OIA y una mas pequeia en la OID (Tabla 9). Por otro lado, la altura de la
aleta caudal fue mayor en el control y la OID y mds pequeiia en la OIA. A la apertura de boca las
larvas incubadas en la OID alcanzaron una mayor longitud de la boca al ano (BA), una intermedia
se observé en el control y una mas pequefia en la OIA. El diametro de pigmetacion del ojo fue
mayor en el control y la OIA con respecto a la OID. Al igual que el bioensayo 2, el saco vitelino ya

habia sido absorbido.

Tabla 9. Mediciones morfométricas a las temperaturas oscilantes del bioensayo 3. Promedio £ D.
E. Analisis unifactorial. Post hoc Tukey. Letras minusculas diferentes, representan diferencias
significativas entre los tratamientos.

ECLOSION APERTURA DE BOCA
Mm Control (25°C) oID OIA Control (25°C) (0]]») OIA
LT 2.6910.06°¢ 2.61+£0.09°2 2.63+0.08%° 3.63+0.13 3.58+0.24 3.44+0.14
LE 2.58+0.09 2.50+0.09 2.52+0.08 3.4710.11 3.4310.25 3.28+0.12
BA 1.54+0.04 1.49+0.06 1.50+0.05 1.79+0.04%° 1.81+0.09° 1.71+0.06°
LTRO 1.22+0.03 1.18+0.04 1.19+0.04 1.31+0.09 1.31+0.10 1.21+0.05
LAC 1.14+0.05 1.12+0.05 1.11+0.05 1.831+0.08 1.77+0.17 1.74+0.10
AAC 0.40+0.03° 0.40+0.02° 0.36%0.03? 0.50+0.06 0.47+0.04 0.4910.04
LC 0.33£0.01 0.3210.02 0.3240.02 0.52+0.06 0.5240.02 0.51+0.07
AC 0.225+0.01 0.222+0.02 0.218+0.02 0.579+0.05 0.567+0.04  0.609%0.05
DPO 0.15+0.01 0.15+00.01 0.15+0.01 0.260.01° 0.23+0.01*  0.26+0.02°
AM1 0.18+0.01 0.17%0.02 0.1710.01 0.20£0.02 0.2110.02 0.2110.02
AM?2 0.17+0.02 0.16+0.01 0.16+0.01 0.2240.02 0.2340.02 0.2240.02
AM3 0.10£0.01 0.0910.01 0.0910.01 0.16%0.02 0.15%0.02 0.1410.02
VSV 0.21+0.04 0.24+0.06 0.24+0.08
VGA 3.52+0.54 4.00+0.56 3.99+0.56 0.4310.53 0.3340.13 0.7240.69

Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud de la boca al ano (BA); Longitud del tronco
(LTRO); longitud de aleta caudal (LAC); altura de la aleta caudal (AAC); longitud de la cabeza (LC);
altura de cabeza (AC); diametro de pigmentacion del ojo (DPO); altura 1 del miétomo (AM1);
altura 2 del miétomo (AM2); altura 3 del miétomo (AM3); volumen del saco vitelino (VSV+mm?3);
volumen de la gota de aceite (VGAx 103+mm3).

La morfologia de la larva eclosionada en el bioensayo 4 fue poco influenciada por los regimenes
oscilantes de temperatura (Tabla 10). Las longitudes de la boca al ano y del tronco fueron mayores

en la OID y menores en el control y la OIA. La altura de la aleta caudal fue mayor en el control,
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intermedia en la OIA y menor en la OID. El saco vitelino fue mas grande en las oscilaciones (OID
y OIA) y mas pequeiio en el control. La gota de aceite fue mds grande en la OIA, intermedia en la

OID y mds pequefia en el control.

A diferencia de los bioensayos anteriores, la morfologia larval a la apertura de boca del bioensayo
4 fue muy influenciada por los regimenes oscilantes, en donde la longitud total y longitud de la
boca al ano fueron mayores en la OID, intermedias en el control y menores en la OIA. La longitud
estandar y del tronco fueron mas grandes en la OID y mas pequefias en el control y la OIA. Por el
contrario, la longitud y altura de la cabeza fueron mayores en el control, comparado con los
tratamientos oscilantes (OID y OIA). Cabe mencionar que las larvas aun tenian un remanente del

saco vitelino.

Tabla 10. Mediciones morfométricas a las temperaturas oscilantes del bioensayo 4. Promedio +
D. E. Andlisis unifactorial. Post hoc Tukey. Las diferentes letras mindsculas representan las
diferencias significativas entre los tratamientos. El tratamiento control representa el promedio
de las mediciones entre 24 y 26°C.

ECLOSION APERTURA DE BOCA
Mm ( zioyn;;‘f,lc) oID OIA ( zioyn;gf,lc) oID OIA
LT 2.89+0.13 2941010  2.89:0.07 3.40+0.15% 3.47+0.09°  3.36£0.14°
LE 2.770.12 2.8240.10  2.77+0.07 3.2240.14° 3.30£0.08°  3.1740.15°
BA 1.5940.06° 1.65¢0.05°  1.58+0.05° 1.73£0.07° 1.78£0.04°  1.69+0.08°
LTRO  1.28+0.05° 1.3440.05°  1.26+0.05° 1.36£0.07° 1.4240.04°  1.34+0.07°
LAC 1.29+0.08 1.29+0.06  1.31:0.05 1.66£0.08 1.66£0.06  1.64+0.07
AAC 0.44+0.03° 0.43+0.03°  0.44+0.02% 0.51+0.04° 0.47+0.03°  0.51+0.04°
LC 0.3440.02 0341002  0.34:0.02 0.3840.03" 0.36£0.01°  0.36£0.03°
AC 0.237+0.02 0.241+0.02  0.233#0.01 | 0.500:0.04°  0.449+0.02°  0.447+0.04°
DPO 0.16+0.02 0.16:0.01  0.17+0.01 0.23£0.02° 0.23:0.01°  0.2240.02°
AM1 0.19+0.01° 0.19+0.01°  0.20+0.01° 0.2240.01° 0.20£0.01°  0.21#0.02°
AM2 0.1840.02 0.18¢0.01  0.18+0.01 0.23+0.01° 0.20£0.01°  0.21#0.01°
AM3 0.11+0.01 0.11¢001  0.11:0.01 0.16+0.01° 0.15¢0.01°  0.1540.02°
sV 0.15+0.04° 0.18+0.06°  0.19+0.04° 0.01+0.00° 0.01£0.00°  0.01#0.00°
GA 2.9040.56° 2.9240.59%  3.26+0.70° 1.03+0.64 0.96+0.31  0.8240.28

La descripcion de los caracteres medidos se encuentra en la Tabla 9.
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7.4.1.1. Influencia del bioensayo y la temperatura oscilante en la morfologia larval

El efecto de la oscilacién térmica fue altamente dependiente del desove como lo muestra la
interaccion significativa del ANOVA bifactorial (bioensayo x temperatura) para la morfologia de
las larvas eclosionadas (Fig. 17). Por ejemplo, los valores significativamente mayores de longitud
total (LT) y de la aleta caudal (LAC) para lo OIA solo se observaron en el bioensayo 2 en el cual a
su vez se obtuvieron valores mayores que en los otros bioensayos. Para la altura de la cabeza, se
observaron valores mayores en la OlAy en el control que en la OID Unicamente para el bioensayo
2, aunque en este caso los valores mas altos se obtuvieron en el bioensayo 4. En constraste, solo
en el bioensayo 2, tanto el saco vitelino y la gota de aceite fueron significativamente menores

que en el control y la OID.

En el estadio de larva a la apertura de boca, hubo un menor nimero de variables para las cuales
la interaccidon fue significativa, lo que indicé que el efecto de la temperatura fue hasta cierto
punto mds consistente para los distintos desoves. La longitud total fue influenciada por ambos
factores por separado, con tallas mayores en el tratamiento OID y menores en la OlAy el control
(Fig. 17B). Por otro lado, la longitud de la cabeza fue mayor en el control y mas pequefia en OIA,
con valores intemedios para OID (Fig. 17F). La altura de la cabeza dependié de la interaccién entre
el bioensayo y la temperatura oscilante, en donde las larvas del control tuvieron una mayor altura
de cabeza con respecto a ambas oscilaciones térmicas, Unicamente para el bioensayo 4 (Fig. 17H).
El analisis bifactorial de la pigmentacidon del ojo indicé un mayor diametro en el control y el
tratamiento OID, y uno menor en la OIA (Fig. 17J). En general, las variables mas relacionadas con
el crecimiento como la longitud total y longitud de cabeza fueron menores en las larvas del
bioensayo 4 con respecto al 2 y el 3 (Fig. 17B, F). Algo similar se observo para la longitud de la
aleta caudal, aunque en este caso los valores fueron intermedios para el bioensayos 3 (Fig. 17D).
El volumen del saco vitelino fue mayor en la OIA Unicamente en el bioensayo 3 (Fig. 17L), mientras
gue en ese mismo bioensayo en general se observé el mayor volumen de gota de aceite, aunque

no hubo diferencias entre los distintos régimenes térmicos en ningin bioensayo.
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Figura 17. Influencia del bioensayo y la temperatura oscilante en la morfologia larval. Promedio
+ D. E. Los resultados del ANOVA bifactorial (bioensayo x temperatura) estan insertados en la
figura. En caso de interaccidn significativa, las diferentes letras minusculas indican diferencias
significativas (Tukey) entre medias individuales para las distintas combinaciones bioensayo-
temperatura. Para los efectos significativos de cada factor, las letras mayusculas indican las
diferencias significativas entre las medias globales de cada bioensayo, independientemente de
las tempraturas (dentro de la grafica) asi como para las medias globales de cada temperatura,
independientemente del bioensayo (en la leyenda fuera de la gréfica). DPO: diametro de
pigmentacion del ojo.
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7.4.2. Composicion bioquimica, gota de aceite y nucleétidos de adenina

El ANOVA de dos vias mostré una mayor influencia del estadio de desarrollo que de la
temperatura sobre la composicién bioquimica del bioensayo 2. Los contenidos de masa seca y
proteina se vieron significativamente influenciados solo por el estadio de desarrollo (P<0.05). Las
medias globales de masa seca indicaron que los embriones aumentaron significativamente de
peso en el estadio de néurula (68.2 + 4.2 ug/ind), en comparacion con el estadio de vesicula dptica
(50.5 + 3.0 pg/ind), y luego disminuyeron significativamente en la eclosién (49.1 £ 3.3 pg/ind)
(Tabla 11). Una tendencia similar se observo para los niveles de proteina con una disminucién
significativa en la eclosion (21.7 + 2.4 pg/ind), aunque sin una diferencia significativa entre los
estadios de vesicula éptica (31.5 + 2.4 pg/ind) y néurula (35.6 + 4.0 pg/ind). El contenido de lipidos
totales solo mostré un efecto significativo del estadio de desarrollo (P<0.05), con un aumento
desde el estadio de vesicula éptica (10.2 + 0.7 pg/ind) hasta néurula (16.0 + 1.5 pg/ind), seguido
de un descenso no significativo en la eclosién (12.8 + 0.9 ug/ind). El contenido de carbohidratos
también fue cuantitativamente mucho menor que el de lipidos y proteinas, pero estuvo
significativamente influenciado por el estadio de desarrollo y las temperaturas oscilantes (P<
0.05) (Fig. 18D). Los embriones aumentaron significativamente su contenido desde la néurula
(0.12 + 0.02 pg/ind) hasta la eclosion (0.21 + 0.03 pg/ind). Por otro lado, hubo un nivel
significativamente mayor de carbohidratos en la eclosion de la OIA (0.19 + 0.03 pg/ind) que en la
OID (0.09 *+ 0.02 pg/ind), mientras que el grupo control (a 25°C constante) tuvo valores
intermedios (0.16 * 0.02 pg/ind). El contenido de TAG mostré un efecto significativo del estadio
de desarrollo (P<0.01), con un aumento desde el estadio de vesicula dptica (5.8 + 0.4 pg/ind) a la
néurula (7.5 + 0.6 pg/ind), seguido de una disminucidn significativa en la eclosién (1.21 + 0.1
ug/ind). El volumen de la gota de aceite disminuyd significativamente entre la larva recién
eclosionada y las larvas de 1 a 2 dias de edad post-eclosién. Por otro lado, y tal como lo indica la
interaccion significativa, existié una disminucion de la gota de aceite en el proceso de eclosién

(etadios PRE y ECL) solo para la OIA.
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Tabla 11. Dindmica de los parametros medidos en la embriogénesis de S. rivoliana del bioensayo
2. Promedio * E. E. Las letras minusculas muestran las diferencias significativas obtenidas del

analisis bifactorial por efecto del estadio. Post hoc Tukey.

