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RESUMEN

Se realizd una caracterizacion bioquimica y fisiolégica de los embriones y larvas
vitelinas del huachinango del Pacifico Lutjanus peru con el objetivo de evaluar sus
implicaciones en la calidad de los desoves. Se obtuvieron, mediante induccion
hormonal, cinco desoves que fueron sembrados en tanques conicos. Se obtuvieron
valores morfométricos de los huevos y larvas vitelinas, asi como porcentajes de
fertilizacion, anormalidad en los blastdmeros, eclosion y supervivencia hasta el
momento de la primera alimentacion en cada uno de los desoves. Se determind la
concentracion de proteinas, asi como de metabolitos energéticos (glucosa, fructuosa
y glucosa-6-fosfato). Se evalud la actividad de enzimas metabdlicas (fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina, lactato deshidrogenasa, transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa) y
digestivas (amilasa, lipasa, tripsina, quimotripsina y catepsina) durante diferentes
etapas del desarrollo embrionario y la fase de larva vitelina (huevos fecundados,
divisiones mitéticas, blastula, gastrula, eclosion, 24 y 48 horas después de la
eclosion). Todos los metabolitos energéticos y las enzimas metabdlicas y digestivas
presentaron actividad en todos los estadios de desarrollo, con excepcion de la
quimotripsina y el metabolito glucosa-6-fosfato. La concentraciébn de proteinas y
metabolitos energéticos y la actividad de las enzimas metabdlicas y digestivas
registraron un patron similar durante el desarrollo embrionario y la fase de larva
vitelina en los desoves analizados. No se observaron diferencias significativas entre
los grupos de desoves con elevados porcentajes de eclosién y supervivencia, y los
principales criterios de calidad y los parametros bioquimicos. Se proponen modelos
de regresion multiple para explicar las variaciones en los porcentajes de eclosién,

anormalidad en los blastomeros y supervivencia.



ABSTRACT

A biochemical and physiological characterization of embryos and yolksac larvae of
the Pacific red snapper Lutjanus peru were made with the aim to assess their
implications in egg quality. Fertilized eggs of five spawns were obtained by hormonal
induction and were maintained in conical tanks. Morphometric measures of eggs and
yolksac larvae and rates of fertilization, abnormal cleavage, post-hatching and
survival were taken for each spawning. The concentrations of protein and energy
metabolites (glucose, fructose and glucose-6-phosphate) were determined. The
activity of metabolic (acid phosphatase, alkaline phosphatase, lactate
deshydrogenase, transaldolase and glucose-6-phosphatase) and digestive (amylase,
lipase, trypsin, chymotrypsin and cathepsin) enzymes were evaluated during different
stages of development (eggs, early cleavage, blastula, gastrula, post-hatching, 24
and 48 hours after hatching). All the energy metabolites and the metabolic and
digestive enzymes showed activity in all stages of development, with the exception of
chymotrypsin and the metabolite glucose-6-phosphate. The concentration of protein
and energy metabolites and the activity of metabolic and digestive enzymes had a
similar pattern during the embryonic development and yolksac larvae in all the
analyzed spawning. There were no significant differences between the spawning
groups with high percentages of hatching and survival, and the main criteria of quality
and biochemical parameters. Multiple regression models to explain variations in the
rates of hatching, abnormal cleavage and survival were proposed.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Huevos en divisiones mitéticas tempranas de Melanogrammus aeglefinus.
a) huevo con 8 células simétricas, b) huevo con 16 células simétricas, c)

huevo con 8 células asimétricas y d) huevo con 16 células asimétricas...... 21

Figura 2. Concentraciéon promedio (n = 3) de proteinas y metabolitos energéticos y
actividad enzimatica metabolica durante el desarrollo embrionario y la fase de

larva vitelina del huachinango del Pacifico Lutjanus peru........................... 46

Figura 3. Actividad promedio (n = 3) de las enzimas digestivas durante el desarrollo

embrionario y la fase de larva vitelina del huachinango del Pacifico Lutjanus



LISTA DE TABLAS

Tabla I. Etapas de desarrollo del huachinango del Pacifico Lutjanus peru en las que

se tomaron muestras para analisis bioquimicos................ccooiiiiiiiiiiinnn. 31

Tabla Il. Caracteristicas de los huevos previo a la fertilizacién en los cinco desoves

del huachinango del Pacifico LUtjanus PerU..........cccccuviiriiiiiiiiieieieeeeeeee e e 41

Tabla Ill. Caracteristicas generales de las hembras y los desoves de huachinango
del Pacifico LULJANUS PEIU. .. ... vt eaes 42

Tabla IV. Relacion entre las caracteristicas generales de los desoves del

huachinango del Pacifico Lutjanus peru............cccooiiiiiiiiiiiiiiiee e, 43

Tabla V. Concentracion de proteinas (ug g muestra™) y metabolitos energéticos (ug g
muestra™), y niveles de actividad enzimatica metabdlica (unidades mg
proteina™) durante el desarrollo embrionario y la fase de larva vitelina de

LUBJANUS POIU. ..ttt et 45

Tabla VI. Niveles de actividad enzimatica digestiva (unidades mg proteina™) durante
el desarrollo embrionario y la fase de larva vitelina del huachinango del
Pacifico LULJANUS PEIU. ... . et 47

Tabla VII. Niveles de actividad enzimatica metabélica (unidades mg proteina™) y
concentracion de proteinas (g g muestra™) y metabolitos energéticos (ug g
muestra™) entre los grupos A (desoves 1, 2 y 3), B (desoves 4y 5) y C
(huevos no viables) del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.................. 50

Tabla VIII. Niveles de actividad enzimética digestiva (unidades mg proteina™) entre
los grupos A (desoves 1, 2y 3), B (desoves 4 y 5) y C (huevos no viables) del

huachinango del Pacifico Lutjanus peru............ccooviiiiiiiiiii e, 51



Tabla IX. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad enzimatica
metabdlica, la concentracion de proteinas y metabolitos energéticos con los
criterios de calidad durante las etapas | y IV del desarrollo del huachinango del

Pacifico LULJANUS PEIU. ... e 53

Tabla X. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad enzimatica
digestiva y los criterios de calidad durante las etapas | y IV del desarrollo del

huachinango del Pacifico Lutjanus peru..........c.coooeveieiiiiiiiiiiiiieeenn, 54

Tabla XI. Modelos de regresion lineal simple entre los principales criterios de calidad
y los parametros bioquimicos durante la ontogenia inicial del huachinango del

Pacifico LULJANUS PEIU. ... . e 54

Tabla XII. Modelos de regresién multiple entre los principales criterios de calidad y
los parametros bioquimicos durante las etapas | y IV del desarrollo del

huachinango del Pacifico Lutjanus peru..........c.coooveiiiiiiiiiiiiiiieeen, 56



ABREVIATURAS

%F Porcentaje de fertilizacion desv est Desviacion estandar

%E Porcentaje de eclosion uv Ultravioleta

%S Porcentaje de supervivencia ups Unidades practicas

de salinidad

%A Porcentaje de anormalidades en rpm Revoluciones por
los blastémeros minuto

DH Diametro del huevo ppm Partes por mil

AH Area del huevo °C Grados centigrados

VH Volumen del huevo min Minutos

DGA Didmetro del glébulo de aceite h Horas

AGA Area del glébulo de aceite m Metros

VGA Volumen del glébulo de aceite cm Centimetros

LT Longitud total mm Milimetros

HV Altura del vitelo pum Micrometros

LV Longitud del vitelo nm Nanometros

HF Huevos fertilizados g Gramos

DM Divisiones mitoticas tempranas kg Kilogramos

B Blastula mg Miligramos

G Gastrula Mg Microgramos
Eclosion L Litros

DE Después de la eclosion mL Mililitros

DDE Dias después de la eclosion pL Microlitros

Peso ¢ Peso de las hembras M Moles

No.H  NUmero de huevos mM Milimoles

FR Fecundidad relativa UM Micromoles



GLOSARIO

Blastomero: Cada una de las células producidas durante la segmentacion del
embrién (Balinsky, 1983).

Blastoporo: Abertura del tubo digestivo embrionario formada en la gastrulacion
(Kardong, 1999).

Blastula: Estadio temprano de un embridon que habitualmente esta formado por una
esfera hueca de células, antes de que empiece la gastrulacion (Alberts et al.,
1996).

Calidad del huevo: Potencial del huevo para producir crias (larvas) viables (Kjorsvik
et al., 2003).

Eclosion.- Proceso en el cual se rompe el corion o envoltura del huevo y emerge la
larva vitelina (Balon, 1984).

Embrion: Fase inicial del desarrollo de un organismo, mientras éste se encuentra
contenido dentro de las membranas del huevo o dentro del cuerpo materno
(Balinsky, 1983).

Enzima: Proteina que cataliza una reaccion quimica especifica (Alberts et al., 1996).

Gastrula: Estadio temprano del desarrollo embrionario en el que los blastomeros,
por medio de movimientos morfogenéticos, forman las tres capas embrionarias
(ectodermo, mesodermo y endodermo) (Balinsky, 1983).

Glébulo de aceite: Lisosomas modificados que adquieren forma esférica y que se
forman al fusionarse las vesiculas de vitelo, muchas especies presenta uno o
mas globulos en, o cerca de, la masa vitelina. Sirve inicialmente como una
estructura de flotacion o equilibrio y que al consumirse es utilizado como
fuente de energia (Kamler, 2008).

Glucogeno: Polisacarido compuesto exclusivamente por unidades de glucosa,
utilizado para almacenar energia en las células animales (Alberts et al., 1996).
Carbohidrato complejo (polisacarido) que mediante hidrélisis se convierte en

glucosa (Curtis & Barnes, 2001).
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Glucodlisis: Proceso catalizado por enzimas, mediante el cual una molécula de
glucosa se convierte anaerobicamente en dos moléculas de &cido piravico
(Lehninger et al., 1995; Curtis & Barnes, 2001).

Gluconeogénesis: Biosintesis de un glucido a partir de precursores mas sencillos
no glucidicos tales como oxalacetato o piruvato (Lehninger et al., 1995). Ruta
por la que se sintetiza glucosa a partir de sustratos no glucidicos (Enes et al.,
2008).

Metabolismo: Suma total de los procesos quimicos catalizados por enzimas, que
tienen lugar en las células vivas (Lehninger et al., 1995; Alberts et al., 1996).

Metabolito: Intermedio quimico en las reacciones del metabolismo catalizadas por
enzimas (Lehninger et al., 1995).

Ontogenia: Comprende la serie de cambios morfofisiolégicos que ocurren durante el
ciclo de vida de los animales, incluyendo a los peces (Balon, 1984).

Organogénesis: Fase del desarrollo embrionario donde se lleva a cabo la formacion
de los 6rganos (Balinsky, 1983).

Proteina: Principal constituyente macromolecular de las células. Polimero lineal de
aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos, siguiendo una
secuencia determinada (Alberts et al., 1996).

Ruta de las pentosas fosfato: Ruta metabdlica estrechamente relacionada con la
glucolisis durante la cual se utiliza la glucosa para generar ribosa, que es
necesaria para la biosintesis de nucleétidos y acidos nucléicos (Lehninger,
1995). Ruta que sirve para interconvertir hexosas y pentosas y que es fuente
de equivalentes de reduccidn y pentosas para procesos biosintéticos
(Lehninger et al., 1995).

Sustrato: Compuesto especifico sobre el cual actia una enzima (Curtis & Barnes,
2001).

Vitelo: Sustancia nutritiva del embrion al iniciarse el desarrollo, que se encuentra
acumulado en la célula sexual femenina; sus componentes principales son:
proteinas, fosfolipidos y en menor grado grasas neutras y carbohidratos

(fosfoglucolipoproteina) (Balinsky, 1983).
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I. INTRODUCCION

La ontogenia inicial de los peces se caracteriza por presentar procesos
termodependientes, drasticos y subitos, los cuales ocurren en un pequefio intervalo
de tiempo, donde se presentan altas tasas de mortalidad (Brooks et al., 1997).

Existen tres periodos principales donde se presenta una elevada tasa de
mortalidad. El primero y el segundo ocurren durante la embriogénesis (después de la
fertilizacion y durante la eclosion) y el tercero se encuentra relacionado con la
transicion de la alimentacion enddgena a exdégena (Kamler, 2005).

La capacidad de los embriones para sobrevivir a estas etapas criticas esta
dada, en gran medida, por la cantidad, calidad y utilizacién de reservas energéticas y
nutricionales que contengan en el vitelo y el glébulo de aceite, las cuales son
diferentes en cada especie y varian en funcién de la edad, el peso y la dieta de los
reproductores (Heming & Buddington, 1988; Bromage & Roberts, 1995).

A pesar de las diferencias cualitativas y cuantitativas de las reservas
nutricionales y energéticas, puede observarse un patrén similar de consumo y
utilizacion de éstas reservas, lo cual sugiere que se trata de un proceso

genéticamente programado (Faulk & Holt, 2008; Kamler, 2008).

I.1. Consumo de reservas energéticas y capacidad digestiva durante el
desarrollo embrionario y la etapa de larva vitelina

Varios autores han sefialado dos escenarios para explicar las limitantes en el
desarrollo y supervivencia durante la ontogenia inicial de los peces; ambos
escenarios se encuentran intimamente relacionados y estan involucrados en el
desarrollo de los embriones y larvas de peces (Savoie et al., 2008). El primero ocurre
a nivel de la capacidad de produccion de energia y material estructural, mediante la
transformacion y asimilacion de las reservas endogenas durante los primeros dias de
desarrollo. El segundo se refiere a la capacidad digestiva en el momento de la
primera alimentacion (Boulekbache, 1981; Lemieux et al., 2003; Savoie et al., 2008).

Las reservas energéticas y nutricionales que necesita el embridon durante su

desarrollo son sintetizadas durante la ovogénesis de manera endogena y exogena, y
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son acumuladas en el vitelo y en el glébulo de aceite de los oocitos (Sarasquete et
al.,, 1993). Las fosfoglucolipoproteinas (vitelogenina) son sintetizadas por los
hepatocitos y transportadas por el torrente sanguineo e incorporadas en los oocitos
mediante endocitosis, finalmente son hidrolizadas en proteinas vitelinas: lipovitelinas,
glucovitelinas y fosfovitinas (Heming & Buddington, 1988; Carnevali et al., 2001a;
Kamler, 2008). El proceso final de maduracion del oocito esti caracterizado
morfologicamente por la coalicion de las vesiculas de vitelo y fisiolégicamente por la
hidratacion del oocito (Lahnsteiner, 2006). Ademas de proporcionar insumos
energeéticos, el vitelo también cuenta con hormonas y enzimas (Brooks et al., 1997).
Por otro lado, el glébulo de aceite (cuando estd presente) se compone, en su
mayoria, de triacilglicéridos que son una fuente de energia para las larvas,
principalmente durante el proceso de la primera alimentacion exégena (Kamler,
2008).

La secuencia en el consumo de reservas nutricionales y energéticas durante la
ontogenia inicial de peces comienza con pequefias moléculas de carbohidratos,
seguidas de aminoacidos libres (los cuales forman aproximadamente el 50% del total
de aminoé&cidos en huevos de peces marinos pelagicos) y proteinas. Los lipidos son
usados progresivamente en la produccion de energia para el nado (Ronnestad &
Fyhn, 1993; Sarasquete et al., 1993; Fyhn & Govoni, 1995; Kamler, 2008).

En los huevos de peces, el metabolismo de los carbohidratos es esencial para
el desarrollo embrionario (Boulekbache, 1981). La glucosa, ademas de ser utilizada
como fuente de energia, es transformada en otros monosacéaridos que son
necesarios para la sintesis de acidos nucléicos y polisacéaridos. Por su parte, la
fructuosa es precursor en la formacion de oligosacaridos los cuales juegan un papel
importante durante la organogénesis (Lahnsteiner, 2006). En la sintesis y
almacenamiento de estos metabolitos intervienen tres vias metabdlicas, la glucolisis,
la gluconeogénesis y la via de las pentosas, los cuales se encuentran catalizados por
muchas enzimas, entre las cuales se encuentran: fosfofructoquinasa (EC 2.7.1.56) y
piruvatoquinasa (EC 2.7.1.40) en el primero; glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9)
(catalizando la reaccion de glucosa-6-fosfato a glucosa) y lactato deshidrogenasa

(EC 1.1.1.27) (reduccion del piruvato en la via anaerdbica) en el segundo;
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transaldolasa (EC 2.2.1.2) (via no oxidativa de la sintesis de pentosas para la
formacién de acidos nucléicos) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49)
(via oxidativa) para el ultimo (Lehninger et al., 1995; Lahnsteiner, 2006).

Las proteinas almacenadas en el vitelo son degradadas en aminoacidos libres
por las enzimas proteoliticas catepsinas. La procatepsina L estd localizada en el
sincitio vitelino y es transferida al vitelo donde es activada por la catepsina D
localizada en los globulos de vitelo. Se han caracterizado otras isoformas de
catepsinas (A, B, C); sin embargo, todas tienen la funcion de hidrolizar las proteinas
vitelinas para su utilizacion como energia y la formacién de material estructural de los
embriones y larvas (Carnevali et al.,, 2001a; Kamler, 2008). Entre los aminoacidos
esenciales mas abundantes en el vitelo estan la leucina, lisina, valina e isoleucina;
mientras que la alanina y serina son los aminoacidos no esenciales mas abundantes
(Ronnestad & Fyhn, 1993).

Los lipidos son degradados por enzimas lipasas y se encuentran
principalmente en el glébulo de aceite, el cual estd compuesto en su mayoria por
lipidos neutros con una alta proporcion de acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
que son usados preferentemente en el metabolismo energético de la larva. En
contraste, los lipidos de las lipoproteinas vitelinas contienen principalmente lipidos
polares ricos en acidos grasos polinsaturados (PUFA), que son utilizados para
incorporarlos a los tejidos durante la organogénesis (Lahnsteiner & Patarnello,
2004a; Kamler, 2008).

Aunado a esto, la supervivencia larvaria estd dada en gran medida por la
capacidad que tengan los organismos para digerir y asimilar los nutrientes al
momento de cambiar de una alimentacion enddégena a una exdgena. Esto implica
gue durante los primeros dias de desarrollo existan cambios drasticos en la
morfologia y fisiologia digestiva de las larvas, dando como resultado la sintesis y
secrecion de enzimas digestivas que les permita hidrolizar los nutrientes presentes
en el alimento (Pefia, 2000; Lemieux et al., 2003).

Dependiendo del sustrato sobre el que actlan, las enzimas digestivas se
dividen en proteasas, lipasas y carbohidrasas. Las proteasas son enzimas capaces

de reconocer e hidrolizar esqueletos de péptidos en regiones especificas de una
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cadena polipeptidica (Muhlia-Almazan et al., 2008). La principal enzima proteolitica
es la pepsina, la cual aparece cuando el sistema digestivo de las larvas se encuentra
completamente desarrollado (Pefia, 2000; Alvarez-Gonzalez, 2003). Otras enzimas
importantes son la quimotripsina que hidroliza los enlaces peptidicos que contienen
grupos carboxilo de los aminoacidos arométicos; y la tripsina, que cataliza la
hidrdlisis de aquellos enlaces peptidicos en que el grupo carbonilo es aportado por el
residuo de lisina o de arginina, con independencia de la longitud o la secuencia
aminoacida de la cadena (Muhlia-Almazan et al., 2008). Por otro lado, las lipasas son
enzimas especificas que poseen la funcion de disociar los enlaces covalentes entre
lipidos complejos llevandolos al estado de gliceroles y acidos grasos asimilables por
el organismo (Lehninger, 1995). La hidrolisis progresiva de los triglicéridos se
produce por una misma lipasa, con baja afinidad por el sustrato, y no por una
sucesién de diferentes enzimas como es el caso de la protedlisis (Gurr & Harwood,
1991). Por ultimo, las carbohidrasas (la amilasa es la mas conocida) tienen una
accion hidrolitica sobre los polisacéaridos, transformandolos en cadenas de
disacaridos y monosacaridos (Blanco-Cachafeiro, 1995).

Bajo este marco, el resultado de la utilizacion eficiente de las reservas
nutricionales por parte de las larvas, asi como la presencia de enzimas digestivas al
momento de la primera alimentacion se ve reflejado en elevados porcentajes de
eclosion y bajas mortalidades larvarias durante la primera alimentacion, lo cual ha
sido propuesto como caracteristicas presentes en los desoves considerados de
mayor calidad (Lahnsteiner & Patarnello, 2005).

I.2. Criterios utilizados para definir la calidad de los desoves

La calidad de los desoves ha sido definida como la probabilidad de un 6ptimo
desarrollo embrionario y una mayor capacidad alimenticia durante la primera
alimentacion (Bromage & Roberts, 1995). Es por esto que el porcentaje de eclosion y
el porcentaje de supervivencia a la primera alimentacién, han sido utilizados como
los principales parametros que caracterizan a los desoves de mayor calidad
(Carnevali et al., 2001b; Rideout et al., 2004; Pickova & Brannas, 2006; Kamler,
2008).

15



Durante los ultimos afios se han empleado diferentes criterios que han sido
correlacionados con estos porcentajes y que pudieran emplearse como indicadores
de la calidad de los desoves. Entre ellos resaltan diversos criterios cuantitativos y
cualitativos, por mencionar algunos: la cantidad de huevos presentes en un desove
(Papanikos et al., 2003); la apariencia de la zona pelucida de los huevos (Brooks et
al., 1997); el tamafio y forma del huevo (Jonsson & Svavarsson, 2000); el tamafo,
forma y coloracion del vitelo y del glébulo de aceite (Brooks et al., 1997; Lahnsteiner
& Patarnello, 2005); el porcentaje de fertilizacion (Bromage & Roberts, 1995); la
flotabilidad positiva de los huevos (Carnevali et al., 2001b); la presencia o ausencia
de alveolos corticales después de la fertilizacion (Rideout et al., 2004); la simetria en
los blastomeros durante el estadio de segmentacion inicial (Shields et al., 1997,
Rideout et al., 2004; Rani, 2005) y la pigmentacion ocular (Heming & Buddington,
1988). Asi como diferentes medidas morfométricas de las larvas: longitud total,
longitud del vitelo, diametro del glébulo de aceite, etc. (Heming & Buddington, 1988;
Brooks et al., 1997; Kamler, 2008).

Algunos parametros bioquimicos vy fisioldgicos, que han sido utilizados con
este mismo fin, incluyen la composicion y consumo de las reservas energéticas
(Lahnsteiner et al., 2001). De esta forma, se han caracterizado la concentracion y
utilizacidbn de aminoacidos libres y proteinas vitelinas (Ronnestad & Fyhn, 1993;
Nocillado et al., 2000; Lahnsteiner et al., 2001; Bulut et al., 2004; Lahnsteiner &
Patarnello, 2004a, b; Faulk & Holt, 2008) asi como de lipidos en el glébulo de aceite
y el vitelo (Nocillado et al., 2000; Lahnsteiner et al., 2001; Bulut et al., 2004; Bulut et
al., 2005; Pickova & Bréannéas, 2006; Faulk & Holt, 2008).

Adicionalmente, se ha demostrado que ciertos parametros metabdlicos
relacionados con la produccion y consumo de energia como la actividad de enzimas
metabdlicas; asi como la concentracion de metabolitos energéticos, son utiles para
distinguir entre huevos viables y no viables durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario y entre larvas que tienen una mayor probabilidad de desarrollo y
capacidad alimenticia en la primera alimentacion (Ronnestad et al., 1994; Fyhn &
Govoni, 1995; Lahnsteiner et al., 1999; Lahnsteiner et al., 2001; Lahnsteiner &
Patarnello, 2003; Lahnsteiner & Patarnello, 2004a, b; Giménez et al., 2006). Asi
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mismo, se ha caracterizado la actividad de enzimas digestivas para reflejar la
capacidad digestiva de las larvas al momento de la primera alimentacién (Carnevali
et al., 2001a, b; Kolkovski, 2001; Tengjaroenkul et al., 2002; Lemieux et al., 2003;
Garcia-Gasca et al., 2006; Sveinsdéttir et al., 2006; Gisbert et al., 2009; Naz, 2009).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las principales premisas en la acuacultura de peces es la obtencion del
mayor numero de huevos y larvas con buena calidad. Es por esto que en afos
recientes, el cultivo de larvas de peces marinos ha recibido gran atencion, debido a
gue una produccion eficiente de larvas con alta probabilidad de supervivencia al
momento de la primera alimentacién permite un abasto programado de semilla. Sin
embargo, lograr una produccion constante de semilla resulta complicado, debido
principalmente a que puede presentarse una alta tasa de mortalidad durante los
primeros estadios de vida (Fyhn & Govoni, 1995; Kamler, 2005; Alemany et al.,
2006). Esto ha sido atribuido, en parte, a la inconsistencia en la calidad de los
desoves, provocando que el cultivo de larvas sea considerado como una etapa critica
en la produccién 0 la investigacion.