Blastula Vesicula Optica Néurula Pre-eclosion Eclosion
Masa seca (ug/ind) 60 50.5+3.0° 68.2+4.2° 49.1+3.32
Proteina (ug/ind) 47 31.5+2.4° 35.6+4.0° 21.742.42
Lipidos totales (ug/ind) 15 10.2+0.72 16.0+1.5° 12.8+0.9%°
Carbohidratos (ug/ind) 0.08 0.10+0.02° 0.12+0.022 0.21+0.03°
Triacilglicéridos (pg/ind) 7.6 5.8+0.4° 7.510.6¢ 1.2+0.1°
Gota de aceite (x 102 mm?3) 4.7 4.00.1° 4.2+0.7°
ATP (nmol/ind) 0.11 0.10+0.01° 0.16+0.012 0.33+0.04°
ADP (nmol/ind) 0.067 0.056+0.005* 0.067+0.006° 0.127+0.023°
AMP (nmol/ind) 0.007 0.002+0.000*° 0.006+0.001° 0.024+0.006°
CEA 0.77 0.81+0.00 0.83+0.01 0.82+0.02
IMP (nmol/ind) 0.07 0.03+0.00°? 0.05+0.012 0.48+0.07°
NAT (nmol/ind) 0.18 0.16+0.01° 0.23+0.022 0.48+0.06°

Adenosin trifosfato (ATP); adenosin difosfato (ADP); adenosin monofosfato (AMP); carga
energética adenilica (CEA); inosin monofosfato (IMP); nucledtidos adenilicos totales (NAT).
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Figura 18. Valores bioquimicos en embriones de Seriola rivoliana expuestos a 25°C constante
(control) y tratamientos con temperatura oscilante durante la incubaciéon (21°C229°C)
(Bioensayo 2). (A) masa seca, (B) proteina, (C) lipidos totales (LT), (D) carbohidratos (CH), (E)
triacilglicéridos (TAG) y (F) volumen de gota de aceite (x 103 mm3). Promedio + E. E. Los resultados
del ANOVA bifactorial estan mostrados en la figura. Siguiendo un post hoc Tukey, las letras
minusculas representan la interaccidon entre el estadio (E) y la temperatura oscilante (TO),
mientras las diferentes letras mayusculas indican las diferencias entre estadios. Blastula (BLA),
vesicula éptica (VO), néurula (NE) y eclosién (ECL). DPE: dias post-eclosion.
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Todos los nucledtidos adenilicos (ATP, ADP, AMP), asi como el IMP y el TAN, mostraron una
variacion significativa inicamente por el estadio de desarrollo (P<0.05, Fig. 19). El contenido de
ATP mostrdé un aumento progresivo y significativo desde el estadio de vesicula dptica (0.10 £ 0.01
nmol/ind) hasta la eclosion (0.33 + 0.04 nmol/ind) (Tabla 11). Los contenidos de ADP, AMP, IMP
y TAN mantuvieron niveles bajos durante las etapas VO y NE (~0.060, ~0.004, ~0.04 y ~0.20
nmol/ind, respectivamente) y luego, todos ellos mostraron un aumento significativo en la
eclosién (0.127 + 0.023, 0.024 + 0.006, 0.48 + 0.07 y 0.48 * 0.06 nmol/ind, respectivamente).
Aunque no fue significativo, hubo una tendencia en el tratamiento oscilante OID de presentar
niveles mas bajos en todos los nucledtidos en las larvas eclosionadas, en comparacién con OlA y
el control. Por ultimo, la CEA se mantuvo en valores elevados por encima de 0.8 durante la
embriogénesis y la eclosidn sin ninglin cambio significativo relacionado con la etapa de desarrollo

y los regimenes de temperatura oscilante y el control.
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Figura 19. Valores de nucleétidos de adenina en embriones de Seriola rivoliana expuestos a 25°C
constante (control) y tratamientos con temperatura oscilante durante la incubacion (21°C 229°C)
(Bioensayo 2). (A) adenosin trifosfato (ATP), (B) adenosin difosfato (ADP), (C) adenosin
monofosfato (AMP), (D) carga energética adenilica (CEA), (E) inosin monofosfato (IMP) y (F)
nucledtidos adenilicos totales (NAT). Promedio + E. E. Los resultados del ANOVA bifactorial estan
mostrados en la figura. Siguiendo un post hoc Tukey, las letras minusculas representan la
interaccion entre el estadio (E) y la temperatura oscilante (TO), mientras las diferentes letras
mayusculas indican las diferencias entre estadios. Blastula (BLA), vesicula éptica (VO), néurula

(NE) y eclosion (ECL).
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7.4.2.1. Influencia del bioensayo y la temperatura oscilante en la composicion
bioquimica de la larva en la eclosion

Nuevamente, al realizar el analisis de varianza bifactorial con el fin de evaluar si el efecto del
régimen de oscilacién térmica era consistente para los diferentes bioensayos, Unicamente para
los lipidos se observé una diferencia siginficativa indicativa de una influencia del desove sobre el
efecto de la variacidn térmica. Asi, los niveles mayores de lipidos totales se observaron en la OIA
en el bioensayo 2, mientras que en el bioensayo 4 fue lo contrario, con los menores niveles para

este tratamiento (Fig. 20C).

Respecto a las diferencias entre bioensayos, se obtuvieron mayores contenidos de masa seca,
proteina y TAG en el bioensayo 2 con respecto al bioensayo 4 (Fig. 20A, By E, respectivamente).
De manera contraria, el nivel de carbohidratos fue significativamente mayor en el bioensayo 4
comparado con el bioensayo 2 (Fig. 20D). El efecto del régimen térmico ya se describié en la
seccién 7.4.2. para el bioensayo 2 y no es necesario volver a resaltar las variaciones y dado que

hubo consistencia entre bioensayos para la mayoria de la variables analizadas.
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Figura 20. Influencia del bioensayo y la temperatura oscilante en la composicion bioquimica de la
larva a la eclosién. Promedio + E. E. Los resultados del ANOVA bifactorial (bioensayo x
temperatura) estan insertados en la figura. En caso de interaccion significativa, las diferentes
letras minusculas indican diferencias signifciativas (Tukey) entre medias individuales para las
distintas combinaciones bioensayo-temperatura. Para los efectos significativos de cada factor, las
letras mayusculas indican las diferencias significativas entre las medias globales de cada
bioensayo, independientemente de las tempraturas (dentro de la gréafica) asi como para las
medias globales de cada temperatura, independientemente del bioensayo (en la leyenda fuera
de la gréfica). Sélo se analizaron los datos de los bioensayos 2 y 4, dado que en el bioensayo 3
sélo se obtuvo un dato de composicidén bioquimica.
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7.4.2.2. Influencia de la temperatura oscilante en la composicion bioquimica de la larva
a la apertura de boca
Este analisis solo se realizo en el bioensayo 4, en el cual fue posible hacer el seguimiento de las
larvas eclosionadas hasta el estadio de apertura de la boca. Asi, estas larvas tuvieron un mayor
contenido de lipidos totales y de carbohidratos en el tratamiento control, intermedioen la OlA 'y
mas bajo en la OID. De manera similar, el contenido de triacilglicéridos también fue mayor en el

grupo control, aunque en este caso los niveles menores se observaron en la OIA (Tabla 12).

Tabla 12. Influencia de la temperatura oscilante en la composicién bioquimica de la larva a la
apertura de boca (bioensayo 4). Promedio + E. E. Las letras mintsculas muestran las diferencias
significativas obtenidas del andlisis unifactorial. Post hoc Tukey. El tratamiento control representa
el promedio de los datos a 24 y 26°C constante.

Control (24 y 26°C) oID OIA
Masa seca (pg/ind) 26.0+1.2 19.6+4.1 20.5+1.2
Proteina (pg/ind) 5.1+0.3 4.2+0.8 4.2+0.4
Lipidos totales (pg/ind) 7.0+0.8° 2.4+1.0° 6.3+0.6®
Carbohidratos (pg/ind) 0.45+0.03° 0.2940.07* 0.32+0.03®
Triacilglicéridos (pg/ind) 1.1440.0° 0.9240.2%  0.72+0.0°
Gota de aceite (x 103 mm3) 1.03+0.07 0.96+0.05  0.82+0.04

7.5. Efecto de la temperatura constante y oscilante en un mismo desove

7.5.1. Supervivencia a la apertura de boca

La supervivencia larvaria a la apertura de boca evaluada en el bioensayo 4, la cual fue nula a 30°C.
Para las demas temperaturas tanto constantes como oscilantes, la supervivencia mas alta se
obtuvo en la OIA (54%), y las mas bajas a 28°C y en la OID (24 y 16%, respectivamente), con
valores intermedios a 20, 22, 24y 26°C (31, 38, 41 y 38%, respectivamente) (Fig. 21).
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Figura 21. Tasa de supervivencia larvaria a la apertura de boca (bioensayo 4). Promedio + E. E.
Anova unifactorial. Post hoc Tukey. Las letras minusculas muestran las diferencias significativas.

7.5.2. Incidencia de edema pericardico/vitelino en la larva a la apertura de boca

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de larvas sin edema, sin embargo la
comparacion del porcentaje mas bajo obtenido de 20 a 26°C (media global: 14.4% + 5.1) y el mas
alto obtenido a 28°Cy en ambos tratamientos con oscilacidn térmica (media global: 51.5% + 6.2)

resultoé significativamente diferente (P<0.01) (Fig. 22).

El porcentaje de larvas con edema leve alcanzd una incidencia del 45.7% (media global) sin

diferencias significativas entre tratamientos.
Por otro lado, el porcentaje de larvas con edema moderado fue mas alto de 20 a 26°C (media
global: 35.4% + 6.8) y mas bajo a 28°Cy en los tratamientos con oscilacion térmica (media global:

3.6% + 2.8) (P<0.01).

Por ultimo, el edema severo se presentd solamente de 20 a 26°C con una baja incidencia.



70

100
W 20°C
m22°C
80
P=0.063 _ [24°C
P=0.139 0126°C
60 28°C
o mOID
= i ! “0IA
40 - :
20 P=0.191
. “ﬁ . ;s; ;ﬁ Bl
Sin edema Edema leve Edema Edema severo
moderado

Figura 22. Porcentaje de larvas con edema en pericardio/vitelo a la apertura de boca (bioensayo
4). Promedio * E.E. Fue realizado un ANOVA unifactorial entre los tratamientos en cada grado de
edema.

7.5.3. Morfologia larval y crecimiento compensatorio

En el bioensayo 3, las diferencias significativas en longitud total que se observaron en la eclosién
fueron menos evidentes al tercer dia de desarrollo. Se observé que las larvas a 20°C, control (25°C)
y en el tratamiento de OID tuvieron un crecimiento compensatorio evidente durante la absorcion
del vitelo, equiparando a las larvas a 22 y 24°C. Las larvas a 26°C y OIA fueron marginalmente mas
pequefias, mientras que las larvas mas pequefias ocurrieron a 30°C. Cabe resaltar que el
desarrollo de la cabeza y su proporcion con respecto a la longitud del tronco fue éptimo entre 24
y 26°Cy la OID. A temperaturas mas bajas (20 y 22°C) se observo una tendencia en larvas con un
tronco mas largo y una cabeza mas pequeiia, mientras que en mas altas (28 y 30°C y la OIA), un
tronco mas pequefo con una cabeza marginalmente menor que el éptimo. Finalmente, no se

observé un patrdn evidente en la aleta caudal (Tabla 13).

En el bioensayo 4, la longitud total de la larva eclosionada alcanzd tallas mayores a 20, 22, 24°Cy
enla OID, intermedias a 28°Cy en la OlIA, y mas pequeiias a 26 y 30°C. Sin embargo, el saco vitelino
tendid a ser significativamente mayor en temperaturas altas y en las oscilaciones. La longitud de

la aleta caudal fue mayor a 24°Cy menor a 26°C. Por otro lado, la longitud de la cabeza fue mayor
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a 20, 22, 24°Cy en la OID, y mas pequefia a 30°C. La altura de la cabeza solo se diferencio entre
20 y 30°C, con una talla mas grande y mas pequeiia, respectivamente. El diametro de

pigmentacion del ojo fue mayor a 24, 28°Cy en la OIA, y mas pequefio a 26°C (Tabla 14).
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Tabla 13. Mediciones morfométricas a las temperaturas constantes y oscilantes del bioensayo 3. Promedio * D. E. Andlisis unifactorial. Post
hoc Tukey. Letras mindsculas diferentes, indican diferencias significativas entre tratamientos. DPE: dia post-eclosion

mm 20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C CTRL oID OIA
LT 2.77+0.06% 2.97+0.14° 2.97+0.10° 2.91+0.04% 2.73+0.06"° 2.83+0.07¢ 2.69+0.06°° 2.61+0.09° 2.63+0.08°
LAC 1.16+0.032° 1.35+0.08¢ 1.33+0.05¢ 1.32+0.03¢ 1.20+0.05% 1.25+0.05¢ 1.14+0.05%° 1.1240.052 1.1140.052
\5 LC 0.32+0.01*  0.34+0.01° 0.35+0.01¢ 0.33+0.02%¢ 0.33+0.01° 0.30+0.02° 0.33+0.01%¢ 0.32+0.02®®  0.32+0.02%
§ AC 0.215+0.01*  0.255#0.02°  0.240+0.02°  0.230+0.022° 0.220+0.022 0.236+0.01%°  0.225+0.01®°  0.222#0.02*  0.218%0.02°
o DPO 0.13+0.012 0.17+0.01¢ 0.17+0.01¢ 0.16+0.01°« 0.15+0.01°¢ 0.15+0.01% 0.15+0.01%¢ 0.15+00.01°  0.15+0.01%
VSV 0.20+0.06%° 0.16+0.04° 0.20+0.04% 0.18+0.04° 0.21+0.03%° 0.18+0.05%° 0.21+0.04% 0.24+0.06° 0.24+0.08°
VGA  3.60+0.182° 3.25+0.45° 3.71+0.47%° 3.26+0.40° 3.86+0.41° 3.53+0.24% 3.52+0.54%° 4.00+0.56° 3.99+0.56°
LT 3.69+0.09¢¢ 3.67+0.14 3.72+0.11¢ 3.45+0.10%¢ 3.42+0.14° 3.10+0.11° 3.6340.13%¢  3.58+0.24bd 3.44+0.14°
LAC  1.83+0.06°¢  1.88+0.08 1.92+0.04¢ 1.71+0.08° 1.72+0.12° 1.54+0.032 1.83+0.080<d 1.77+0.17%¢ 1.74+0.10°
AAC  0.50+0.06®  0.56+0.03" 0.60+0.02¢ 0.55+0.03% 0.51+0.05% 0.49+0.05% 0.50+0.06% 0.47+0.04° 0.49+0.04%
E LC 0.38+0.03? 0.42+0.03% 0.49+0.05¢ 0.49+0.05¢ 0.49+0.04%¢ 0.44+0.04%"¢ 0.52+0.06¢ 0.52+0.02¢ 0.51+0.07¢
mn  AC 0.436+0.02*  0.522+0.05°  0.629+0.05¢  0.576%0.04°¢  0.553+0.02° 0.519+0.06° 0.579+0.05*¢  0.567+0.04*¢  0.609+0.05%
LTRO  1.44+0.06° 1.40+0.06% 1.32+0.06% 1.27+0.04%¢ 1.2340.042b¢ 1.14+0.082 1.3140.09*¢  1.31+0.10°¢  1.21+0.05%°
DPO 0.23+0.02? 0.24+0.01°°  0.25+0.02% 0.24+0.02%¢ 0.24+0.01%¢ 0.23+0.01° 0.26+0.01%¢ 0.23+0.01% 0.26+0.02¢
VGA 2.09+0.63° 1.95+1.04° 0.81+0.73? 0.51+0.60? 0.28+0.52° 0.86+0.91% 0.43+0.532 0.33+0.13° 0.72+0.69°

Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud de aleta caudal (LAC); longitud de la cabeza (LC); altura de cabeza (AC); longitud del

tronco (LTRO); didmetro de pigmentacién del ojo (DPO); volumen del saco vitelino (VSVtmm?3); volumen de la gota de aceite (VGA x 10

3tmm3).
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Tabla 14. Mediciones morfométricas a las temperaturas constantes y oscilantes del bioensayo 4. Prom. + D.E. Analisis unifactorial. Post hoc

Tukey. Letras minudsculas diferentes, indican diferencias significativas entre tratamientos.

mm 20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C oID OIA
LT 2.91+0.10° 2.94+0.10° 2.9620.11° 2.8040.09° 2.89+0.20% 2.81+0.12° 2.94+0.10° 2.89+0.07%°
LAC 1.26+0.05% 1.3040.07%° 1.33+0.07¢ 1.24+0.06% 1.3040.12%¢ 1.26+0.08% 1.2940.06%° 1.31+0.05%°
\CZJ LC 0.35+0.01° 0.35+0.02° 0.34+0.01° 0.33+0.02% 0.33+0.02% 0.33+0.01° 0.34%0.02° 0.34%0.02%
g AC 0.246+0.02°  0.234+0.02%®  0.239+0.02%®  0.234#0.02°®  0.243+0.02®  0.231+0.01°  0.241+0.02*>  0.233+0.01%
g DPO 0.1620.02% 0.1740.01% 0.17+0.01° 0.16%0.02? 0.170.01° 0.160.01%* 0.160.01% 0.170.01°
VSV 0.15+0.03%° 0.15+0.04° 0.14+0.042 0.17+0.04%¢ 0.16+0.06%¢ 0.18+0.04% 0.18+0.06 0.19+0.04¢
VGA 2.6740.56° 2.6340.51° 2.7840.36%° 3.0740.73%¢ 3.2340.84 3.1240.54%¢  2.92+0.59%¢ 3.2620.70°
LT 3.55+0.10° 3.49+0.10 3.51+0.09%° 3.30+0.11° 3.35+0.08° 3.47+0.09° 3.36+0.14°
LAC 1.74+0.07¢ 1.70+0.07¢ 1.72+0.06¢ 1.60+0.04° 1.63+0.06° 1.66+0.06° 1.64+0.07°
5 LC 0.3740.03%¢  0.38+0.03° 0.38+0.03" 0.38+0.02" 0.37+0.03%° 0.360.01%* 0.3620.03?
8 AC 0.4800.04°  0.513+0.05° 0.487+0.04° 0.513%0.04¢ 0.487+0.04 0.449+0.02° 0.447+0.04°
DPO 0.23+0.02%°¢  0.23+0.02° 0.24+0.02¢ 0.22+0.02% 0.23+0.02° 0.23+0.01%¢ 0.22+0.02?
VGA 0.91+0.36 0.87+0.37 1.00+0.68 1.07+0.60 0.74%0.28 0.9620.31 0.82%0.28

Longitud total (LT); longitud estandar (LE); longitud de aleta caudal (LAC); longitud de la cabeza (LC); altura de cabeza (AC); didmetro de

pigmentacion del ojo (DPO); volumen del saco vitelino (VSV+mm3); volumen de la gota de aceite (VGA x 10-3+tmm?3).



74

7.5.3.1. Efecto del edema en deformaciones corporales

El andlisis de varianza bifactorial (presencia de edema x régimen de temperatura) indicé que la
presencia de edema no afectd la longitud total, longitud de aleta caudal y el didmetro de
pigmentacion del ojo a la apertura de boca y la gota de aceite (Fig. 23A, B, E y F). Tal como ya se
habia indicado (seccion 7.5.3.), la temperatura provocé tallas mayores de longitud total entre 20
y 24°C y mas pequefias a 26, 28 y la OIA, indepedientemente del edema. El efecto de la
temperatura ya descrito previamente se observé también para la aleta caudal, la longitud y la
altura de la cabeza, asi como para el diametro de pigmentacion del ojo. Sin embargo, la presencia
de edema si afectd significativamente las dimensiones de la cabeza (longitud y altura) (Fig. 23Cy

D), provocando tallas mayores debido a deformaciones de estos caracteres.



4.5

4.0

35

3.0

Longitud total (mm)

25

2.0

0.6

0.4

0.2

Longitud de cabeza (mm)

0.0

0.4

0.3

0.2

DPO (mm)

0.1

0.0

E:NS
T:P<0.01
ExT:NS

m20°CC

m22°C BC
= m24°C BC
026°C A
[m28°C A
moD B
COIA A

Larvas sin edema

Larvas con edema

E: P<0.01
T: P<0.01
ExT:NS

B
W20°C ABC

b m22°C C
] m24°C BC
026°C €
£128°C ABC
mOID AB
OIA A

Larvas sin edema

Larvas con edema

E:NS
T:P<0.01
ExT:NS

m20°C ABC

ok m22°C C

= m24°C C
026°C AB
£128°C BC
mOID ABC

OOIA A

Larvas sin edema

Larvas con edema

Longitud de aleta caudal (mm)

Altura de cabeza (mm)

Gota de aceite (x 10 mm3)

~
o

[
(5}

g
=}

o
4]

o
S

0.8

o
IS

o
)

24

2.0

1.6

1.2

0.8

0.4

0.0

E: NS
T:P<0.01
ExT:NS

E=

Larvas sin edema

Larvas con edema

E: P<0.01
T:P<0.01
ExT:NS

Larvas sin edema

Larvas con edema

E:NS
T:NS
ExT:NS

m20°C C
m22°c C
@m24°Cc C
026°C A
£328°C AB
HOD B
OOIA B

m20°C B
m22°C C
m24°C B
b26°C C
F128°C BC
HOD A
OOIA A

m20°C
m22°C
m24°C
026°C
£128°C
mOID

OOIA

Larvas sin edema

Larvas con edema

75

Figura 23. Influencia del edema pericardico/vitelino y la temperatura en la morfologia larval a la
apertura de boca (bioensayo 4). Promedio + D. E. Los resultados del ANOVA bifactorial (edema x
temperatura) estan insertados en la figura. En caso de interaccién significativa, las diferentes
letras minusculas indican diferencias significativas (Tukey) entre medias individuales para las
distintas combinaciones edema-temperatura. Para los efectos significativos de cada factor, las
letras mayusculas indican las diferencias significativas entre las medias globales de las larva sin y
con edema, independientemente de las temperaturas (dentro de la grafica) asi como para las
medias globales de cada temperatura, independientemente del edema (en la leyenda fuera de
la grafica). DPO: didmetro de pigmentacién del ojo.
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7.5.3.2. Crecimiento alométrico

Todas las mediciones estuvieron correlacionadas significativamente con la LT (P<0.05). Paralelas
al eje: la LE y la LAC fueron las mas altas (R?> = 0.98 y 0.95), seguido de BA (R? =0.80), DPO y LC (R?
= 0.66) y LTRO (R? = 0.57). Perpendiculares: ACy AM2 (R? = 0.80), AM3 (R? = 79), AAC (R? = 0.75)
y AM1 (R? = 0.53).