Bajo este marco, se ha dirigido la investigacion hacia la obtencion de
pardmetros confiables que permitan determinar la calidad de los desoves de manera
temprana y rapida, siendo los criterios morfologicos los mas empleados para éste
propdsito. Sin embargo, a pesar de que los criterios morfolégicos han sido
considerados como buenos indicadores de la calidad de los desoves, no
proporcionan elementos acerca de los factores que la determinan. Es por esto que se
han correlacionado los criterios morfoldgicos con algunos factores bioquimicos y
fisiolégicos para poder explicar las variaciones en la calidad de los desoves (Faulk &
Holt, 2008).

De esta forma, si se pretende evaluar la calidad de los desoves, debe hacerse
primero una caracterizacion de parametros que permitan establecer el potencial de
desarrollo y éxito alimenticio durante la primera alimentacion. En éste trabajo se
plantea hacer una caracterizacion de los desoves del huachinango del Pacifico
Lutjanus peru tomando como referencia los elementos morfologicos, bioquimicos y
fisiol6gicos que han sido correlacionados con elevados porcentajes de eclosion y
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion en desoves de peces

marinos.
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[ll. ANTECEDENTES

La calidad de los desoves y los criterios para establecerla es un area de
investigacion muy importante para la acuacultura. La evaluacion de la calidad de los
desoves de peces se ha caracterizado por la utilizacién de diferentes criterios, lo cual
ha dificultado que se desarrolle un esquema integral de evaluacién de calidad que
sea aplicable a diferentes especies y condiciones de cultivo. A pesar de que se ha
reportado una amplia gama de criterios, todos ellos comparten el hecho de intentar
explicar el porcentaje de eclosion y supervivencia a la primera alimentacion. De esta
forma, se han empleado criterios morfolégicos, meristicos, bioquimicos, fisioldgicos e
incluso conductuales (Brooks et al., 1997; Carnevali et al., 2001b; Lahnsteiner et al.,
2001; Bulut et al., 2004; Rideout et al., 2004; Rani, 2005; Giménez et al., 2006;
Penney et al., 2006; Pickova & Brannas, 2006; Faulk & Holt, 2008).

Los criterios morfolégicos, como cambios en la proporcion de huevos que
flotan, el tamafio del huevo, la cantidad de reservas energéticas, la presencia de
anormalidades de los blastomeros en las primeras divisiones mitéticas, han sido
utilizados como indicadores de la calidad del huevo (Faulk & Holt, 2008). Por
ejemplo, en Gadus morhua y Oncorhynchus mykiss existe una correlacion positiva
entre el tamafio de los huevos y el de las larvas al momento de la eclosion,
favoreciendo la supervivencia al momento de la primera alimentacion; esto debido a
que larvas mas grandes tienen una mayor resistencia a la inanicién (Kamler, 2008).
En contraste, en Salvelinus fontinalis no se encontré una correlacién positiva entre el
tamafio del huevo y la supervivencia durante el desarrollo embrionario hasta la
eclosion; sin embargo, se correlaciond positivamente con la supervivencia larvaria
durante los primeros 50 dias de alimentacion exdgena (Jénsson & Svavarsson,
2000).

En Sparus aurata y Diplodus puntazzo se reporté una relacién cuadratica entre
el porcentaje de supervivencia con el diametro maximo y minimo de la gota de aceite
(Lahnsteiner & Patarnello, 2005). Esto es debido a que existe interaccién entre las
partes hidrofébicas e hidrofilicas de los lipidos por lo que la naturaleza y calidad de

estas moléculas afectan la forma del glébulo de aceite.
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La simetria de los blastomeros en las primeras divisiones mitoticas (Figura 1)
ha sido reportada como indicador general de la calidad de los huevos de peces
marinos. Este criterio morfolégico ha sido el mas recurrido por la correlacidén positiva
gue presenta con los porcentajes de eclosion y la viabilidad de las larvas vitelinas, en
especies como Hippoglossus hipoglossus (Shields et al., 1997), Scophthalmus
maximus (Kjorsvik et al., 2003), Melanogrammus aeglefinus (Rideout et al., 2004),
Sparus aurata, Diplodus puntazzo (Lahnsteiner & Patarnello, 2005), Gadus morhua
(Rani, 2005). Especificamente, durante las primeras divisiones mitéticas se han
reportado diferentes tipos de anormalidades como: disposicion asimétrica de los
blastébmeros, diferencia en el tamafio de los blastdmeros, poca adhesiéon entre los
blastomeros y poca definicion en el margen entre los blastbmeros; de las cuales, la
poca adhesion entre los blastbmeros es la anormalidad que presenta menores
porcentajes de eclosion y menor viabilidad de los embriones. Sin embargo, como las
cuatro anormalidades tienden a coocurrir en un mismo desove, el porcentaje de
anormalidad en los blastdbmeros durante las divisiones tempranas es un buen
indicador del porcentaje de eclosion y la viabilidad de las larvas (Rideout et al.,
2004). A pesar de que éste criterio es un buen indicador de calidad de los desoves
presenta una desventaja, ya que si se toman las muestras en tanques donde los
reproductores tienen desoves espontaneos los huevos recolectados estaran en
diferentes estadios de desarrollo, lo cual restringe la aplicacion de este método
(Lahnsteiner & Patarnello, 2005).
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Figura 1. Huevos en divisiones mitéticas tempranas de Melanogrammus aeglefinus. a) huevo con 8
células simétricas, b) huevo con 16 células simétricas, c¢) huevo con 8 células asimétricas y d) huevo
con 16 células asimétricas. Barra = 1 mm. Tomado de Rideout et al. (2004).

Los parametros morfolégicos que se usan para predecir la calidad de los
desoves no explican las razones subyacentes del bajo porcentaje de eclosion. Es por
esto que estos criterios se han correlacionado con parametros bioquimicos (Rideout
et al., 2004). La concentracion de aminoacidos y proteinas (Ronnestad & Fyhn, 1993;
Sarasquete et al., 1993; Fyhn & Govoni, 1995; Faulk & Holt, 2008); asi como de
lipidos (Ronnestad et al., 1994 y 1998; Mazorra et al., 2003) han sido considerados
como indicadores en la calidad de los desoves. Bulut et al., (2005) observaron en
Pagellus erythrinus una correlacion positiva entre la cantidad de lipidos y proteinas
en los embriones y los porcentajes de supervivencia larvaria. Lahnsteiner &

Patarnello (2003) mencionan que los niveles de aminoé&cidos libres en huevos no
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viables son significativamente menores que en huevos viables, lo cual afecta su
flotabilidad, asi como la sintesis de proteinas y el estado energético de los
embriones. Esto es importante, debido a que se ha reportado en especies como
Scophthalmus maximus y Microstomus kitt que el 20 y 30%, respectivamente, de los
aminoécidos libres son utilizados en la sintesis proteica y que el 80 y 70%,
respectivamente, se emplean en el metabolismo energético de los embriones y
larvas vitelinas, siendo un proceso clave en la supervivencia de los organismos
(Ronnestad & Fyhn, 1993). En el caso de los lipidos, se ha observado que los acidos
grasos polinsaturados (HUFA) de las series n-3 y n-6 son la clave de la supervivencia
y del crecimiento de las larvas en la primera alimentacion (Ronnestad & Fyhn, 1993).
Mediante estudios bioquimicos se ha encontrado una relacion estrecha entre la
composicién de las reservas alimenticias en los huevos y larvas vitelinas de los
teledsteos y la dieta de los reproductores (Sarasquete et al., 1993; Carnevali et al.,
1998; Morehead et al., 2001; Kamler, 2005; Faulk & Holt, 2008; Kamler, 2008;
Sawanboonchun et al., 2008; Sink & Lochmann, 2008).

Por otro lado, estudios recientes han propuesto que la concentracién de
metabolitos energéticos y la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos son buenos indicadores del porcentaje de eclosion y de la viabilidad
larvaria (Lahnsteiner et al., 1999; Lahnsteiner & Patarnello, 2003; Lahnsteiner &
Patarnello, 2004a, b; Giménez et al., 2006).

Las enzimas y concentracion de metabolitos como: glucosa-6-fosfatasa,
transaldolasa, lactato deshidrogenasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, glucosa,
fructuosa, ribosa y glucosa-6-fosfato, tienen correlacién con los porcentajes de
eclosion y la supervivencia larvaria en especies como Salmo trutta lacustris
(Lahnsteiner et al., 1999), Sparus aurata (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a, b),
Puntazzo puntazo (Lahnsteiner & Patarnello, 2004b) y Dentex dentex (Giménez et
al., 2006). Sin embargo, se ha observado que la actividad de estas enzimas y la
concentracion de los metabolitos difieren entre las especies.

Por ejemplo, en Sparus aurata se encontro que a pesar de que la glucosa no
se correlacionaba directamente con la viabilidad de los huevos, contribuia a

incrementar el efecto explicativo en los modelos de regresidon mdltiple propuestos
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para ésta especie. Ademas, niveles bajos de monosacaridos y glucosa-6-fosfato y
una reducida actividad de transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa son indicativos de
huevos de mala calidad (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a). En Dentex dentex, la
concentracion de la glucosa y la ribosa explican las variaciones en los porcentajes de
eclosion; la fosfatasa alcalina, la glucosa-6-fosfato y la glucosa estan relacionadas
con la mortalidad larvaria (Giménez et al., 2006).

La actividad de las enzimas digestivas durante los primeros dias de desarrollo
ha sido reportada en especies como Solea senegalensis (Martinez et al., 1999);
Pleuronectes americanus (Douglas et al.,, 2000); Oreochromis niloticus
(Tengjaroenkul et al., 2002); Hippoglossus hippoglossus (Gawlicka et al., 2000;
Murray et al., 2006); Paralichthys californicus (Gisbert et al., 2004; Zacarias-Soto et
al.,, 2006); Salminus brasiliensis (Vega-Orellana et al., 2006); Melanogramus
aeglefinus y Gadus morhua (Perez-Casanova et al.,, 2006); Sphoeroides annulatus
(Garcia-Gasca et al., 2006); Paralichthys olivaceus (Bolasina et al., 2006).

Si bien los niveles, tanto de actividad especifica como de actividad total, de las
diferentes proteasas, carbohidrasas y lipasas varian de manera interespecifica, la
presencia de estas enzimas al momento de la primera alimentacion ha servido como
un indicador de la capacidad digestiva de las larvas al momento de iniciar la
alimentacion exégena (Douglas et al., 2000; Lemieux et al., 2003; Murray et al., 2006;
Shan et al., 2008). Se ha observado que la actividad de las enzimas digestivas en el
momento de la eclosién es muy baja, no obstante, los niveles de actividad se
incrementan progresivamente con la edad (Pefia, 2005).

Se han registrado las actividades enziméticas digestivas de amilasa, lipasas,
tripsina y quimotripsina en embriones y larvas de especies como Acipenser
fulvescens (Buddington, 1985), Theragra chalcogramma (Oozeki & Baley, 1995),
Gadus morhua (Sveinsdéttir et al., 2006), Miichthys miiuy (Shan et al., 2008), y se
han registrado variaciones en la actividad enzimética digestiva cuando las larvas
cambian de una alimentacion enddgena a una alimentacién exégena, sugiriendo que
la actividad de estas enzimas puede estar regulada por el proceso alimenticio
(Kolkovski, 2001; Gisbert et al., 2004; Sveinsdottir et al., 2006; Shan et al., 2008).
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Sin embargo, esto no sucede igual para todas las especies, por ejemplo
Oozeki & Baley (1995) encontraron que en larvas de Theragra chalcogramma las
actividades tripsina y lipasa se mantuvieron bajas durante el periodo de transicion del
alimento enddgeno al exdgeno, que la actividad amilasa se mantuvo constante, y que
al final del periodo larvario estas tres enzimas incrementaron su actividad total. Estos
autores sugieren la existencia de dos tipos de lipasa, la primera que muestra un pico
de actividad en el dia 4 después de la eclosion y se relaciona con la absorcion del
glébulo de aceite, y el segundo que se incrementa en el dia 14, y se relaciona con la
digestion de los lipidos de las presas.