En el bioensayo 3, el crecimiento alométrico (ver seccién 6.9. para sutento matematico) en las
larvas mostroé diferentes coeficientes de crecimiento en las longitudes corporales en paralelo al
eje longitudinal. El didmetro promedio del ojo y la longitud de la aleta caudal (DPO y LAC) fueron
positivamente alométricos, mientras que la longitud de la boca al ano (BA) y el tronco (LTRO)
fueron negativamente alométricos. Todos los coeficientes de crecimiento de estas longitudes
corporales fueron similares entre los tratamientos de temperatura. Sin embargo, los coeficientes
de crecimiento para la longitud de la cabeza (LC) mostraron una gran variacion con la
temperatura. Fueron negativos a 20°C, isoméricos a 22°C y positivamente alométricos de 24 a
30°C y en los tratamientos oscilantes OID y OIA. Adicionalmente, LC mostré diferencias
significativas entre 20y 24°C vs 26 a 30°C, en donde 26 y 30°C tuvieron el mayor desarrollo de LC
(Fig. 24).

Las longitudes corporales perpendiculares del miotémo (AM2) y la altura de la aleta caudal (AAC)
fueron practicamente isométricos, mientras que AM1 fue alométrico negativo. El resto de las
longitudes corporales fueron positivamente alométricas. Los coeficientes de crecimiento para la
altura de la cabeza (AC) tuvieron una variaciéon significativa con la temperatura. El mayor
coeficiente de crecimiento se observé a 26°C, seguido de 28 y 30°C; luego de 22 y 24°Cy el valor
mas bajo a 20°C. El coeficiente de crecimiento para AC en el tratamiento OID fue similar a 24°C,

mientras que en el tratamiento OIA fue similar a 22°C (Fig. 24).
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Figura 24. Coeficientes de crecimiento alométrico en longitudes paralelas (a) y perpendiculares
(b) al eje longitudinal en el desove 3 a temperaturas constantes (20 a 30°C) y oscilantes. Oscilacion
inicial descendente (OID), oscilacidn inicial ascendente (OIA) y control (25°C). Diferentes letras
indican diferencias significativas (prueba de t y 95% intervalos de confianza de las pendientes).

7.5.3.3.  Absorcion del vitelo y gota de aceite

En larvas del bioensayo 3, la mayor parte de la absorcion del saco vitelino (70 a 84%) ocurrid en

el transcurso de las primeras 24 h (dia 1) después de la eclosion en todos los tratamientos. El

analisis de ANOVA en el dia 1 mostré una diferencia significativa en el volumen del saco vitelino

(P<0.05), pero el andlisis posterior de las medias indicé que la mayoria de los tratamientos no

fueron significativamente diferentes entre si, excepto por un valor mas alto para la OID pero sin
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diferencia con respecto a los grupos del mismo bioensayo (control y OIA). No obstante, el
porcentaje promedio de la tasa de absorcion del saco vitelino por hora a las 24 h (%SVH24)
aumento de 3% a 20°C a 3.5% a 28°C, disminuyendo a 3.35% a 30°C. El control a 25°C (3.3%) y el
tratamiento de oscilacion inicial ascendente (OIA) (3.2%) fueron similares, mientras que el
tratamiento inicial descendiente (OID) (2.9%) fue similar a las larvas a 20°C. Al dia 2 (48 h), las
larvas absorbieron 84, 86y 92% a 20, 22 y 24°C, respectivamente, mientras que en el resto de los
tratamientos el saco vitelino ya estaba agotado (Tabla 15), prevaleciendo Unicamente la gota de

aceite, tal como se describe mas adelante.
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Tabla 15. Utilizacién del saco vitelino (bioensayo 3). Saco vitelino en la eclosién (VSVo), y a las 24 y 48 h post eclosion (VSV2s4 and VSVas,
respectivamente). Porcentaje de saco vitelino absorbido a partir de la eclosién hasta las 24 y 48 h post-eclosidon (%SV24 and %SVas,
respectivamente). Porcentaje de la tasa de absorcién del saco vitelino por hora (%SV") a partir de la eclosién hasta las 24 y 48 h post eclosién
(%SVH2* y %SVH48 respectivamente). Temperaturas constantes (20 to 30°C). Control (CTRL 25°C). Temperaturas oscilantes durante la
incubacién de huevos (OID y OIA), las cuales se mantuvieron a 25 °C después de la eclosion. Prom + DE mm3. Letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05).

20°C 22°C 24°C 26 °C 28 °C 30°C Control OID OIA
VSVo 0.20+0.06® 0.16+0.04* 0.20+0.04% 0.17+0.04*>  0.20+0.03* 0.17+0.04* 0.20£0.04%® 0.24+0.06° 0.24+0.08°
VSVa4 0.057% 0.037° 0.0337 0.032° 0.032° 0.0332 0.041% 0.071° 0.054%°
VSVas 0.031° 0.021%° 0.0142 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
%SV 24 71.90 77.48 83.43 81.30 84.00 80.97 79.81 70.23 77.25
%SVas 84.55 86.73 92.95 100.00 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
%SVH24 - 2.97 3.20 3.47 3.37 3.50 3.35 3.31 2.93 3.22
%SVHE 1,76 1.80 1.93 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08
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Las tasas de utilizaciéon de la gota de aceite dependieron de la temperatura y fueron
significativamente diferentes en las larvas a 20°C, que tuvieron la tasa de utilizacién mas lenta
(P<0.05), seguida de las larvas a 22°C (P<0.05) y 24°C (P<0.05). No se obtuvieron diferencias
significativas entre larvas a 26, 28 y 30°C (P>0.05), y entre tratamientos oscilantes y el control a
25°C (P>0.05) (Tabla 16). Después de 24 h, la gota de aceite se absorbié de un 40 al 64 % en todos
los tratamientos larvarios, excepto en las larvas a 20°C (11%). El porcentaje promedio de tasa de
absorcion de la gota de aceite por hora aumentd progresivamente de 0.5% a 20°Ca 2.7% a 30°C.
Se observaron valores similares entre el control a 25°C (1.8%) y el tratamiento OID (1.7%),
mientras que se obtuvo un valor mayor en el tratamiento OIA (2.2%), similar a las larvas a 24°C
en temperatura constante (2.2%) y 26°C (2.4%). Después de 48 h, la absorcidn de la gota de aceite
no cambié mucho en la mayoria de los tratamientos (57 a 63%), aunque las larvas a 20°C utilizaron
solo el 34.9%. A las 72 h, las larvas de 24 a 30°C, el control a 25°C y los tratamientos oscilantes
estuvieron préoximos al agotamiento de la gota de aceite (75 a 93%), mientras que las larvas a 20

y 22°C apenas absorbieron alrededor del 40% solamente.

Tabla 16. Utilizacidn de la gota de aceite (bioensayo 3). Volumen de la gota de aceite (x103 + DE
mm?3) en la eclosién (VGAo), y a las 24, 48 y 72 h post-eclosion (VGA24, VGAss y VGA7,,
respectivamente). Porcentaje de absorcion de la gota de aceite a partir de la eclosion hasta las
24, 48 y 72 h post eclosion (%GA2, %GAss y %GA72, respectivamente). Porcentaje de tasa de
absorcion por hora (%GA") a partir de la eclosidn hasta las 24, 48 y72 h post eclosion (%GA"24,
%GA"® v %GAH72, respectivamente). Temperaturas constantes (20 to 30°C), control (25°C) y
temperaturas oscilantes durante la incubacién de huevos (OID y OIA), las cuales se mantuvieron
a 25 °C después de la eclosién. En el ultimo rengldn se presentan las tasas de utilizacion del VGA
mediante una regresion lineal logaritmica hasta las 72 h y analizados con un ANCOVA, utilizando
los grados-dia como covariable. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (P
< 0.05).

20°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C Control oID OIA
VGAo 3.6+0.2°® 3.3+0.5* 3.7+0.5® 3.3%0.4* 3.9#0.4° 3.5#0.2®® 3.5+0.5® 4.0+0.5° 3.9+0.6"
VGA2  3.18°¢ 1.53% 1.75% 1.38° 1.60% 1.24° 1.97% 2.38%c 1.80%
VGAss  2.34° 1.39° 1.41% 1.28° 1.55%° 1.36° 1.332 1.602 1.46%
VGA72  2.09° 1.95° 0.80°2 0.50°2 0.27° 0.862° 0.43° 0.33° 0.71°
%GAz  11.32 53.63 52.67 52.42 58.48 64.6 43.72 40.43 53.96
%GAss  34.91 57.87 61.98 60.65 59.76 61.44 62.12 59.98 62.80
%GA7,  41.85 40.00 78.21 84.46 92.84 75.53 87.66 91.68 81.79
%GA"2  0.47 2.23 2.19 2.39 2.43 2.69 1.82 1.68 2.24
%GAHE  0.72 2.41 1.29 1.26 1.24 1.28 1.29 1.24 1.30
%GAH72  0.58 0.55 1.08 1.17 1.28 1.04 1.21 1.27 1.13

GA -0.11° -0.15° -0.35°¢ -0.45% -0.58¢ -0.37¢ -0.47¢ -0.43¢ -0.38%
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7.5.4. Composicion bioquimica y gota de aceite

Debido a que en el bioensayo 3 solo se obtuvo una réplica por tratamiento, no fue posible obtener
el analisis estadistico de la composicién bioquimica, sin embargo debido al bajo efecto de la
temperatura observado en los bioensayos anteriores, fueron promediadas las temperaturas para
obtener la dinamica de los componentes respecto al desarrollo embrionario y larvario temprano
de este bioensayo. Como se observa en la Tabla 17, el contenido de masa seca se mantuvo estable
en el embrién, una disminucidn significativa se tuvo en la eclosién y otra al dia 1 post eclosidn,
manteniéndose estable al dia 2 post-eclosion. El contenido de proteina disminuyd
significativamente hasta la eclosién, manteniéndose sin cambios en los primeros dos dias post-
eclosidn. Los lipidos totales tuvieron una acumulacién significativa en el embridén en néurula, con
una disminucidn significativa en la eclosién y otra al dia 2 post-eclosién. El contenido de TAG
disminuyd progresivamente del embrién en VO hasta la eclosidén, manteniéndose sin cambios en
la larva. La gota de aceite tuvo un aumento significativo de VO a NE, y una disminucidén progresiva

fue observada de PRE al dia 2 post-eclosion.

Tabla 17. Dinamica de los parametros medidos durante la alimentacidon endégena de S. rivoliana
en el bioensayo 3. Promedio * E. E. de los tratamientos 28°C, 30°C, control, OID y OIA. Letras
minusculas diferentes muestran diferencias significativas obtenidas del analisis unifactorial. Post
hoc Tukey. DPE: dia post-eclosién

Blastula Ves.Optica Néurula Pre-eclosiéon  Eclosion 1 DPE 2 DPE
Masa seca (ug/ind) 71 68.240.8° 67.8%0.6°  69.6£1.2°  42.8+1.3* 35.3%0.6° 33.2+0.7°
Proteina (pg/ind) 17 16.3+0.7° 16.2+0.8°  16.2+0.4>  11.4+1.0° 10.4+0.4* 11.1%0.6°
Lipidos totales (pg/ind) 9 1120.4°  11.8#0.5°  10.0£0.6>  9.3+0.2® 5.5+0.6°  3.9+0.1°
Carbohidratos (ug/ind) 11 0.47+0.11 0.56+0.07  0.53%0.04  0.42+0.05 0.49+0.00 0.44+0.06
Triacilglicéridos (pg/ind) 8 7.541.1°  5.6+0.3% 4.410.1° 0.940.1*  0.6#0.1°  0.4#0.1°
Gota de aceite (x 103 mm?3) 4.3 2.6+0.0¢ 4.3+0.0° 4.3+0.1¢ 3.8¢0.1¢  2.1#0.1°  1.3#0.1°

En el bioensayo 4, los cambios bioquimicos a la largo del desarrollo embrionario se reportan en
la seccién 7.5.4., mientras que en esta seccidon se reportan los datos obtenidos posteriores a la
eclosién. El contenido de masa seca fue influenciado por el estadio de desarrollo (P<0.05),
presentando una disminucidn significativa de la larva eclosionada (32.1 + 1.6 pg/ind) a la larva

con apertura de boca (22.7 + 0.9 pg/ind) (Fig. 25A, Tabla 18). Adicionalmente, la masa seca
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también fue influenciada de manera significativa por la temperatura (P<0.05), con un contenido
mayor a 22°C (32.5 + 5.2 pg/ind), intermedio a 20, 24, 26, 28 y OIA (24.0 £ 2.0,32.3+2.2,27.5
1.8, 25.0 £ 1.9 y 26.9 * 3.2 pg/ind respectivamente) y mas bajo en OID (22.8 + 2.4 ug/ind). El
contenido de proteina se mantuvo sin cambios significativos (Fig. 25B). El nivel de lipidos totales
fue influenciado significativamente por el estadio (P<0.01), con una disminucién significativa de
la eclosion (14.0 + 1.2 pg/ind) a la larva con apertura de boca (5.6 + 0.5 pg/ind); sin embargo, la
interaccion (P<0.05) indicé que esta disminucién no fue homogénea para todas las temperaturas

(Fig. 25C). Los niveles de carbohidratos se mantuvieron sin cambios significativos (Fig. 25D).

El contenido de triacilglicéridos fue influenciado por el estadio (P<0.01) con un aumento de la
eclosion (0.7 £ 0.06 pg/ind) a la larva con apertura de boca (0.9 + 0.05 pg/ind), aunque la
interaccion significativa (P<0.01) indicé que este aumento no fue homogéneo para todas las
temperaturas (Fig. 25E). Por ultimo, el volumen de la gota de aceite fue influenciado tanto por el
estadio (P<0.01), la temperatura (P<0.01) y su interaccion (P<0.01). El volumen de la gota de
aceite disminuyd significativamente de la larva eclosionada (2.9 x 10> mm?3 + 0.04) a la larva con
apertura de boca (0.9 x 10> mm3+ 0.03 ). Por otro lado, a nivel de la larva eclosionada fue mayor
en OIA, intermedio a 28°C y mds bajo a 20, 22, 24, 26°C y OID. El seguimiento mas particular de
la gota de aceite desde el embrién (Fig. 25), indicé que hubo un aumento de VO a NE y

posteriormente fue observada una disminucién progresiva hasta la apertura de boca.

Tabla 18. Dindmica de los parametros medidos durante la alimentacién enddgena de S. rivoliana
en el bioensayo 4. Promedio + E. E. Letras minusculas diferentes muestran diferencias
significativas obtenidas del analisis bifactorial por efecto del estadio. Post hoc Tukey.

Blastula Eclosion Apertura de boca
Masa seca (pg/ind) 62 31.4+1.5° 22.740.9?
Proteina (pg/ind) 8 4.810.4 4.4+0.2
Lipidos totales (ug/ind) 23.7 13.7+1.0° 5.6+0.5?
Carbohidratos (ug/ind) 0.65 0.39+0.03 0.37+0.02
Triacilglicéridos (ug/ind) 6.4 0.7+0.082 0.9+0.05°

Gota de aceite (x 103 mm?3) 3.9 2.9+0.6° 0.9+0.5?
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Figura 25. Valores bioquimicos y gota de aceite en embriones de Seriola rivoliana expuestos a
temperatura constante (20-30°C) y oscilante (21°C 2 29°C) durante la incubacién dentro de un
mismo desove (Bioensayo 4). (A) masa seca, (B) proteina, (C) lipidos, (D) carbohidratos, (E)
triacilglicéridos y (F) volumen de gota de aceite (x 103 mm3). Promedio + E. E. Los resultados del
ANOVA bifactorial estan mostrados en la figura. Siguiendo un post hoc Tukey, las diferentes letras
minusculas representan la interaccion significativa entre el estadio (E) y la temperatura (T),
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mientras que las letras mayusculas indican las diferencias significativas entre estadios.
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Figura 26. Dindmica de la gota de aceite en el desarrollo embrionario y larvario temprano de S.
rivoliana bajo temperaturas constantes y oscilantes (bioensayo 4). Promedio = D. E. Los resultados
del ANOVA bifactorial (estadio x temperatura) estdn insertados en la figura. En caso de
interaccion significativa, las diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (Tukey)
entre medias individuales para las distintas combinaciones bioensayo-temperatura. Para los
efectos significativos de cada factor, las letras mayusculas indican las diferencias significativas
entre las medias globales de los estadios, independientemente de las temperaturas (dentro de la
grafica) asi como para las medias globales de cada temperatura, independientemente del estadio
(en la leyenda fuera de la grafica). A 30°C la supervivencia a la apertura de boca fue nula, debido
a esto no fue considerada dicha temperatura para el andlisis estadistico. Control: 25°C constante;
OID: oscilacidn inicial descendente; OIA: oscilacidn inicial ascendente. Blastula (BLA), vesicula
Optica (VO), néurula (NE), pre-eclosion (PRE), eclosion (ECL) y apertura de boca (BOCA).

7.6. Principales diferencias bioquimicas y morfolégicas entre los bioensayos

El didametro, la masa seca y los carbohidratos del huevo fueron mayores en el bioensayo 3 (Junio
de 2019), a su vez en este bioensayo se observaron las larvas eclosionadas con mayor contenido
de carbohidratos y una mayor altura de cabeza a la apertura de boca. Por el contrario los huevos
y las larvas eclosionadas del bioensayo 2 (Septiembre 2018) presentaron el mds bajo contenido

de carbohidratos y la altura de cabeza mas pequefia a la apertura de boca (Tabla 19).

Por otro lado, el volumen de la gota de aceite y el contenido de proteina en el huevo fueron
mayores en el bioensayo 2, a su vez las larvas eclosionadas de este bioensayo presentaron el mas
alto contenido de proteina y TAG, ademas de una mayor longitud de la aleta caudal a la apertura
de boca. Por el contrario los huevos y las larvas del bioensayo 4 presentaron los valores mas bajos

de estos pardmetros
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Tabla 19. Principales diferencias bioquimicas y morfoldgicas de los bioensayos. Promedio + D. E. (morfologia) ¢ E. E. (bioquimica). Anova
unifactorial. Post-hoc Tukey. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los bioensayos 2, 3 y 4 (09-2018, 06-2019
y 02-2020, respectivamente). Masa seca (MS), proteina (PT), lipidos totales (LT), carbohidratos (CH) y triacilglicéridos (TAG).

HUEVO ECLOSION * APERTURA DE BOCA *
Diametro  Gota de aceite = MS PT LT CH TAG MS PT LT CH TAG Longitud de aleta Altura de
(Hm) (x10°mm?)  (ug) (wg) (vg) (wg) (wg)  (ug) (1g) (Hg) (Hg) (Hg) caudal (mm)  cabeza (mm)
2 1055+ 16"® 4.7+0.2¢ 60 47 15 0.08 7.6 50+3.3% 21.7+2.4% 12.8+09 0.21+0.03* 1.17+0.18 1.82+0.11°¢ 0.39+0.06"
3 1068 + 248 4.3+0.38 71 17 9 11 8 5949.08 12.5#1.2* 10.9+1.0 0.56+0.09° 0.75+0.2"8 1.76+0.098 0.51+0.07¢
4 1039+ 224 3.9+0.6" 62 8 23.7 065 6.4 32+1.4* 53+0.7% 13.9+0.9 0.38+0.02® 0.67+0.1* 1.65+0.07 0.48+0.05"

Valores tomados de las temperaturas oscilantes (*)
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8. DISCUSION

8.1. Cambios influenciados por el desarrollo en el periodo de alimentacion enddgena de
Seriola rivoliana

La masa seca (MS) del huevo de S. rivoliana fue de ~64 ug, muy similar al de otras especies que

desovan huevos peldgicos como en rodaballo Scophthalmus maximus (Finn et al., 1996) y el atun

Thunnus albacares (Tanaka et al., 2022).

Durante el desarrollo embrionario de los peces, la masa seca puede disminuir como en el besugo
Pagrus major (Seoka et al., 1997), aumentar como en la cobia Rachycentron canadum (Huang et
al., 2021), o mantenerse relativamente constante como en el rodaballo Scophthalmus maximus
(Finn et al., 1996). Este ultimo fue el caso de los huevos de Seriola rivoliana, con una disminucién
del 31 y 39% desde los embriones en pre-eclosién a la larva eclosionada en el bioensayo 1y 3,
respectivamente. Dicha disminucidon correspondié principalmente a la pérdida del corion
(envoltura proteinacea) y de los coloides perivitelinos asociados. Sin embargo, estos valores
fueron mayores al obtenido en el rodaballo Scophthalmus maximus de 17-19% (Finn et al., 1996).
Del mismo modo, la magnitud del corion aislado en huevos mas grandes como en el bacalao
Gadus morhua (Solberg y Tilseth, 1984) y el lenguado Hippoglossus hippoglossus (Finn et al., 1991)
presentaron pesos del corion equivalentes al 17 y al 11% de la masa seca del huevo,
respectivamente. Por lo tanto, se sugiere que la disminucidon de la masa seca en la larva
eclosionada podria explicarse ademas por la pérdida de peso de la misma durante la eclosidn,
debido al esfuerzo mecanico (muscular), evento asociado a la ruptura del corion (Garcia-Guerrero
etal., 2003; Wen et al., 2013), en donde se esperaria una posible pérdida de energia. Sin embargo,
utilizando un enfoque experimental en donde se removié el corion en huevos de la trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss antes de la eclosion, se concluyd que el costo energético en la larva,
tanto aerdbico como anaerdbico asociado a la ruptura del corion fue minimo (Ninness et al.,
2006a; 2006b), lo cual concordé con los resultados de la carga energética adenilica que se

discuten mas adelante.
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Comparativamente a la masa seca, la proteina no cambid durante el desarrollo del embrién en
Seriola rivoliana, mientras que la disminucion en la eclosién también se asocié a la pérdida del
corion. Sin embargo, el corion aislado en huevos del lenguado Hippoglossus hippoglossus
contenian el 84% de la masa seca como proteina (Finn et al., 1991), en comparaciéon con
solamente el 28 y 34% en los bioensayos 1 y 3, respectivamente. Lo anterior sugiere que la
cuantificacion de la proteina se pudo haber subestimado en este estudio, debido posiblemente a
las proteinas insolubles en NaOH, como son las glicoproteinas (Riis-Vestergaard, 2002), lo cual
requerird de analisis mas precisos de contenido proteico en los huevos y larvas de Seriola. Los
calculos anteriores no se realizaron en los bioensayos 2 y 4, porque no se obtuvieron muestras
en el estadio de pre-eclosién. Sin embargo, la disminucién de los valores de masa seca después
de la eclosion en los tratamientos oscilantes, sugiere que podria existir tanto una pérdida de masa
seca asociada al peso diferencial del coridn, asi como una posible pérdida de reservas energéticas
en general como parte del peso seco de la larva eclosionada asociada al esfuerzo muscular de la

larva de romper el mismo (eclosion).

Los lipidos totales aumentaron ligeramente en el estadio de néurula (bioensayo 1, 2 y 3), lo cual
concordd con lo observado en el pez blanco de lago Coreogonus clupeaformis (Mueller et al.,
2017) y en la cobia Rachycentron canadum (Huang et al., 2021), lo que indicé que se utilizaron
otros componentes del huevo como fuentes de energia o bien a la utilizacién diferencial de ciertas
clases de lipidos con respecto a otros. Asi, los lipidos neutros, especificamente los ésteres de cera
y los triacilglicéridos (TAG) son los principales combustibles durante la embriogénesis y la eclosién
(Finn et al., 1996; Rgnnestad et al., 1998). De acuerdo con lo anterior, los TAG fueron uno de los
principales constituyentes del huevo, alcanzando un 56% de los lipidos totales (promedio de
todos los bioensayos). Los TAG disminuyeron ligeramente durante la embriogénesis y luego se
desplomaron bruscamente en la eclosién. Esta dindmica fue similar a la observada en el attn aleta
azul Thunnus thynnus, en donde el contenido de TAG disminuyd notablemente después de la fase
de la formacion del embridn (Takii et al., 1997). Por otro lado, en el atun aleta amarilla Thunnus
albacares el contenido de TAG disminuyd drasticamente antes de la eclosidn (Tanaka et al., 2022),
lo cual corresponderia al estadio de pre eclosidn en este estudio. Cabe hacer notar que los huevos

de estas especies de atlin comparten caracteristicas similares con los de S. rivoliana al ser ricos
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en TAG, con un agotamiento hasta la eclosién y en donde su incubacion se lleva a cabo a
temperaturas calidas de 27 y 29°C en el caso de T. thynnus y T. albacares, respectivamente. Por
lo tanto, el aumento de los lipidos totales en los embriones en este trabajo correspondié mas
bien a un aumento de los fosfolipidos (PL), como se observé en el pez blanco Chirostoma estor,
lo que sugiere que los PL se sintetizaron a partir de los acidos grasos de TAG (Palacios et al., 2007).
Sin embargo, los PL fueron uno de los principales combustibles (60%) identificados en los huevos

de Seriola lalandi (Hilton et al., 2008).