Por otro lado, Buddington (1985), observo en larvas de Acipenser fulvescens
que durante los primeros 16 dias después de la eclosién, el sistema digestivo no
estaba diferenciado. Sin embargo, la actividad total de la lipasa y la amilasa fueron
altas en el periodo larvario y disminuyeron al desarrollarse completamente el sistema
digestivo.

En el caso especifico del huachinango del Pacifico Lutjanus peru, la mayoria
de los estudios abordan aspectos biologico-pesqueros, como edad y crecimiento
(Caicedo et al., 2006), alimentacion (Saucedo-Lozano, 2000), madurez sexual
(Santamaria-Miranda, 1998), distribucién y abundancia (Saucedo-Lozano et al.,
1998). Sin embargo, en afios recientes en la Unidad Piloto de Maricultivos (UPIMA)
del CICIMAR-IPN se ha trabajado en el desarrollo de una tecnologia de cultivo
logrando controlar la reproduccion en cautiverio mediante regulaciéon fototérmica e
induccion hormonal (Dumas et al., 2004; Pelcastre-Campos, 2006), asi como
estudios sobre crioconservacion de gametos (Pelcastre-Campos, 2006). También se
ha evaluado el efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario y la eficiencia de
la alimentacion enddgena en las larvas, asi como la evaluacion del efecto de la
intensidad de luz, tipo y densidad de presas en la primera alimentacion (Zavala-Leal,
2007). A pesar de éstos avances se han registrado altas tasas de mortalidad durante

los primeros dias de desarrollo del huachinango del Pacifico.
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IV. JUSTIFICACION

Lutjanus peru es considerada como una especie de importancia comercial
debido a la calidad de su carne, sabor, precio en el mercado y demanda creciente;
por lo que el interés por su cultivo se ha incrementado durante la Ultima década. No
obstante, el control en la calidad del desove es un requisito necesario en especies
qgue pretenden ser introducidas con fines de acuacultura y de las cuales las técnicas
de reproduccion se encuentran aun en desarrollo (Lahnsteiner & Patarnello, 2004b).
En el CICIMAR-IPN desde hace 10 afios se trabaja en el desarrollo de una
tecnologia de cultivo del huachinango del Pacifico. Los resultados obtenidos hasta el
momento han permitido la generacién de protocolos de reproduccion e incubacion en
cautiverio (Dumas et al.,, 2004; Pelcastre-Campos, 2006; Zavala-Leal, 2007). Sin
embargo, una de las principales limitantes en el desarrollo de una estrategia de
cultivo del huachinango es la alta variabilidad de la supervivencia durante los
primeros estadios embrionarios y durante los primeros dias de desarrollo, la cual ha
resultado en tasas de mortalidad superiores al 95%. Esto puede atribuirse, entre
otros motivos, a la mala calidad de los desoves obtenidos. Por lo anterior es
necesario evaluar y caracterizar los desoves del huachinango del Pacifico Lutjanus
peru utilizando criterios tanto morfolégicos, como bioquimicos vy fisiolégicos que han
sido usados de manera exitosa en desoves de otras especies de peces.

Este conocimiento permitira establecer las bases para implementar una
estrategia de evaluacion de la calidad de los desoves del huachinango del Pacifico y
paralelamente contribuira al conocimiento requerido para establecer, a largo plazo,
una estrategia de cultivo que ayude a aumentar las tasas de supervivencia durante el

periodo larvario.
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V. HIPOTESIS

Los principales indicadores utilizados para establecer la calidad de los
desoves en peces son el porcentaje de eclosion y el porcentaje de supervivencia al
momento de la primera alimentacion. Si bien estos criterios han resultado utiles, no
proporcionan una explicacion de los factores que puedan determinar y en dado caso
mejorar dicha calidad. Es por esto que es necesario realizar una caracterizacion mas
especifica de aquellos elementos que han permitido explicar las diferencias de
calidad entre desoves. Lo cual se ha hecho a través de la correlacion de parametros
bioquimicos, fisiolégicos y morfolégicos con el porcentaje de eclosion y supervivencia
de las larvas al momento de la primera alimentacidon. Bajo este marco, en el presente
trabajo se plante6 la hipdtesis de que la evaluacion de la concentracion de
metabolitos energéticos y los niveles de actividad enzimética metabdlica involucradas
en el metabolismo de los carbohidratos, asi como la presencia de anormalidades en
los blastbmeros durante las divisiones mitéticas iniciales, permitirdn establecer y
explicar las diferencias en la calidad de los desoves del huachinango del Pacifico.
Por otra parte, la presencia de actividad enzimatica digestiva en el momento de la
completa absorcion del vitelo evidenciard la capacidad digestiva al inicio de la
alimentacion exégena de las larvas del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.
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VI. OBJETIVOS

VI. 1. Objetivo general

Caracterizar los aspectos morfolégicos, metabdlicos y fisiologicos durante el
desarrollo embrionario y la fase de larva vitelina del huachinango del Pacifico
Lutjanus peru, y establecer las implicaciones de dichos pardmetros como posibles

determinantes de la calidad de los desoves.

VI. 2. Objetivos particulares

Determinar el porcentaje de eclosién y supervivencia hasta el momento de la
primera alimentacion de las larvas del huachinango del Pacifico.

Estimar el porcentaje de anormalidades en los blastbmeros durante la etapa
de divisiones mitoticas iniciales.

Estimar la concentracion de proteinas solubles totales en embriones y larvas
vitelinas del huachinango del Pacifico.

Determinar los niveles de actividad de las enzimas metabdlicas: transaldolasa,
lactato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfatasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina en
embriones y larvas vitelinas del huachinango del Pacifico.

Estimar los niveles de concentracion de los metabolitos energéticos: glucosa,
glucosa-6-fosfato y fructuosa en embriones y larvas vitelinas del huachinango del
Pacifico.

Determinar los niveles de actividad de las enzimas digestivas: lipasa, amilasa,
tripsina, quimotripsina y catepsina en embriones y larvas vitelinas del huachinango

del Pacifico.
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VII. METODOLOGIA

VII.1. Captura y transporte de reproductores

Las capturas de los reproductores del huachinango del Pacifico se llevaron a
cabo en la época natural de reproduccion de esta especie, durante los meses de
agosto a octubre (Reyna-Trujillo, 1993) en las inmediaciones de la comunidad de La
Ribera, municipio de los Cabos, Baja California Sur, México. Las capturas se hicieron
utilizando lineas (hilo nylon y anzuelo). Una vez que los organismos se pescaron, se
subieron lentamente a la embarcacion y se depositaron en viveros de tubos de PVC
(70 cm de longitud y 25 cm de didmetro). Los viveros se sumergieron a mas de 20 m
de profundidad. Al terminar la captura de los reproductores, los viveros se subieron
lentamente dando un tiempo de recuperaciéon de 30 min por cada 10 m para la
descompresion de los organismos.

Se obtuvieron un total de 5 hembras y 10 machos durante la temporada
reproductiva del 2007 y 18 hembras y 2 machos en la temporada del 2008. Los
organismos se transportaron a la Unidad Piloto de Maricultivos (UPIMA) del
CICIMAR-IPN en un tanque de transporte con capacidad de 1.5 m* provisto con agua
de mar, oxigeno puro (a saturacién) y hielo para bajar la temperatura del agua a
25°C. Al llegar al laboratorio, los reproductores se colocaron en tanques de concreto
de 11y 13 m® con recirculacién provistos con bomba centrifuga, filtro de arena y filtro

biologico.

VII.2. Manejo de los reproductores e induccién al desove

Aproximadamente 19 h después de su llegada al laboratorio los organismos se
anestesiaron en agua de mar con 400 ppm de 2-fenoxietanol (Sigma Chemicals), se
pesaron y se marcaron intramuscularmente con una marca digital (BioMark). Se
determind el sexo ejerciendo ligera presion abdominal lo que ocasion¢ la salida de
esperma en el caso de los machos; al no lograr la extraccion de esperma, se
consideraron hembras, procediendo a verificar su sexo y condicibn de madurez
gonadica mediante una biopsia ovarica, insertando en el oviducto una canula de

plastico de 2 mm de didmetro exterior y 30 cm de longitud. La muestra obtenida se
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observo en un microscopio de diseccion conectado a una camara digital (Hitachi KP-
D50). Se tomaron fotografias y se medio el diametro de los oocitos con un analizador
de imagenes (Image Pro Plus v4.5 Media Cybernetics, MD, USA). Cuando el
promedio del diametro de los oocitos fue = a 400 ym, se procedidé a la induccion
hormonal.

Los desoves fueron inducidos por inyeccion intramuscular del anélogo del
factor de liberacion de la hormona luteinizante (LHRH-a) (Sigma Co.). A las hembras
se les aplic6 25 pg/kg de peso corporal repartida en dos dosis iguales, con un
intervalo de 24 h entre cada inyeccion, mientras que para los machos fue una sola
inyecciéon de 25 pg/kg de peso corporal, aplicada al mismo tiempo que la segunda
dosis de la hembra (Pelcastre-Campos, 2006).

Posteriormente, estos reproductores se mantuvieron en cautiverio durante un
afio en tanques de concreto de 11 y 13 m® con bomba centrifuga, filtro de arena y
filtro biologico, bajo control foto-térmico, de acuerdo a lo reportado por Dumas et al.
(2004) para lograr su maduracion sexual. Ademas, se realizaron sifoneos y
recambios de agua una vez a la semana para mantener la calidad del agua. La
alimentacion de los organismos consistio en trozos de calamar y sardina, una vez al
dia a saciedad aparente. Para la induccion al desove de éstos reproductores se
siguié el mismo protocolo que para los reproductores silvestres (Pelcastre-Campos,
2006).

VII.3. Tratamiento del desove

Bajo estas condiciones de induccién, se obtuvieron cuatro desoves de
reproductores silvestres: dos en la temporada reproductiva de 2007 y dos en la
temporada de 2008. En el caso de los reproductores mantenidos en cautiverio, se
obtuvo un desove en el 2009. Los gametos se obtuvieron manualmente mediante
masaje abdominal, entre las 46 y 52 h después de la primera inyeccion de las
hembras. Se obtuvieron évulos sobre un recipiente de plastico y se determiné el peso
del desove en una balanza digital (Ohaus, Explorer); el esperma se recolecté con

una jeringa hipodérmica sin aguja, directamente del poro genital.
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La fertilizacion se hizo artificialmente en un recipiente de plastico, se
mezclaron los gametos masculinos y femeninos con un poco de agua de mar y se
dej6é reposar durante 10 min. Posteriormente, en un frasco de boca ancha se
separaron los oocitos fertilizados viables mediante el criterio de flotabilidad, se
extrajeron por medio de un sifén los oocitos no viables asentados en el fondo del
recipiente. Los oocitos viables fueron colocados en tolvas de incubacion
cilindroconicas de 120 L con agua de mar filtrada e irradiada con luz UV, a una
temperatura de 26 °C y salinidad de 35 ups, con flujo continuo de agua y aireacion
moderada.

La fecundidad (numero de huevos por desove) se calculé tomando 5 alicuotas
de 1 g de huevos previo a la fertilizacion de un desove de L. peru no utilizado en los
analisis del presente trabajo, los cuales se contabilizaron. Posteriormente se
extrapol6 el promedio de la cantidad de huevos obtenida por el peso de los desoves,

con base en la siguiente férmula:

Fecundidad = peso del desove (g) * 3512.5

También se obtuvo la fecundidad relativa (FR) utilizando la siguiente férmula:

_ Fecundidad
" Peso Q(9)

VIl.4. Tiempos de muestreo y toma de muestra

En cada uno de los desoves obtenidos se realizaron muestreos en diferentes
etapas del desarrollo embrionario (Tabla I). Se eligieron estas etapas de desarrollo
porque son las mas representativas durante el desarrollo embrionario y la fase de

larva vitelina, y asi tener una idea general del metabolismo energético y digestivo de
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los organismos desde el huevo recién fertilizado hasta la larva que ha absorbido el
vitelo y se encuentra preparada para la alimentacion exdgena.

Los muestreos se realizaron directamente de la tolva de incubacion con ayuda
de un tamiz de 100 um. En el caso de los desoves 4 y 5, se obtuvieron también
muestras de huevos no viables recolectadas aproximadamente 6 h después de la
fertilizacion, éstas se recolectaron del fondo de la tolva con ayuda de un sifon.