Los lipidos en los huevos pelagicos pueden estar presentes en dos formas distintas: los lipidos del
vitelo y los presentes en la gota de aceite (Silversand, 1996). A pesar de su importancia, pocos
estudios presentan resultados de cambios en el tamafio o la composicién de la gota de aceite
durante la embriogénesis (Finn et al., 1996; Santamaria-Miranda et al., 2021). En general, la gota
de aceite estd compuesta por lipidos no polares (triacilglicéridos, ésteres de colesterol y ésteres
de cera) (Silversand, 1996; Wiegand, 1996; Finn et al., 1996). Aunque no se midié la composicidn
exacta de la gota de aceite en los embriones de Seriola rivoliana, la disminucidn de TAG entre los
embriones antes de la eclosion y las larvas eclosionadas (83% en el bioensayo 1) no coincidié
totalmente con la disminucién del volumen de la gota de aceite (35% en el bioensayo 1), lo que
indicd que los niveles de TAG se utilizaron preferentemente sobre otros componentes de la gota

de aceite, debido a la alta demanda de energia requerida para la eclosién.

El contenido de nucleétidos adenilicos y la carga energética adenilica (CEA) resultante a lo largo
del desarrollo del embrién reflejarian la capacidad para ajustar la energia celular derivada de la
oxidacién de diferentes reservas a la energia consumida para los diferentes procesos que tienen
lugar durante el desarrollo (homeostasis energética). Por lo tanto, la constancia general de altos
indices de la CEA observada en este trabajo reflejaria un equilibrio energético dptimo en los
embriones, excepto en el momento de la eclosion en el bioensayo 1, como se discute mas
adelante. En estudios anteriores se obtuvieron resultados variables, con un aumento de la CEA o
del ATP (el principal determinante de la CEA) en medaka Oryzias latipes (Pincetich et al., 2005) y

el bacalao del Atlantico Gadus morhua (Jung et al., 2012), valores constantes en la dorada Sparus
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aurata (Lahnsteiner y Patarnello, 2003) y una disminucion en el corvindn rojo Sciaenops ocellata
(Vetter et al., 1983). Una posible explicacién de estas diferencias se atribuyd a las diferencias
intraespecificas sobre la duracién del desarrollo (Lahnsteiner y Patarnello, 2003; Jung et al., 2012),
con una disminucién de CEA y ATP en las especies que presentan un periodo de incubacién corto
(menos de 24 h), como el corvindn rojo (Vetter et al, 1983) y ningin cambio o un aumento en las
especies con periodos de incubacidon mas largos (de 4.5 a 8 dias), como medaka, el bacalao y el
besugo (Lahnsteiner y Patarnello, 2003; Pincetich et al., 2005; Jung et al., 2012). El tiempo hasta
la eclosidon en los huevos de Seriola rivoliana oscilé entre 22 y 52 horas, dependiendo de las
temperaturas de incubacién, por lo que podria considerarse mads bien un periodo de incubacién
corto, con valores constantes de la CEA. Otro estudio sugirié que los diferentes patrones de
variacion de ATP y CEA en la trucha Salmo gairdneri en comparacion con la carpa locha Misgurnus
fossilis podrian estar relacionados con las diferentes temperaturas de desarrollo entre las
especies (Boulekbache, 1981). Sin embargo, no se observé tal efecto a diferentes regimenes de
temperatura en Seriola rivoliana, como se discute mas adelante. Se sugiere que la expresion del
denominador utilizado en las concentraciones bioquimicas podria explicar las diferencias de ATP
o CEA en embriones y larvas. Los nucleétidos se expresan en base molar por peso hiumedo o seco
en todos los estudios anteriores citados. Sin embargo, si el peso del embridn disminuye, puede
sesgar los resultados expresados con base al peso. Si los datos bioguimicos se expresan por
microgramo de contenido de ADN, éstos puede aumentar debido a la proliferacién celular y, por
lo tanto, los resultados de CEA aumentarian cuando se expresan por mg de embriones o

disminuirian cuando se expresan por ug de ADN (Podrabsky y Hand, 1999).

La CEA disminuyd ligeramente en el momento de la eclosidén, pasando de 0.86 a 0.80 en el
bioensayo 1, pero no en el bioensayo 2 (aunque no se obtuvieron datos en la pre eclosion). No
obstante, dicha disminucion se atribuyd principalmente al aumento de los niveles de ADP y AMP,
lo que indicé una mayor necesidad de energia durante la eclosién, con un mayor uso de ATP. A
pesar de los niveles relativamente constantes de nucledtidos adenilicos, se observé un aumento
de los niveles de IMP en la pre eclosién (bioensayo 1) y, sobre todo, después de la eclosidon (ambos
bioensayos 1 y 2). Es bien sabido que el IMP es el principal metabolito de la degradacién de los

nucledtidos adenilicos que se produce principalmente post-mortem (Tejada, 2009) pero también
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durante el consumo intenso de energia (Wang et al., 1994; Robles-Romo et al., 2016). En tales
condiciones, el ATP se restablece a partir del ADP a través de la adenilato quinasa con una
acumulacién de AMP que se transforma en IMP por la AMP deaminasa, evitando una acumulacion
excesiva de AMP que alteraria el equilibrio energético celular (Atkinson, 1977). Este aumento de
IMP también se observé en la embriogénesis de los peces con una disminucidon concomitante del
ATP y de los nucleétidos adenilicos totales (NAT) (Vetter et al., 1983). Por el contrario, en el
presente estudio, el NAT aumentd en ambos bioensayos, lo que sugiere que aunque el IMP
estuviera implicado en dicho equilibrio adenilico celular, también se estaba produciendo la
sintesis de novo de nucleétidos adenilicos. De hecho, el IMP también esta involucrado en la
sintesis de purinas (Zalkin y Dickson, 1992) reflejando la sintesis activa de ADN que ocurre durante
la embriogénesis (Podrabsky y Hand, 1999). Mas concretamente, la sintesis de purinas esta
implicada de forma importante en la pigmentacion y la formacion ocular en el pez zebra (Ng et
al., 2009). La sintesis de novo de purinas (adenina y guanina) comienza con el precursor 5-fosfo-
D-ribosil-1-pirofosfato (PRPP) y este se convierte en monofosfato de inosina (IMP) a través de
diez pasos enzimaticos. El IMP entonces alimenta las vias que conducen a la formacién de AMP y
GMP, los cuales a su vez, sirven como precursores de sus formas di- o tri-fosfato de alta energia

en la via de ATP y la via de GTP (Zalkin y Dixon, 1992).

Posterior a la eclosion, las larvas tuvieron una pérdida del 21y 28 % de la masa seca a la apertura
de boca en los bioensayos 3 y 4, respectivamente, mientras que las proteinas no disminuyeron
en este mismo periodo (ver Tabla 17 y 18). Respecto a los lipidos, su utilizacion se produce
principalmente después de la eclosién, lo que posiblemente refleja una mayor demanda
energética de las larvas vitelinas que nadan libremente en comparacion con el desarrollo
embrionario (Tocher, 2003). Al respecto, una pérdida del 52 y 41% del contenido de lipidos se
presento en las larvas de S. rivoliana en los bioensayos 3 y 4, similar a la disminucién del 49% de
en el mismo periodo en la especie de pez piedra Inimicus japonicus. La pérdida de lipidos ademas
se vio reflejada en una disminucién del 74, 66 y 69% del volumen de la gota de aceite en los

bioensayos 2, 3 y 4, respectivamente.
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Las larvas de Seriola rivoliana absorbieron la mayoria de su vitelo durante las primeras 24 h.
Similarmente, en Seriola lalandi, 1a mayoria de la absorcién del vitelo ocurrié después de las 18 h
post-eclosién desde 21 a 25°C (Yu et al., 2017). Lo anterior sugiere una respuesta de rapido
crecimiento después de la eclosion en ambas especies. Asi, este fendmeno puede ser comun

entre las especies Seriola.

En segundo lugar, la gota de aceite fue conspicua y distingible después de las 24, 48 y 72 h post-
eclosién y las tasas de utilizacion después de la eclosién y el porcentaje de la velocidad de
absorcién de la gota de aceite por hora después de las 24 h estuvieron inversamente

correlacionados a la temperatura.

8.2. Influencia de la temperatura en el periodo de alimentaciéon endégena de S.
rivoliana

8.2.1. Efecto de la temperatura constante

Los tiempos de incubacion en Seriola rivoliana estuvieron inversamente relacionados a la
temperatura, lo que estd de acuerdo con muchas especies de peces marinos ampliamente
estudiadas (Blaxter, 1969; Pauly y Pullin, 1988; Kamler, 2012). Esta especie presenté un rango
viable de incubacién del huevo de 20 a 30°C, en donde la tasa de desarrollo termo-dependiente
de los embriones para eclosionar se duplicé con un Qio de ~2.4. Un valor mas pequefio comparado
al de Seriola lalandi con un Q10 de 5 y un rango viable de incubacién del huevo de 16 a 24°C (Moran
et al., 2007b). Una menor sensibilidad o mayor plasticidad a la variacion de temperatura (menor
Quo) sugiere que S. rivoliana tiene posiblemente una mayor tolerancia a esta varicién, de acuerdo

a su distribucidn latitudinal mas amplia ocurriendo en oceanos tropicales y subtropicales.

Las tasas de eclosién en Seriola rivoliana fueron >75% dentro su rango viable, disminuyendo
solamente a 30°C, sugiriendo que el rango mas viable ocurrid entre 20 y 28°C, reflejando también
una amplia tolerancia térmica de la especie. A la apertura de boca las larvas a 30°C no
sobrevivieron, mientras que no se observd un efecto significativo de edema entre 20 y 28°C

(media global= 35%, Fig. 21). Adicionalmente, las larvas a 28°C tuvieron un mayor porcentaje de
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larvas normales (50%+16.7) y menor a 20, 22, 24 y 26°C (media global: 14.4%+5.1) (Fig. 22). Lo
anterior puede estar asociado parcialmente a lo observado en larvas de la anguila japonesa
Anguilla japdnica, las cuales presentaron una mayor incidencia de edema en pericardio a

temperaturas bajas de incubacién (Kurokawa et al., 2008).

En cuanto a la morfologia, la longitud de la larva es la principal determinante en cuanto a la
capacidad de alimentacion (China y Holzman, 2014). En la eclosion, la longitud total y la longitud
de la aleta caudal tuvieron una disminucion significativa a 26°C, mientras que a 28°C fue similar a
las demdas temperaturas, en los bioensayos 1 y 4 (desoves de épocas cercanas: Marzo-2019 y
Febrero-2020, respectivamente) (Fig. 13A, C). Lo anterior podria relacionarse a la respuesta del
recuento de vertebras (caracter meristico que se fija en la embriogénesis) de peces frente a la
temperatura. Como argumenta Fowler (1970) en su revisién, el nUmero mas bajo de vertebras a
una temperatura intermedia se ha asociado a menudo con una tasa de crecimiento éptima o con
el mayor porcentaje de supervivencia en peces, mientras que se obtienen nimeros mas altos a
ambos lados del rango de temperaturas. Garside (1966) sugirid que la aparente respuesta en
forma de V o U de los recuentos vertebrales a la temperatura podria ser en parte un artefacto de
los métodos de enumeracién de las vértebras anormales. Las vértebras anormales suelen ser mas
comunes en los extremos de la temperatura (Lindsey, 1998). En el presente estudio si bien no se
contabilizaron las vertebras, la respuesta observada en la longitud a la eclosién podria estar

asociada a la de dicho caracter meristico, lo cual requerira de mas investigacién.

Tras la eclosién, las larvas cuentan con un saco vitelino relativamente grande con el que
desarrollan rapidamente el esqueleto de la cabeza y el tracto gastrointestinal (Tanaka et al.,
2022). El desarrollo de la cabeza estd asociado con el desarrollo del cerebro y los érganos
sensoriales y concomitante a las capacidades depredadoras en la morfologia de la boca, por lo
cual, un retardo en el desarrollo puede resultar en un mal funcionamiento de los érganos
sensoriales y de alimentacién (Osse et al., 1997). Aunque muchas especies de larvas de peces
muestran un mayor desarrollo caudal para asegurar el rendimiento de nado (Fuiman, 1983; Osse
etal., 1997), la larva de Seriola rivoliana parece desarrollar la cabeza como una prioridad, como

se observd también en Seriola lalandi (Martinez-Montafo et al., 2016). Ademas, el desarrollo de
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la cabeza parecio ser dependiente de la temperatura hasta cierto punto, o al menos, susceptible
a la temperatura con variaciones significativas. Visto desde el andlisis de las tallas a la apertura
de boca (Fig. 23C, D) y de los coeficientes de crecimiento alométrico (Fig. 24), un crecimiento
Optimo de la cabeza se produjo a 26 °C, lo que coincide con la temperatura de desove de esta

especie.

El analisis bifactorial de la composicidén bioquimica develé el bajo coste energético que presentan
los embriones de S. rivoliana durante su desarrollo frente a las temperaturas constantes
(bioensayo 1, Fig. 14). Solo el volumen de la gota de aceite y los TAG se vieron afectados por las
temperaturas constantes por si solas o por la interaccion entre la temperatura y el estadio de
desarrollo. Para TAG, la disminucidn cuantitativa entre los estadios de néurula a pre-eclosiéon y
luego a la eclosiéon fue mas acentuada a bajas temperaturas (20-24°C), lo que podria estar
relacionado con una mayor duracion del desarrollo y con larvas mds grandes. Al contrario en la
utilizacidon de TAG, la gota de aceite parecié no utilizarse durante la eclosién a bajas temperaturas
(por ejemplo, 20°C), por lo que se observé un mayor volumen de gota de aceite en las larvas

eclosionadas en comparacion con las altas temperaturas (26-30°C).

El efecto de la temperatura sobre los niveles de nucleétidos se observd principalmente en la
eclosidn, con una mayor acumulacion de ADP, AMP, NAT e IMP, en el rango de temperaturas
bajas (Fig. 15). Por el contrario, la disminucidon de CEA en este estadio fue ligeramente mas
pronunciada a estas temperaturas bajas. Estos resultados apuntan a un mayor uso de energia
ligado a una mayor duracidn de la embriogénesis con mas tejido formado (larvas eclosionadas
mas grandes) a baja temperatura, aunque no comprometié seriamente la disponibilidad global
de energia en la eclosion (ATP y AEC), incluso cuando los TAGs estaban casi agotados. Por otro
lado, cabe sefialar que el contenido a la eclosidon de ADP e IMP tuvo una disminucién a 26°C, y
28°C siendo similar a las demds temperaturas (Fig. 15B, E), respuesta muy similar a la longitud

total y longitud de aleta caudal de los bioensayos 1y 4 (Fig. 13A, C).
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Concerniente a la comparacién entre temperaturas frias y calidas (Tabla 7), algunos datos
sugieren que durante la embriogénesis temprana (estadio de VO y NE) las temperaturas calidas
prodrian inducir una mayor deposicién de tejido. Por ejemplo, los embriones en VO tuvieron un
contenido mayor de carbohidratos, mientras que embriones en NE tuvieron un contenido alto de
proteina, y simultdneamente un mayor agotamiento de TAG, y una tendencia de una mayor
deposicion de lipidos totales. En contraste, las temperaturas mas frias pueden producir una mas
alta deposicion de lipidos totales en los estadios posteriores (PRE y ECL), lo cual se enlaza a una
mayor disminucién de TAG en estas temperaturas, reafirmando su uso para sintesis de lipidos
estructurales. Por lo que, cabe esperar que las larvas de S. rivoliana mds grandes a bajas
temperaturas (20-24°C), podrian relacionarse al contenido de lipidos totales en los embriones en

pre eclosion y en las larvas eclosionadas (Tabla 7a, b).

Llegando a la composicién bioquimica de la larva a la apertura de boca (bioensayo 4, Fig. 25), se
observé que si bien las larvas fueron mas grandes en longitud total a las temperaturas bajas (20
a 24°C), éstas no fueron necesariamente mas grandes en peso (masa seca). Analizando el patrén
gue siguid la masa seca de la larva a la apertura de boca en temperaturas constantes (Fig. 25A),
este se asemejo mas al de la longitud y altura de la cabeza de las larvas sin edema (Fig. 23C, D)
gue al de la longitud total (Fig. 23A). Lo anterior confirmaria que la larva invirtié gran parte del

vitelo para la formacion de la cabeza a la temperatura de 26°C.

8.2.2. Efecto de la temperatura oscilante

La influencia de los cambios de temperatura durante la incubacién de embriones se ha examinado
en estudios anteriores para evaluar las ventanas criticas para el desarrollo y reflejar posibles
fluctuaciones térmicas naturales o antropogénicas (Eme et al., 2015; Mueller et al., 2015; Lim et
al., 2017; Eme et al., 2018). A temperaturas constantes, los embriones no tendrian que ajustar
respuestas fisioldgicas mayores y por lo tanto, podrian seguir una via metabdlica especifica. Es
decir, los embriones a cualquier temperatura constante dentro del rango de viabilidad se

desarrollarian progresivamente seguln su respuesta a una temperatura especifica constante. Sin
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embargo, si un cambio de temperatura ocurre, los embriones tendrian que adaptar su

metabolismo al nuevo ambiente cambiante (Mueller et al., 2015).

En el presente trabajo, las amplias oscilaciones térmicas inducidas en la incubacién (blastula a
pre-eclosion), no afectaron la velocidad de desarrollo embrionario. Dicha respuesta a la
temperatura fluctuante ha sido ampliamente observada en peces (Lindsey, 1954; Blanco-Vives et

al., 2010; Villamizar et al., 2012; Coulter et al., 2015; Lim et al., 2017; Pisano et al., 2019).

Las oscilaciones térmicas ademas incidieron positivamente en el desarrollo al provocar una mayor
proporciéon de larvas normales (sin edema) en comparacion con las temperaturas constantes (Fig.
22).Sin embargo, el régimen de oscilacién inicial descendente (OID) disminuyd significativamente
la supervivencia a la apertura de boca, mientras que la oscilacion inicial ascendente (OIA) la
aumento (Fig. 21). Al respecto, Seriola rivoliana desova en la mafiana, cuando la temperatura del
agua esta aumentando, por lo que la direccién adecuada de la fluctuacién podria ser inicialmente
ascendente partiendo del desove (Fig. 27). Lo anterior coincide con el estudio de Blanco-Vives et
al. (2010) en donde se observo que la fluctuacion térmica que simulaba las condiciones del medio
natural (inicial ascendente en la manana) bajo la incidencia de deformidades y aumenté el
crecimiento de las larvas a partir del dia 25 post-eclosién en el lenguado Senegal sole. Cabe

sefialar, que la respuesta mucho mds temprana en las larvas del jurel pudo deberse a la magnitud

de las oscilaciones mas amplias de A8°C comparada con la utilizada en las larvas del lenguado (A

3°C).



96

29°C '
O\?‘
265Cmmfm ==\ [\ pmmem=———
25°C " -
. B2
23.5°C g %
£'9
%
21°C
BLA Vo NE PRE ECL
() T &>
o Y =
(&) (e) (29 =3
hora del dia: 13:00 21:00 4:00 11:00 20:00

Figura 27. Tratamientos de oscilacion de temperatura (21229°C, lineas continuas) durante la

embriogénesis y fluctuacidn natural estimada (23.5226.5°C, linea discontinua). La amplitud de A

3°C de la fluctuacién fue basada en las variaciones diarias de la temperatura superficial del mar
en la regidn reportadas (Sicard-Gonzalez et al., 2012).

El analisis bifactorial de la morfologia a la eclosion mostré que la respuesta a la temperatura
oscilante dependié del desove (bioensayo 2, 3 y 4). Por otro lado, a la apertura de boca la longitud
total fue influenciada por la temperatura fluctuante por si sola, en donde las larvas en la OID
alcanzaron una mayor talla con respecto al control y la OIA. En contraste, la longitud de la cabeza

y el didametro de pigmentacidn del ojo fueron menores en la OIA.

Analizando la morfologia de la larva a la apertura de boca a temperaturas constantes y oscilantes
dentro de un mismo desove (bioensayo 4, Tabla 14), las larvas de la OID presentaron una longitud
total similar a la encontrada a 22 y 24°C, mientras que las larvas en la OIA fueron mas pequefias
como a 26 y 28°C. Por lo anterior, se sugiere que el primer periodo de desarrollo que fue de la
blastula a la vesicula dptica determind la plasticidad fenotipica de estos caracteres a las

fluctuaciones de temperatura.

De las observaciones en el bioensayo 3 se infiere que las larvas mas pequenas a temperaturas
calidas y en la OIA podrian ser el resultado de un avance en las etapas de desarrollo y cambios en

la estructura corporal, 6rganos y tejidos con otras necesidades fisiolégicas (Ojanguren y Brafia,
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2003), asi como un retraso de la primera alimentacién (Shan et al., 2008). Es decir, el desarrolllo
mas rdpido por temperatura alta disminuye la ventana de tiempo en que la larva es capaz de
atrapar presas en la alimentacién exdégena. En algunas especies, la temperatura viable mas alta
puede afectar el desarrollo larval, como en el lenguado japonés flounder Paralichthys olivaceus
(Seikai et al., 1986). En este contexto, las larvas de Seriola rivoliana a 30°C fueron mas pequenas
a las 72 hr, lo cual puede indicar que algunas larvas se debilitaron después de varias horas de
alimentacion retardada produciendo inanicion y un desarrollo estresante que fue evidente con la

baja supervivencia obtenida al dia 3.

Por otro lado, en el bioensayo 4 se observé que ambas oscilaciones indujeron una reduccién de
las dimensiones de la cabeza a la apertura de boca en comparacién con las temperaturas
constantes (Tabla 14). Dicha reduccidn podria ser particularmente importante en el inicio de la
alimentacion exdgena, debido a un menor desarrollo de érganos sensoriales y de la boca, como

se ha discutido anteriormente.

Analizando la utilizacién del saco vitelino y la gota de aceite se observé que la oscilacion de
temperatura durante la incubacidn del huevo al parecer no influencié la utilizacidn de las reservas
(Bioensayo 3, Tabla 15 y 16). Sin embargo, algunos resultados en la absorcién del saco vitelino y
la gota de aceite podrian indicar una disminucidn e incremento en el metabolismo: en la OID
(larva similar a 20°C en %VS"?%) y en OIA (larva similar a 24 y 26°C en %GA"?4), respectivamente,
los cuales requeriran de mas investigacion. Después de 48 hr, los resultados en absorcidn de saco
vitelino sugieren que la larva a 20 y 22°C todavia no habia agotado su saco vitelino, las larvas a
24°C estuvieron cerca del agotamiento, mientras que las larvas desde 25 a 30°C y ambas
oscilaciones ya habian absorbido por completo el vitelo. Por lo tanto, ensayos posteriores
requeriran muestreos de larvas mas frecuentemente durante las primeras 24 y 48 hr para obtener

resultados mas precisos.

El andlisis bifactorial de la composicion bioquimica del huevo reveld el bajo coste energético que

presentan los embriones de S. rivoliana durante su desarrollo frente a la temperatura oscilante
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(bioensayo 2, Fig. 18). Solo los carbohidratos fueron influenciados significativamente por la
temperatura oscilante por si sola, en donde la oscilacién inicial descendente disminuyd
significativamente el contenido. Dado que no se observaron diferencias estadisticas para los
nucledtidos adenilicos, la CEAy el IMP (Fig. 19), no fue posible relacionar los diferentes regimenes
oscilantes con la eficiencia energética o la disponibilidad. No obstante, al momento de la eclosion,
el valor absoluto de CEA en el bioensayo 2, para OID y OIA (0.82-0.83) fue similar a los valores

mas altos obtenidos en el bioensayo 1 a 26 y 30°C.