Después de eliminar el exceso de agua se pesaron en una balanza analitica
(precision de 0.001 g) 4 muestras de 0.35 g por etapa de desarrollo. Las muestras se
colocaron en tubos Ependorff de 2 mL y se congelaron a -70°C en un ultracongelador
(Thermo Scientific Revco).

Tabla I. Etapas de desarrollo del huachinango del Pacifico Lutjanus peru en las que se tomaron

muestras para analisis bioquimicos. Barra = 0.5 mm.

Etapa Caracteristicas Tiempo pos-fertilizacion

a 26°C
Huevo recién fertilizado 2 —5min
" Divisiones mitéticas iniciales 1-2h
(de 4 a 8 células)
1l Blastula 3:30 h
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Tiempo pos-fertilizacion

Etapa Caracteristicas a 26°C Imagen
v Géstrula 9-10h
\% Pos-Eclosién 20-22h
Larvas vitelinas
VI (24 h DE) 44 - 46 h
Larvas con remanentes de
VI vitelo y gloébulo de aceite 68 —70h

aptas para alimentarse
(48 h DE)

VIIL.5. Determinaciones morfométricas
Previo a la fertilizacion, se tomé una muestra aleatoria de 30 huevos y se
sacaron fotografias digitales con el analizador de imagenes Image Pro Plus v4.5
(Media Cybernetics, MD, USA). Posteriormente, se midi6 el area y el diametro, y se
obtuvo el volumen (V = 4/31r’) de los huevos y del glébulo de aceite. Después de la
fertilizacion se tom6 una muestra de aproximadamente 100 huevos al principio del
desarrollo embrionario (de 80 a 90 minutos después de la fertilizacion) y se evalu6 el
namero de divisiones mitéticas anormales (Kjorsvik et al., 2003). En la eclosién se
tom6 una muestra de 30 larvas; que fueron anestesiadas con fenoxietanol (4%) y
fotografiadas con el analizador de imagenes. Se realizaron las siguientes
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mediciones: longitud total de la larva (LT); altura (HV), longitud (LV) y volumen
(V=11/6*LV*HV) del vitelo; diametro (DGA), area (AGA) y volumen (VGA = 4/31r?) del
glébulo de aceite (Blaxter & Hempel, 1963; Ronnestad et al., 1992).

VII.6. Porcentaje de fertilizacion, eclosiéon y supervivencia

Una vez que se cerr6 el blastoporo de los embriones (aproximadamente 10 h
pos-fertilizacion), se tomaron seis muestras aleatorias conteniendo entre 100 y 150
organismos y se colocaron en seis incubadoras de plastico de 1L con agua de mar
filtrada y esterilizada con UV, a 26° C y salinidad de 35 ups. Después de la eclosion
(DE) (22 h pos-fertilizacion), los embriones de tres incubadoras se anestesiaron con
fenoxietanol al 4%. Posteriormente, con la ayuda de un microscopio de diseccion
(Olympus SZ-CTV), se evaluo el porcentaje de fertilizacion y de eclosion, haciendo
los conteos de los huevos sin embrién, de los huevos no eclosionados vy las larvas
vitelinas. Los porcentajes de fertilizacidén (%F) y de eclosién (%E) se obtuvo con base

en las siguientes férmulas:

%F — (HNE + Larvas vitelinas)100 WE = (Larvas vitelinas)100
*" T HSE + HNE + Larvas vitelinas *® T HNE + Larvas vitelinas
Donde:

HSE = Huevos sin embrién

HNE = Huevos no eclosionados (huevos con embrion)

Asi mismo, 48 h DE (70 h pos-fertilizacién) se estimo la tasa de supervivencia
de las larvas hasta el momento de la primera alimentacién (%S) en las otras tres
incubadoras, haciendo los conteos de larvas vivas y larvas muertas con base en la

siguiente formula:
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O/S_LV*100
T IV+IM

Donde:
LV = Larvas vivas

LM = Larvas muertas (coloracion opaca y/o retorcidas)

VII.7. Analisis bioquimicos

Los analisis bioquimicos se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisiologia del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. Previo al andlisis de las
muestras, las técnicas bioquimicas fueron estandarizadas con base al tamafio y tipo
de muestra utilizando una serie de muestras que corresponden a embriones y larvas
del pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), las cuales son similares a las de Lutjanus
peru. Los andlisis bioquimicos de proteinas, enzimas y metabolitos energéticos se
hicieron por triplicado para cada etapa de todos los desoves. En todos los casos, el
blanco de reaccién se prepard siguiendo la misma metodologia que para las

muestras, sustituyendo el extracto enzimatico por agua destilada.

VII.7.1. Obtencion del extracto

Para la preparacion del extracto se colocé agua destilada en cada tubo
Eppendorff. El volumen (mL) de agua destilada se obtuvo multiplicando el peso de la
muestra por 4. Posteriormente se macer0 la muestra, en bafio de hielo, en un
homogeneizador de tejidos Pro200 por un lapso de 60 segundos. Los tubos se
centrifugaron a 13000 rpm a 5°C durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a 14
tubos Eppendorff, uno para cada determinacion bioquimica, y se congelaron en un

ultracongelador a -70°C hasta el momento de su analisis.

VII.7.2. Evaluacion de la concentracidon de proteinas
La concentracion de proteinas se determind con base en la técnica de analisis

de Bradford (1976). En un tubo de ensaye se colocaron 792 uL de agua destilada,
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200 pL de la solucion de Bradford y 8 pL del extracto problema y se agitdé en un
vortex. Posteriormente se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en
un espectrofotometro UV/visible. La curva de calibracion se llevo a cabo a partir de

una solucion estandar de albumina bovina (1 mg/mL).

VII.7.3. Evaluacién de la concentracion de metabolitos energéticos

Se determind la concentracion de los metabolitos D-glucosa, D-fructuosa y
glucosa-6-fosfato.

La concentraciéon de D-glucosa se determiné utilizando un kit comercial
(Glucosa HK Assay Kit) (Sigma, Co.). Se colocé en un tubo de ensaye 250 uL de la
solucion Glucose Assay, 650 pL de agua destilada y 100 pL del extracto problema.
Se dej6 incubar por 1 h a 35°C y se leyo la absorbancia a 340 nm. Para la curva de
calibracion se utilizaron diferentes cantidades (10 puL—100 pL) de una solucién de
glucosa con una concentraciéon de 1mg mL™ en 0.1% de &cido benzdlico (incluida en
el kit).

La concentracién de D-fructuosa se determiné con un kit comercial (Fructose
Assay Kit) (Sigma, Co.). En un tubo de ensaye se agregaron 5 pL de solucion de
fosfoglucosa isomerasa (PGl), 500 uL de soluciéon Glucose Assay, 1395 uL de agua
destilada y 100 pL del extracto problema. Se agit6 por inversién y se dejo incubar por
1 h a 35°C, posteriormente se ley6 la muestra a una longitud de onda de 340 nm. Al
igual que en la determinacion de glucosa, se obtuvo una curva de calibracion
utilizando diferentes cantidades (10 uL—100 pL) de una solucién de fructuosa con
una concentracién de 1mg mL™ (incluida en el kit).

Para determinar la concentracion de glucosa-6-fosfato se siguié la
metodologia empleada por Bergmeyer (1985), con las siguientes modificaciones. En
un tubo de ensaye se colocaron 1 mL de buffer trietanolamina (0.4 M/L, pH de 7.6),
100 pL del extracto problema, 900 uL de agua destilada, 20 pL de una solucion
NADP y 20 pL de una solucion de MgCl,. Se mezcl6 y se mantuvo a 25°C,
posteriormente se tomaron dos lecturas con intervalos de 3 min a 339 nm. Después

se agreg6 10 pL de una solucion de glucosa-6-deshidrogenasa y se incubo por 5
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min. Se hicieron lecturas a 339 nm con intervalos de 3 min hasta asegurar que la

absorbancia no incrementara.

VII.7.4. Evaluacion de la actividad enzimatica metabdlica y digestiva

Se determind la actividad de las enzimas fosfatasa acida (EC 3.1.3.2.),
fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9.), transaldolasa (E.C.
2.2.1.2.), lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27), quimotripsina (EC 3.4.21.1), tripsina
(EC 3.4.21.4), actividad tipo catepsina, lipasa (EC 3.1.1.3) y amilasa (EC 3.2.1.1).

Para la determinacion de la fosfatasa 4cida y alcalina se coloco en un tubo de
ensaye 500 pL de buffer, en el caso de la fosfatasa acida se utilizé citrato-HCI 90 mM
a un pH 4.8 y para la fosfatasa alcalina glicina 100 mM con pH 10. Posteriormente se
agregaron 500 pL de una solucion de p-nitrofenil fosfato como sustrato, se mezclé
por inversion y se equilibré6 a una temperatura de 37°C. Se agregaron 20 pL del
extracto enzimatico y se dejo incubar a la misma temperatura por 20 min. Se
colocaron 4000 pL de solucién de hidréxido de sodio para detener la reaccion y se
mezcld por inversion. Se leyo la absorbancia de la mezcla de reaccién a una longitud
de onda de 410 nm. Las actividades enziméticas fosfatasas fueron expresadas en
términos de la actividad especifica (unidades mg proteina™), donde una unidad
hidroliza 1.0 uM de p-nitrofenil fosfato por min bajo estas condiciones (Bergmeyer et
al., 1974).

La concentracién de glucosa-6-fosfatasa se determiné colocando en un tubo
de ensaye 2350 puL de buffer cacodilato-HCI 100 mM a pH 6.5 y 60 pyL de extracto
enzimatico, se mezclé por inversion y se equilibré6 a una temperatura de 37°C.
Después se agregaron 600 pL de una solucién de glucosa-6-fosfato, se mezclo
inmediatamente y se dejo incubar a la misma temperatura por 15 min. Se colocaron
2000 pL del reactivo de color Taussky-Shorr (Taussky & Shorr, 1953), el cual se
preparo en fresco, se mezclé nuevamente por inversion y se dejo incubar a 37°C por
5 min. Posteriormente se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 660 nm. La
actividad enzimatica fue expresada en términos de la actividad especifica (unidades
mg proteina™®), donde una unidad libera 1.0 uM de fésforo inorganico de la glucosa-6-
fosfato por min (Nordlie & Arion, 1966).
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La concentracién de transaldolasa se obtuvo agregando en un tubo de ensaye
1800 pL de agua destilada, 550 pL de buffer glicilglicina-NaOH 250 mM a un pH 7.7,
50 pL de solucion D-eritrosa 4-fosfato, 100 pL de solucion D-fructuosa 6-fosfato, 150
uL de solucién de B-nicotinamina denina dinucleotida, 150 pL de solucién de cloruro
de magnesio y 100 pL de solucién de glicerofosfato deshidrogenasa. Se mezclé por
inversién y se equilibrd la reaccion a 25°C, posteriormente se agregd 100 pL del
extracto enzimatico, se volvié a mezclar por inversion y se registré el decremento de
la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm por 10 min. La actividad enzimatica
de transaldolasa fue expresada en términos de la actividad especifica (unidades mg
proteina™), donde una unidad produce 1.0 pM de D-gliceraldehido 3-fosfato de la D-
fructuosa-6-fosfato por min, en la presencia de D-eritrosa-4-fosfato (Bergmeyer et al.,
1974).

Para determinar la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa se colocé en
un tubo de ensaye 2800 pL de solucién de B-nicotinaminadenina dinucleotido y 100
puL de solucion de piruvato de sodio. Se mezclé por inversion y se equilibré la
temperatura a 37°C. Después se agrego 100 pL del extracto enzimatico, se mezclo
por inversion y se registré el decremento de la absorbancia a una longitud de onda
de 340 nm cada 15 min por 2 h. La actividad enzimatica fue expresada en términos
de la actividad especifica (unidades mg proteina™), donde una unidad reduce 1.0 uM
de piruvato para L-lactato por min (Bergmeyer et al., 1974).

Para analizar la actividad enzimatica quimotripsina se colocaron en un tubo de
ensaye 930 pL de buffer de 0.1 M tris-HCI con 0.01 M CaCl, a un pH 7.8.
Posteriormente se agregaron 50 uL de SAAPNA a una concentracion de 0.5 mM.
Finalmente se afadieron 20 pL del extracto enzimético. Posteriormente se dejo
incubar la reaccién por 60 min y se leydé en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 410 nm.

En el caso de la actividad enzimatica de la tripsina, se preparo¢ el sustrato con
100 nM de BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-P-nitroanilida) en 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) y se afor6 a 100 mL usando un buffer 50 mM de tris-HCI y
10 mM de CaCl, a un pH 8.2. Posteriormente se colocaron en un tubo de ensaye

1.25 mL del sustrato a 37°C y 20 pL del extracto enzimatico. Después de 60 min de
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incubacion se adiciond 0.25 mL de 4cido acético al 30%. La absorbancia se midié a
una longitud de onda de 410 nm (Modificado de Erlanger et al., 1961).

La actividad tipo catepsina se evalu6 colocando en un tubo de ensaye 1 mL de
hemoglobina (0.5%) en tampén 0.1 M &cido formico a un pH 3.3. Se afadieron 20 uL
del extracto enzimatico y se incub6 por un periodo de 60 min. Después se detuvo la
reaccion con 0.5 mL de &cido tricloroacético al 20% y se dejé reposar la mezcla de
reaccion por 20 min a 4°C. Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se leyé en un espectrofotometro a una longitud de onda de 280 nm
(Modificado de Anson, 1938).

Para cuantificar la actividad enzimatica de la lipasa se colocaron en un tubo de
ensaye 100 pL de tauracolato de sodio 100 mM en 1900 uL de buffer tris-HCI 50 mM
a un pH 7.2 y 10 uL de extracto enzimatico, ésta mezcla se agité. Se agregaron 20
uL de B-naftil-caprilato 200 mM como sustrato. Posteriormente se dejo incubar por 60
min a temperatura ambiente. Se agregaron 20 L de fast blue BB 100 mM y se volvio
a incubar por 5 min. Para detener la reaccion se agregaron 200 pL de &cido
tricloroacético 0.72 Ny 2.71 mL de etanol:acetato de etilo para clarificar la reaccion.
La mezcla de reaccion se agitd y se leyd en un espectrofotdmetro a una absorbancia
de 540 nm en cubetas de vidrio (Modificado de Versaw et al., 1989).

Para observar la concentracion de la actividad amilasa en un tubo de ensaye
con tapa de rosca se colocaron 500 uL de buffer tris-HClI 50 mM a un pH 7.5y 20 uL
de extracto enzimético. Se agregaron 500 pL de almidén soluble al 1% en tris-HCI a
temperatura ambiente, se agité y se dejo incubar a 37°C por 60 min. Posteriormente
se adicionaron 200 pL de carbonato de sodio 2 N y 1.5 mL de reactivo DNS. Se
agitaron los tubos y se colocaron en un bafio Maria en ebullicion por 15 min.
Después se agregaron 7.3 mL de agua destilada y se agitd nuevamente. Finalmente
se ley6 la absorbancia a 550 nm.

La actividad enzimética digestiva se expresé en términos de la actividad
especifica (unidades mg proteina™), donde una unidad es la cantidad de enzima
requerida para incrementar 0.01 unidades de absorbancia a determinada longitud de

onda por min.
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VII.8. Anédlisis estadisticos

Antes del andlisis de los datos se realizaron las pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y homocedasticidad de Bartlett y Cochran. En el caso de las
medidas morfométricas de los huevos fecundados, debido a que cumplieron con los
supuestos, se procedié a hacer un ANDEVA para comparar el diametro, el area y el
volumen del huevo y el globulo de aceite entre los desoves.

Al no cumplir con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se
hicieron analisis de Kruskal Wallis del peso de las hembras, el nUmero de huevos por
desove, la fecundidad relativa, el porcentaje de fertilizacion (%F), el porcentaje de
anormalidad en los blastomeros (%A), el porcentaje de eclosion (%E) y el porcentaje
de sobrevivencia hasta el momento de la primera alimentacion (%S). Estos
pardmetros se compararon entre los desoves 1, 2 y 3 (grupo A) y los desoves 4y 5
(grupo B); asi como las concentraciones de proteinas y metabolitos energéticos y las
actividades enziméticas metabdlicas y digestivas entre las etapas del desarrollo, los
grupos Ay B (en las etapas de I, 11, lll y IV) y los grupos A, B y C (este ultimo grupo
conformado por los huevos no viables obtenidos de los desoves 4 y 5) (en la etapa |l
del desarrollo). Se hizo un andlisis de correlacion entre peso de las hembras, el
namero de huevos por desove, %F, %A, %E, %S, el diametro del huevo (DH) vy el
diametro del glébulo de aceite (DGA).

Se ajustaron modelos de regresién de las concentraciones de proteinas y
metabolitos energéticos y las actividades de las enzimaticas metabdlicas y
digestivas. Finalmente, se hicieron analisis de correlacion y regresién simple y
multiple entre los principales criterios de calidad (%A, %E y %S) y las

determinaciones bioquimicas.
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VIIl. RESULTADOS
VIII.1. Caracteristicas generales de los desoves

Se obtuvieron cinco desoves individuales de reproductores de huachinango
del Pacifico, cuatro de reproductores silvestres y uno de un reproductor mantenido
en cautiverio. Los dos primeros desoves de reproductores silvestres corresponden a
la temporada del 2007, dos a la temporada del 2008 y el desove de cautiverio a la
temporada 2009. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los huevos
no fertilizados de los cinco desoves en cuanto a el diametro, el &rea y el volumen del
huevo y el glébulo de aceite. El desove 2 presentd los huevos de mayor tamafio con
un didmetro promedio de 0.81 + 0.03 mm (media * desv est), un area de 0.51 + 0.03
mm? y un volumen de 0.28 + 0.04 mm?. Los desoves 1y 2 tuvieron los valores méas
altos de diametro, area y volumen del glébulo de aceite (Tabla Il).

La longitud total (LT) de las larvas vitelinas al momento de la eclosién, sélo se
midié en los desoves 2 y 3, ya que en los desoves 4 y 5 muy pocos organismos
eclosionaron y se presentaron altas tasas de mortalidad (100% y 72%,
respectivamente). Las medidas promedio de las larvas vitelinas fueron 2.198 + 0.24
mm LT; 1.059 + 0.09 mm de longitud del vitelo; 0.254 + 0.06 mm de altura del vitelo;
0.038 + 0.02 mm? de volumen del vitelo; 0.125 + 0.01 mm de diametro del glébulo de
aceite; 0.012 + 0.002 mm? de &rea del glébulo de aceite y 0.001 + 0.0002 mm? de
volumen del glébulo de aceite.
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Tabla Il. Caracteristicas de los huevos previo a la fertilizaciéon en los cinco desoves del huachinango
del Pacifico Lutjanus peru (promedio + desv est) (N = 30). Letras diferentes denotan diferencia

significativa (p < 0.05) entre los desoves.

Desove 1 2 3 4 5
DH 0.75 0.81 0.75 0.77 0.78
mm . . . . .

(0.02)¢ (0.03)? (0.02)*° (0.03)* (0.03)°

AH 0.45 0.51 0.43 0.47 0.47
mm . . . . .
(mm?) (0.02) (0.03)? (0.02)° (0.03)"° (0.03)°

VH 0.22 0.28 0.22 0.24 0.25
(mm?3) (0.02)¢ (0.04)? (0.02)*° (0.03)* (0.03)°
DGA 0.14 0.13 0.12 0.11 0.12
(mm) (0.01)? (0.01)° (0.01)° (0.01)° (0.01)°
AGA 0.012 0.014 0.011 0.009 0.011
(mm?) (0.002)° (0.002)? (0.001)° (0.001)° (0.001)°
VGA 0.0014 0.0011 0.0009 0.0008 0.0009
(mm?3) (0.0003)? (0.0002)° (0.0001)° (0.0001)° (0.0002)°

DH, diametro del huevo; AH, area del huevo; VH, volumen del huevo; DGA, diametro del glébulo de aceite; AGA,

area del glébulo de aceite; VGA, volumen del glébulo de aceite.

Con base en los porcentajes de eclosion y supervivencia hasta el momento de
la primera alimentacion registrados, los cuales son los principales criterios utilizados
como indicadores de calidad de los desoves de peces, los cinco desoves se
dividieron en dos grupos, el primero (grupo A) conformado por los tres primeros
desoves con un porcentaje de eclosion superior al 80% y el segundo (grupo B)
formado por los dos restantes, con un porcentaje de eclosion inferior al 55% (Tabla
).

Se observé una alta variabilidad en la fecundidad por desove, la fecundidad

relativa vari entre 45.14 y 147.19 huevos gramo de hembra™. No se encontraron
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diferencias significativas (p > 0.05) en el peso de las hembras, en la cantidad de
huevos producidos, ni en la fecundidad relativa entre los dos grupos de desoves.

Los porcentajes de fertilizacion, eclosion y supervivencia hasta el momento de
la primera alimentacion, presentaron valores mayores en los desoves del Grupo A.
Sin embargo, debido a la elevada variabilidad registrada y al pequefio nUmero de
desoves, solo se detectaron diferencias marginalmente significativas (p = 0.08) con
respecto a los dos desoves del Grupo B. Los desoves 4 y 5 mostraron los
porcentajes de anomalias en los blastomeros mas elevados (69% y 90%,
respectivamente). En general, se observé una relacion inversa entre los porcentajes
de fertilizacion, eclosién y supervivencia hasta el momento de a la primera

alimentacion con respecto al porcentaje de anomalias en los blastomeros (Tabla IlI).

Tabla lll. Caracteristicas generales de las hembras y los desoves de huachinango del Pacifico
Lutjanus peru. Letras diferentes denotan diferencias marginalmente significativas (0.07 < p < 0.08)

entre los grupos de desoves.

Grupo A Grupo B
Desove 1 2 3 4 5 Estadisticos
Peso ¢ 2.88% 3.99? 5.2% 4.2% 6.272 p=0.25

Fecundidad 130,000 286,000° 430,31* 618,200° 325,257% p=0.25

FR 45.14° 71.68% 82.75° 147.19° 51.87° p =0.56
% F 79° 59° 79° 0.6° 12° p =0.07
% A 25° 13° 31° 69° 90? p =0.08
% E 812 90? 96° 16° 51° p =0.08
%S 92? 732 42° o° 28° p =0.08

Peso @, Peso de las hembras (kg); Fecundidad, fecundidad por desove; FR, fecundidad relativa (No. H g de ¢
l); % F, porcentaje de fertilizacion; % E, porcentaje de eclosién; % S, porcentaje de supervivencia; % A,

porcentaje de anormalidades.
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El andlisis de correlacion entre las caracteristicas generales de los desoves y
los principales criterios de calidad mostré un relacion positiva (p < 0.05) entre el
porcentaje de fertilizacion y los porcentajes de eclosion (R = 0.92) y supervivencia
hasta el momento de la primera alimentacion (R = 0.82). Por su parte, el diametro del
glébulo de aceite y el porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera
alimentacion también presentaron una correlacion positiva (R = 0.98). El diametro del
huevo no presento correlacion con ninguna de las variables (Tabla IV).

Por otro lado, se detectaron correlaciones negativas entre el porcentaje de
anormalidades en los blastomeros con el porcentaje de fertilizacion (R = -0.86); el
porcentaje de eclosion (R = -0.78), y el porcentaje de supervivencia hasta el
momento de la primera alimentacion (R = -0.77). La fecundidad presentdé una
correlacion negativa con el porcentaje de supervivencia hasta el momento de la
primera alimentacion (R =-0.91) (Tabla IV).

Tabla IV. Relaciéon entre las caracteristicas generales de los desoves del huachinango del Pacifico
Lutjanus peru. (Coeficiente de correlacién de Pearson; p < 0.05).

Peso ¢ Fecundidad %F % E % S % A DH DGA

Peso ¢ 1,00

Fecundidad 0,34 1,00

% F -0,44 -0,62 1,00

% E -0,16 -0,64 0,92 1,00

%S -0,58 -0,91 0,82 0,78 1,00

% A 0,67 0,45 -0,86 -0,78 -0,77 1,00

DH 0,12 -0,01 -0,31 -0,03 0,01 -0,05 1,00

DGA -0,59 -0,95 0,73 0,68 0,98 -0,66  -0,04 1,00

Peso @, peso de la hembra (kg); Fecundidad, fecundidad por desove; % F, porcentaje de fertilizacion; % E,
porcentaje de eclosion; % S, porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion; % A,
porcentaje de anormalidades en las divisiones mitéticas iniciales; DH, diametro del huevo sin fecundar; DGA,
diametro del glébulo de aceite.
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VII.2. Niveles de actividad enzimatica metabdlica y concentracién de
metabolitos

La descripcion de los niveles de actividad enzimatica metabdlica, la
concentracion de proteinas y la concentracion de metabolitos energéticos durante el
desarrollo embrionario y la fase de larva vitelina del huachinango del Pacifico L. peru,
se realizd uUnicamente con el promedio de los resultados de los tres primeros
desoves, debido a la baja supervivencia registrada en los dos ultimos desoves.