El analisis bifactorial de la composicion bioquimica a la eclosidon (bioensayo 2 y 4), mostrd una
constancia del efecto de la temperatura oscilante en donde el régimen de OID disminuyd
significativamente el contenido de peso seco y carbohidratos (Fig. 20A, D), lo que podria estar
relacionado con una mayor utilizacion de las resevas en este tratamiento dado que las larvas
fueron mas grandes en longitud total. Adicionalmente, a la larva a la apertura de boca las larvas
sometidas a la OID tuvieron menor contenido de lipidos totales y carbohidratos (bioensayo 4,

Tabla 12).

Los resultados de incubacidn de embriones en temperaturas oscilantes sugieren que la ventana
de crecimiento se puede retrasar, promover, o mantenerse sin cambio dependiendo de la
respuesta fisioldgica de los embriones en desarrollo. Lo anterior estuvo asociado con la calidad
misma de cada desove, en donde factores como el de la resistencia a cambios térmicos y la
utilizacién de energia en la formacidn de tejido parecen ser muy especificos (desove-especifico).
Si un cambio de temperatura ocurre, los embriones tendrian que adaptar su metabolismo al
nuevo ambiente cambiante (Mueller et al., 2015). Por lo tanto, dependiendo de la calidad natural
de los huevos (desove) y la respuesta adaptativa a la temperatura, podria haber sefiales
ambientales para retardar o estimular la ventana de crecimiento embrionario antes del comienzo

de la eclosion, lo cual podria explicar las diferencias entre los desoves.

Para fines practicos (por ejemplo, la acuicultura), se sugiere que un régimen oscilante podria tener
las ventajas de una temperatura particular en ciertos caracteres durante el desarrollo sin posibles

efectos perjudiciales en otros. Esta "larva ideal" también dependeria de los cambios particulares
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de temperatura durante las ventanas criticas del desarrollo. Al respecto, Shulman y Love, (1999)
argumentan que muchos peces viven a temperaturas que fluctian durante el dia; tal condicién
es claramente beneficiosa para su actividad vital y puede considerarse como un caso de

compensacion de temperatura de su metabolismo.

8.3. Crecimiento compensatorio

Aunque los factores ambientales pueden producir variabilidad fenotipica larval en la eclosién,
varias especies han mostrado alcanzar un tamafo similar al llegar a la primera alimentacion,
indicando un crecimiento larval compensatorio y una alta plasticidad para adaptarse a la
variabilidad ambiental. Este fendmeno se ha observado en el jurel cola amarilla Caranx mate
(Santerre, 1976), el arenque Clupea harengus (Geffen, 2002), el eglefino Melanogrammus
aeglefinus (Martell et al., 2005), el jurel rey de cola amarilla Seriola lalandi (Moran et al., 2007b),
la trucha café Salmo trutta (Réalis-Doyell et al., 2018), el salmén del Atlantico Salmo salar
(Peterson et al., 1977) y también se ha observado en poblaciénes naturales de la anchoveta
Peruana Engraulis ringens (Llanos- Rivera y Castro, 2006). De igual manera en Seriola rivoliana,
las larvas a 20°C, control (25°C) y en OID en el bioensayo 3, tuvieron un crecimiento
compensatorio evidente durante la absorcién del vitelo, equiparando a las larvas a 22 y 24°C, una
leve diferencia mas pequena ocurrié en las larvas a 26°C constante y en la OIA, mientras que las
larvas mas pequefias ocurrieron a 30°C. Sin embargo, las larvas a 20 y 22°C retardaron el
desarrollo de la cabeza, y estas tuvieron una estructura inusual de la cabeza-tronco (cabeza mas
pequefia y tronco mds largo), lo cual quizds estuvo relacionado a una baja eficiencia en la
absorcién de la gota de aceite (solo un 40% comparado con un >75% en larvas a temperaturas de

24 a 30°C), la cual fue la Unica reserva endégena disponible.

En otro ejemplo, el analisis bifactorial (bioensayo x temperatura constante) de la longitud total y
de aleta caudal de la larva eclosionada de S. rivoliana fueron mayores dentro de un rango de
temperaturas (22 y 24°C). Sin embargo, cuando el vitelo se agoté y la larva abrié la boca, se
encontrd un patrén mas concreto, en donde las larvas a temperaturas bajas presentaron las tallas
mayores (20, 22 y 24°C) y mds pequefias a 26 y 28°C. Un fenotipo similar fue encontrado en larvas

del pez piedra Inimicus japonicus durante la evaluacién de cinco temperaturas constantes (18, 21,
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24, 27 y 30°C) (Wen et al., 2013). En ese estudio, las temperaturas de 22, 24 y 27°C dieron larvas
mas grandes en la eclosion; sin embargo, a la apertura de boca, las larvas incubadas a las
temperaturas bajas tuvieron una mayor longitud (18, 21 y 24°C) con respecto a las temperaturas

altas (27 y 30°C) en aquella especie.

Por lo tanto, aunque pueda ocurrir un crecimiento compensatorio en el tamafio del cuerpo, las
larvas pueden mostrar variaciones en la estructura del cuerpo que pudieran ser importantes en

la eficiencia en la primera alimentacidn, lo que requerira de mas investigacion acuicola.

8.4. Influencia del desove en el periodo de alimentacion endégena de S. rivoliana

En la naturaleza, Seriola rivoliana tiene una temporada reproductiva larga, que expone a los
huevos a una gran variedad de temperaturas a medida que aumentan desde la primavera hasta
el verano y subsecuentemente disminuyen de otofio a invierno. Sin embargo, los peces en
cautiverio se mantienen a una temperatura constante durante casi todo el afo y solo
peridodicamente se efectuan cambios en la temperatura que estan definidos por las observaciones
en los reproductores por parte de los acuicultores, en cuanto a su salud, limpieza de los tanques
y una baja frecuencia de desoves o desoves de mala calidad en donde ocurre una muy baja
supervivencia, entre muchos otros factores de manejo. En general, los desoves de Seriola
rivoliana presentan una alta fertilizacion >95% y alrededor de un 80% son huevos flotantes y
viables y un 20% son huevos no viables que se hunden. Sin embargo, aun no hay un marcador
bioquimico o morfolédgico que permita predecir si un desove tendra una alta supervivencia larval,
aunado a un desempefio alto durante la fase de transcicion a juveniles. En este estudio se
presentaron las principales diferencias entre los desoves utilizados en donde el componente mas
variable fue el contenido de proteina (de 8 a 47 pg/ind). Sin embargo, como se ha discutido
anteriormente, dicho contenido pudo haber estado subestimado, lo cual requerirda de mas
investigacidon con un numero considerablemente mayor de desoves y con alta varibiabilidad entre
ellos en cuanto a su porcentaje de eclosién y supervivencia larvaria subsecuente. Por otro lado,
el didametro de la gota de aceite fue el segundo factor mas variable, posiblemente asociado con
la edad de los reproductores, su estatus reproductivo y el tipo de alimentacion, lo cual también

requerirad de mas investigacion en los mismos términos ya mencionados. La calidad especifica de
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cada desove se comprobd con las diferencias significativas que ocurrieron entre bioensayos y mas
aun, la interaccion significativa obtenida entre ellos, tanto en temperaturas constantes y
oscilantes. Por ejemplo, las larvas del bioensayo 3 sometidas a temperatura oscilante tuvieron
una longitud total larval significativamente menor con un saco vitelino mas grande y un tiempo
de eclosién similar, en comparacion a los bioensayos 2 y 4 (Fig. 17A, K), lo cual hizo evidente un
crecimiento embrionario diferencial al momento de la eclosion. Sin embargo, a la apertura de la
boca, las larvas del bioensayo 4 resultaron mas pequefias (Fig. 17B) y con variaciones de otros
caracteres en comparacion a los otros dos bioensayos. Lo anterior sugiere una alta variabilidad
fenotipica en cada desove con pocos cambios bioquimicos por efecto de temperatura, aunado
también a una alta capacidad adaptativa a distintos regimenes de temperatura dentro del rango
viable, con lo cual, se rechaza la hipdtesis nula. La gran variacién entre desoves posiblemente ha
contribuido a que la produccidn continua de juveniles sea tan dificil de lograr en Seriola rivoliana,
por lo cual se requiere que la investigacion se enfoque a analizar los factores endégenos,
nutricionales y ambientales, adicionales a la temperatura, que contribuyen a esta alta

variabilidad.
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9. CONCLUSIONES

El rango viable de eclosién de Seriola rivoliana se obtuvo entre 20y 28°C con una tasa de eclosiéon

superior al 70%.

Se observé un efecto significativo de temperaturas constantes y oscilantes en la morfologia larval
en el momento de la eclosién de Seriola rivoliana. En los embriones incubados a 22 y 24°C
eclosionaron larvas con una longitud total significativamente mayor que el resto de los
tratamientos. Adicionalmente, la oscilacidn inicial ascendente también produjo larvas de mayor

tamanfio. Sin embargo, el efecto del tratamiento térmico dependié del desove utilizado.

Los efectos de temperaturas oscilantes durante la incubacidon de los huevos, podrian beneficiar o
afectar a la incidencia de la primera alimentacion exdgena de las larvas, lo cual, requerird de mas
investigacion. Sin embargo, de acuerdo a este estudio, las temperaturas oscilantes presentaron

ciertas ventajas fisioldgicas sin efectos energéticos o morfoldgicos perjudiciales.

La mayor incidencia de edema fue a temperaturas entre 20 y 26°C, mientras que a 28°Cy en los
tratamientos de oscilaciones la incidencia fue mas baja, lo cual sugiere el aumentar la

temperatura gradualmente a 26°C despues de la eclosion.

El crecimiento alométrico de la cabeza con respecto a la longitud total fue éptimo a 26°C. El

desarrollo de la cabeza y su proporcidn con respecto al tronco fue éptimo entre 24 y 26°C.

Durante la embriogénesis de los huevos de Seriola rivoliana, el aumento en los niveles de energia
(ATP) soportd la alta demanda energética requerida por el embrién, en donde las reservas
energéticas se regularon en respuesta al entorno, dando como resultado una alta viabilidad
larvaria. La constancia de la carga energética (CEA) en niveles éptimos iguales o superiores a 0.8

durante la embriogénesis sugieren un equilibrio energético dptimo en esta especie.

El momento de la eclosidn fue la etapa mas critica del desarrollo, en la que los componentes

bioquimicos y la utilizacién de la energia cambiaron significativamente. La eclosion representé
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una gran utilizacion de energia, que podria definirse como un evento muy dindmico y quizas
estresante para las larvas, en el que incluso la CEA podria disminuir marginalmente, indicando
una mayor necesidad de energia, en donde las larvas podrian perder algo de masa corporal,

adicionalmente al coridn.

La disminucidn en el contenido de proteinas en la eclosidn se debid en buena medida a la ruptura
y eliminacién del corion. Sin embargo, es necesario implementar nuevas técnicas en la
determinacién de este componente para discernir el posible uso energético de proteina en este

proceso.

Los triacilglicéridos (TAG) fueron un combustible critico para los huevos durante la eclosidn, y el
aumento de los lipidos totales (cuando se observd), sugirié que a partir de los TAG se sintetizaron
fosfolipidos. Ademas, los TAG se utilizaron preferentemente sobre los demas componentes de la

gota de aceite.

Las larvas eclosionadas después de un régimen constante en temperaturas mas frias (20 a 24°C)
podrian tener una mayor disponibilidad de lipidos, en comparacidén a temperaturas constantes

mas altas (26 a 30°C) y oscilantes.

La ausencia general de cambios bioquimicos criticos derivados de los efectos de la temperatura
confirma que esta especie tiene una alta capacidad de adaptacion y plasticidad en respuesta a

temperaturas constantes y fluctuantes.
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