Las concentraciones de proteinas, glucosa y fructuosa presentan un patrén
similar de fluctuacion durante el desarrollo inicial del huachinango. La concentracion
de los tres compuestos es baja durante el desarrollo embrionario y en el caso de las
proteinas y la glucosa, se incrementan significativamente (p < 0.05) después de la
etapa IV hasta alcanzar niveles maximos después de la eclosién (Tabla V). La
concentracion de proteinas varié entre los 192.16 + 33.95 (promedio * error est) y
447.45 + 4572 pg g de muestra™. La concentracién de glucosa fluctué entre los
184.13 + 28.38 y 759.03 + 277.63 pug g de muestra™, mientras que la concentracion
de fructuosa lo hizo entre los 429.29 + 55.63 y 1259.83 + 355.14 ug g de muestra™
(Tabla V). No se detect6 la presencia de glucosa-6-fosfato en ninguna de las etapas
del desarrollo de los desoves analizados.

Se registro actividad de las cinco enzimas metabdlicas en todas las etapas del
desarrollo (Tabla V). Se observé una tendencia general hacia el incremento en la
actividad enzimética al momento de la eclosién. Se observé una mayor actividad de
fosfatasa acida (intervalo de 2.27x10™ + 2.5x10” a 3.65x10™ + 2.8x10™° unidades mg
de proteina™) en comparacién con la fosfatasa alcalina (intervalo de 4.50x10° +
2.42x10° a 9.16x10 + 3.14x10” unidades mg de proteina™). La enzima metabdlica
con la mayor actividad fue la glucosa-6-fosfatasa que fluctué entre 2.24x107? +
1.18x107? y 6.49x102 + 2.94x10 unidades mg de proteina™ (Tabla V). Las enzimas
fosfatasa acida, lactato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfatasa presentaron un patrén
de actividad similar caracterizado por un descenso durante el desarrollo embrionario;
no obstante, en ninguna de las tres actividades enzimaticas se observaron

diferencias significativas entre las etapas de desarrollo. La actividad de la fosfatasa
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alcalina y la transaldolasa presentaron diferencias significativas (p < 0.05) durante las
diferentes etapas de desarrollo (Tabla V).

Los valores de la concentracion de proteinas y metabolitos energéticos, asi
como los niveles de actividad enzimatica metabdlica se ajustaron a diferentes
modelos de regresion para explicar las fluctuaciones registradas durante las
diferentes etapas del desarrollo embrionario y larva vitelina del huachinango.

El mejor ajuste se encontr0 para las actividades enzimaticas glucosa-6-
fosfatasa y transaldolasa (R? = 0.91 y R? = 0.89, respectivamente). Por su parte, las
actividades enziméticas fosfatasa acida y lactato deshidrogenasa presentaron los
ajustes mas bajos (R? = 0.14 y R? = 0.59, respectivamente) (Figura 2).

Tabla V. Concentracién de proteinas (ug g muestra‘l) y metabolitos energéticos (ug g muestra‘l), y
niveles de actividad enzimatica metabdlica (unidades mg proteina’l) durante el desarrollo embrionario
y la fase de larva vitelina de Lutjanus peru. Los valores representan el promedio (z error est) (n = 3).

Letras diferentes denotan diferencia significativa (p < 0.05) entre las etapas del desarrollo.

Etapas del desarrollo

| I i \Y, \Y; VI il

Proteinas 192.16 274.65 277.19 28239  447.45 383.28 339.82

(33.95°  (12.51)° (20.81)" (32.90)° (45.72)°  (14.84)*  (10.61)*
Glucosa 203.17 192.86 203.17  184.13  759.03 506.80 266.27

(68.42)*  (45.89)°  (23.91)° (28.38)° (277.63)* (153.83)* (22.90)®
Fructuosa 493.27 558.92 446.13 42929 120516 1259.83  515.15

(143.57)* (150.31)* (77.44)* (55.63)" (384.48)* (355.14)° (41.13)
Fosfatasa 3.04 3.46 3.11 2.71 2.27 3.65 3.11
acida (x10™) (0.98)% (0.71)% (0.65)*  (0.54)*  (0.25) (0.28)% (0.53)%
Fosfatasa 9.99 4.50 4.67 4.62 47.98 91.65 59.35
alcalina (x10°®) (5.23)° (2.42)° (3.15)°  (2.34)°  (12.93)*  (31.41)* (12.34)
Lactato 4.83 3.49 3.28 0.826 1.15 3.74 2.51
deshidrogenasa
x10°) 9 (1.98)% (0.79)% (0.88)*  (0.40)*  (0.39)* (0.09)® (1.18)%
Transaldolasa 10.4 6.7 5.88 6.13 10.6 9.23 4.72
(x10®) (1.79) (0.37)° (0.73)°  (0.36)°  (1.03) (0.69)*  (2.41)®
Glucosa-6-

fosfatasa (x109) 5.51 3.58 2.77 2.24 4.01 5.54 6.49
(1.35) (122  (L06)*  (1.18)* (227  (2.96)*  (2.94)°

Etapas del desarrollo: I, huevo fecundado; Il, divisiones mitéticas iniciales; I, blastula; IV, gastrula; V, pos-

eclosion; VI, 24 hrs. después de la eclosion; VII, 48 hrs. después de la eclosién.
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Pacifico Lutjanus peru. Etapas del desarrollo: |, huevo fecundado; I, divisiones mitéticas iniciales; lll,

blastula; IV, gastrula; V, pos-eclosion; VI, 24 hrs. después de la eclosion; VII, 48 hrs. después de la

eclosion.
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VIII.3. Niveles de actividad enzimatica digestiva

Todas las enzimas digestivas presentaron actividad durante el desarrollo
embrionario y la fase de larva vitelina, con excepcion de la quimotripsina (Tabla VI).
Las enzimas amilasa y tripsina mostraron un descenso de actividad durante el
desarrollo embrionario y un incremento en la fase de larva vitelina (etapas V-VII),
éste incremento también fue observado en la actividad enzimatica de la lipasa. Por
su parte, la actividad tipo catepsina presento fluctuaciones durante todas las etapas
de desarrollo con una tendencia hacia un incremento. Se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) en las actividades enziméticas (promedio * error est) de
tripsina y lipasa, registrando un maximo de actividad a las 24 h (1.173 + 0.27
unidades mg de proteina™) y 48 h (0.917 + 0.24 unidades mg de proteina™) después
de la eclosion, respectivamente (Tabla VI). La enzima digestiva que presento la
mayor actividad fue la catepsina que fluctué entre 1.161 + 0.29 y 2.022 + 0.59

unidades mg de proteina™.

Tabla VI. Niveles de actividad enzimatica digestiva (unidades mg proteina™) durante el desarrollo
embrionario y la fase de larva vitelina del huachinango del Pacifico Lutjanus peru. Los valores
representan el promedio (+ error est) (n = 3). Letras diferentes denotan diferencia significativa (p <

0.05) entre las etapas del desarrollo.

Etapas del desarrollo

| I 1" v V VI VIl
Amilasa 0.206 0.129 0.068 0.09 0.129 0.089 0.098
(0.10)a (0.03)a (0.02)a (0.06)a (0.01)a (0.04)a (0.09)E1
Lipasa 0.172 0.160 0.168 0.041 0.329 0.448 0.917
(0.14)"°  (0.06)" (0.05)%° (0.02)¢ (0.07)" (0.09)® (0.24)
Tripsina 0.424 0.351 0.321 0.249 0.436 1.173 0.806
(0.09)° (0.09)° (0.08)° (0.05)° (0.09)° (0.27) (0.09)?
Catepsina 1.911 1.161 1.581 1.361 1.499 2.022 1.859
(0.21)a (0.29)a (0.64)a (0.41)a (0.48)a (0.59)a (0.65)a
Etapas del desarrollo: I, huevo fecundado; Il, divisiones mitéticas iniciales; Ill, blastula; IV, géastrula; V, pos-

eclosion; VI, 24 hrs. después de la eclosion; VII, 48 hrs. después de la eclosion.
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Los niveles de actividad enzimética digestiva se ajustaron a diferentes
modelos de regresion para explicar las variaciones registradas durante las diferentes
etapas del desarrollo (Figura 3). La actividad enzimatica de la lipasa tuvo el modelo
con el mejor ajuste (R? = 0.93). Por su parte, la actividad enzimatica de la catepsina

present6 el menor ajustes (R? = 0.48).
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Figura 3. Actividad promedio (n = 3) de las enzimas digestivas durante el desarrollo embrionario y la
fase de larva vitelina del huachinango del Pacifico Lutjanus peru. Etapas del desarrollo: I, huevo
fecundado; Il, divisiones mitéticas iniciales; Ill, blastula; 1V, gastrula; V, pos-eclosion; VI, 24 hrs.

después de la eclosién; VII, 48 hrs. después de la eclosion.
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VIIl.4. Comparacion entre grupos de desoves

No se registraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos A
(desoves 1, 2 y 3, con %E superior al 80%) y B (desoves 4 y 5, con %E promedio
inferior a 55%) en ninguna de las actividades enzimaticas metabdlicas ni en la
concentracion de metabolitos en ninguna de las etapas del desarrollo (Tabla VII). Sin
embargo, la concentracion de proteinas, glucosa y fructuosa; asi como la actividad
enzimatica de transaldolasa, lactato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfatasa
presentaron diferencias marginalmente significativas (p = 0.07 - 0.08). Las
concentraciones de proteinas, glucosa, fructuosa y la actividad enzimatica de lactato
deshidrogenasa fueron mas altas en el grupo B en comparacion con el grupo A; en
contraste, las actividades enzimaticas transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa fueron
mas elevadas para el grupo A (Tabla VII).

También se realizaron comparaciones entre los desoves del grupo A, el grupo
B y los huevos no viables obtenidos en la etapa Ill de los desoves 4 y 5 (grupo C)
durante la etapa Ill. No se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los
tres grupos para ninguna de las actividades enzimaticas metabdlicas ni en la
concentracion de metabolitos (Tabla VII). La concentracion de proteinas fue menor
en el grupo A en comparacién con los grupos B y C. La actividad enziméatica de
transaldolasa fue mayor en el grupo C que en los otros grupos; por el contrario, la
actividad enzimatica glucosa-6-fosfatasa fue mayor en los grupos Ay B.

En la comparacion de los dos grupos de desoves (A y B) con la actividad de
las enzimas digestivas (Tabla VIIl), no se observaron diferencias significativas (p >
0.05) para ninguno de los parametros en ninguna de las etapas, sin embargo las
actividades amilasa (etapa Il), lipasa (etapa IV) y tripsina (etapa IV) presentaron
valores de p marginalmente significativos (p = 0.08). Las actividades de tripsina y
amilasa fueron mayores en el grupo A. La actividad de lipasa fue mayor en el grupo
B. No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la actividad enzimatica
digestiva entre los dos grupos de desoves (grupo A y B) y los huevos no viables
obtenidos de los desoves 4 y 5 en la etapa Il (grupo C) (Tabla VIII).
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Tabla VII. Niveles de actividad enzimatica metabélica (unidades mg proteina™) y concentracién de

proteinas (ug g muestra’l) y metabolitos energéticos (ug g muestra’l) entre los grupos A (desoves 1, 2

y 3), B (desoves 4 y 5) y C (huevos no viables) del huachinango del Pacifico Lutjanus peru. Los

valores representan el promedio (+ error est). No se observaron diferencias significativas (p > 0.05)

entre los grupos para cada etapa del desarrollo.

Etapas del Il M v
desarrollo
Grupo A B A B A B C A B
Broteinas 192.16 370.98 274.65 340.28 277.19 339.04 319.14 282.39 321.14
(33.9) (84) (12.5) (7.4) (20.8) (16.6) (11.1) (32.9) (21.7)
Fosfatasa acida 3.04 444 346 381 311 403 241 271 299
(x10) (0.9 (0.8 (0.7 (19 (0.6) (L7) (0.6) (05) (2.0
Fglizfﬁza 999 889 45 773 467 876 889 462 549
(x10°) (52) (13 (24 (01 (31 (32 (1.8) (23) (2.2
deshﬁgféatgnasa 483 516 349 592 328 592 159 083 405
oL 093) (L9 (7)) (07) (14 (08) (09 (05 (04) (0.3)
Transaldolasa 10.4 5.26 6.7 5.72 5.88 6.44 13.9 6.13 5.9
(x10%) (1L7) (1) (03) (02 (07) (05 (02) (0.3) (L)
Glucosa-6-
fosfatacn 551 136 358 132 277 162 025 224 135
x10%) (13) (0.8 (12) (003 (1L1) (03) (02) (L1) (0.5
Glucosa 203.17 960.12 192.86 871.43 203.17 749.41 261.9 184.13 542.26
(68.4) (412.5) (45.8) (288.1) (23.9) (226.7) (116.6) (28.3) (136.3)
- 493.27 1575.76 558.92 1391.41 446.13 1179.29 638.89 429.29 1055.56
ructuosa

(143.5)

(414.1) (150.3) (376.2)

(77.4)

(169.1) (260.1) (55.6)

(131.3)
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Tabla VIII. Niveles de actividad enzimatica digestiva (unidades mg proteina™) entre los grupos A
(desoves 1, 2 y 3), B (desoves 4 y 5) y C (huevos no viables) del huachinango del Pacifico Lutjanus
peru. Los valores representan el promedio (z error est). No se detectaron diferencias significativas (p >

0.05) entre los grupos para cada etapa del desarrollo.

Etapas del

desarrollo I il A
Grupo A B A B A B C A B
Amilasa 0.206 0.089 0.129 0.034 0.068 0.062 0.077 0.09 0.071

(0.10) (0.03) (0.03) (0.02) (0.01) (0.003) (0.02) (0.06) (0.05)

Lipasa 0.172 0.245 0.160 0.336 0.168 0.31 0.175 0.041 0.122

P (0.14) (0.07) (0.06) (0.07) (0.05) (0.13) (0.10) (0.02) (0.01)

Triosina 0.424 0.643 0.351 0.309 0.321 0.386 0.127 0.249 0.063

P (0.09) (0.32) (0.09) (0.14) (0.07) (0.08) (0.06) (0.04) (0.01)

. 1.911 1.651 1.161 1.409 1.581 1.409 1.005 1.361 1.128
Catepsina

(0.21) (0.26) (0.28) (0.02) (0.64) (0.02) (0.44) (0.41) (0.23)

VIIL.5. Pardmetros bioquimicos y criterios de calidad de los desoves

Se detectaron correlaciones tanto positivas como negativas entre diferentes
actividades enzimaticas y concentraciones de proteinas y metabolitos con los
porcentajes de eclosion, de anormalidades en la etapa de divisiones mitéticas
iniciales y de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion obtenidos
de los cinco desoves (Tabla 1X). La actividad enzimatica glucosa-6-fosfatasa fue el
anico parametro bioquimico que tuvo una elevada correlacién con los 3 criterios de
calidad.

La actividad enzimatica de transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa durante la

etapa | presentaron una correlacion positiva con el porcentaje de eclosion (r = 0.80 y
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r = 0.78, respectivamente). Por su parte, la concentracion de proteinas en la etapa |
se correlacionaron negativamente con el porcentaje de eclosion (r = -0.87).

Las concentraciones de glucosa, fructuosa y proteinas durante la etapa |
presentaron correlaciones positivas con el porcentaje de anormalidades durante las
divisiones mitéticas iniciales (r = 0.89, 0.89 y 0.68, respectivamente), mientras que la
actividad de la glucosa-6-fosfatasa presentd una correlacion negativa con este
criterio de calidad (r = -0.82).

La actividad de glucosa-6-fosfatasa en las etapas | y IV presentd una
correlacion positiva con el porcentaje de supervivencia hasta el momento de la
primera alimentacion (r = 0.85 y 0.77, respectivamente). Por su parte, la actividad de
lactato deshidrogenasa en la etapa IV presentd una correlacion negativa con el
porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion (r = -0.82).

Por otro lado, en los andlisis de regresion simple se observd que la
concentracion de proteinas en la etapa | explic6 mas del 70% de la variabilidad en el
porcentaje de eclosién (> = 0.75; p = 0.05). Por su parte, la concentraciéon de
glucosa, fructuosa y la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa explicaron la
variabilidad del porcentaje de anormalidades en las divisiones mitéticas iniciales en
mas del 65% (r* = 0.77, 0.79 y 0.67, respectivamente; p < 0.05). La actividad de la
enzima glucosa-6-fosfatasa en la etapa | explic6 mas del 70% de la variabilidad del
porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacién (r* = 0.72;
p = 0.06) (Anexo 1).
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Tabla IX. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad enzimética metabdlica, la
concentracién de proteinas y metabolitos energéticos con los criterios de calidad durante las etapas | y
IV del desarrollo del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.

Etapas del desarrollo I [ [ v
Criterios de calidad % Anormalidades % Eclosion % Supervivencia
Proteinas 0.82 -0.87* -0.58 -0.45
Glucosa 0.89* -0.55 -0.44 -0.55
Fructuosa 0.89* -0.67 -0.48 -0.62
Fosfatasa acida 0.23 -0.61 -0.40 -0.14
Fosfatasa alcalina -0.15 0.26 -0.16 -0.54
Lactato deshidrogenasa 0.16 0.17 -0.47 -0.82
Transaldolasa -0.68 0.80 0.35 0.10
Glucosa-6-fosfatasa -0.82 0.78 0.85 0.77

Etapas del desarrollo: I, huevo fecundado; IV, géastrula.
*p<0.05

En los andlisis de regresion y correlacion entre la actividad enziméatica
digestiva y los principales criterios de calidad no se encontraron correlaciones
significativas, con excepcion de la actividad enzimatica de tripsina en la etapa IV y el
porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion (r = 0.88 p
< 0.05) (Tabla X y Anexo 2).

Los modelos de regresion lineal simple para los parametros bioquimicos cuyo nivel

de significancia fue p < 0.05, estan expresados en la tabla XI.
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Tabla X. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad enzimatica digestiva y los criterios

de calidad durante las etapas | y IV del desarrollo del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.

Etapas del desarrollo I

v

Criterios de calidad % Anormalidades % Eclosion % Supervivencia
Amilasa -0.29 0.39 0.16 0.36
Lipasa 0.15 -0.43 0.14 -0.55
Tripsina 0.14 -0.72 -0.43 0.88*
Catepsina -0.18 0.49 0.65 0.26

Etapas del desarrollo: I, huevo fecundado; 1V, gastrula.

*p <0.05

Tabla XI. Modelos de regresion lineal simple entre los principales criterios de calidad y los parametros

bioguimicos durante la ontogenia inicial del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.

Etapas Bioquimico Modelo r p
Glucosa y =17.5966 + 0.0553x 0.77 0.05
% A I Fructuosa y =6.5791 + 0.0421x 0.79 0.04
Glucosa-6-fosfatasa y =81.3124 — 928.1738x 0.67 0.05
% E I Proteinas y = 138.005 -13.5016x 0.75 0.05
%S \Y; Tripsina y =-0.6418 + 272.0071x 0.78 0.04

Criterios de calidad: %E, porcentajes de eclosién; %A, anormalidades en las divisiones mitéticas iniciales; %S,

supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion. Etapas del desarrollo: I, huevo fecundado; IV,

gastrula.
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Con base en los resultados obtenidos en los andlisis de correlacién y
regresion lineal simple, se eligieron los parametros bioguimicos cuyo coeficiente de
correlacion y/o coeficiente de regresion fueron mayores a 0.5. Con estos parametros
bioquimicos como variables independientes y cada uno de los porcentajes
(anomalias en las divisiones mitéticas iniciales, eclosion y supervivencia) como
variable dependiente, se ajustaron modelos de regresion multiple. Se obtuvieron un
total de 35 modelos para el porcentaje de eclosion, 70 para el porcentaje de
anormalidades en las divisiones mitéticas tempranas y 37 para el porcentaje de
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacién. Sin embargo, no todos
los modelos multiples presentaron niveles de significancia inferiores a 0.05. De esta
forma, se eligieron solamente aquellos modelos cuyo nivel de significancia fue < 0.05
y cuyos coeficientes de regresion fueron mayores a 0.90.

Para el porcentaje de eclosion se obtuvieron dos modelos, en ambos se
incluye la concentracion de proteinas y la actividad enzimatica de glucosa-6-
fosfatasa en la etapa I. Ambos modelos presentaron niveles de ajuste del 99 %, pero
niveles de significancia diferentes (Tabla XII). Dos modelos mas se obtuvieron para
explicar el porcentaje de anormalidades en las divisiones mitGticas iniciales. Ambos
incluyen la actividad de la glucosa-6-fosfatasa con glucosa y fructuosa en la etapa I.
En ninguno de los cuatro modelos obtenidos para estos dos parametros de calidad
intervino alguna actividad enzimatica digestiva y se observo la presencia de la
actividad enzimatica glucosa-6-fosfatasa en los cuatro modelos. Para explicar el
porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacién se
obtuvieron cinco modelos, en los cuales destacan las actividades enziméticas de

fosfatasa 4cida y tripsina en la etapa IV (Tabla XII).
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Tabla Xll. Modelos de regresion multiple entre los principales criterios de calidad y los parametros

bioguimicos durante las etapas | y IV del desarrollo del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.

Variable Variables

i6 2
dependiente independientes Ecuacion R p

%A y=0.634x,-0.534x,+48.568 0.98 <0.005
%A y=0.638x,-0.508x,+39.631 0.96 <0.015
%E G y=-1.13%;+0.6x,+0.45%3+119.85 0.99 <0.024
%E F y=-1.397X;+0.836x,+0.449x;+124.089 0.99 <0.007

%S y=0.842x,-0.462x,+27 0.98 <0.005

FA
%S G6 y=-0.549x,-0.142x,+0.919x5+34 0.99 <0.021
T

FA
%S LD y=-0.428x;-0.11x,+0.766X5+34 0.99 <0.040
T

=
%S L y=-0.496X%;-0.117X,+0.755x5+39 0.99 <0.022
T

G6
%S LD y=0.649x,-0.442x,-0.249%3+49.41 0.99 <0.001
L

Criterios de calidad: %E, porcentaje de eclosion en la etapa I; %A, porcentaje de anormalidades en las divisiones
mitoticas iniciales en la etapa I; %S, porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion en
la etapa IV. Variables independientes: P, proteinas; G, glucosa; G6, glucosa-6-fosfatasa; F, fructuosa; T, tripsina;

FA, fosfatasa alcalina; LD, lactato deshidrogenasa; L, lipasa.
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IX. DISCUSION

IX.1. Caracteristicas generales de los desoves

Los desoves del huachinango del Pacifico Lutjanus peru presentan
caracteristicas similares a las reportadas en otras especies de peces marinos con
huevos pelagicos de un diametro inferior a un milimetro y con un solo glébulo de
aceite (Blaxter & Hempel, 1963; Alemany et al., 1996; Brooks et al., 1997; Jonsson &
Svavarsson, 2000; Kamler, 2008). Generalmente se reconoce que hembras de
mayor tamafio son mas fecundas en comparacion con hembras mas pequefias de la
misma especie (Heinimaa & Heinimaa, 2004; Kamler, 2005). Sin embargo, en el
presente estudio se observa una correlacion muy pobre entre el peso de las hembras
y la fecundidad, lo que no permite establecer alguna relacibn que soporte esta
hipotesis; este resultado concuerda de manera general con lo obtenido por Pelcastre-
Campos (2006) también para desoves inducidos hormonalmente en el huachinango
del Pacifico. En el presente trabajo el intervalo de fecundidad (130,000 - 618,200) es
superior al reportado por Pelcastre-Campos (2006) (21,000 — 370,000) y Dumas et
al. (2004) (5,000 — 35,000) también en Lutjanus peru. La gran variabilidad en la
fecundidad puede explicarse por el estrés de captura y traslado de los reproductores,
asi como por la estrategia reproductiva de L. peru, el cual es un desovador parcial,
por lo que en la gbnada coexisten oocitos en diferentes estadios de desarrollo, los
cuales van madurando a lo largo de la temporada reproductiva (Lucano-Ramirez et
al., 2001). De igual forma, la fecundidad puede cambiar de una temporada
reproductiva a otra, ya que también depende de las reservas energéticas de los
reproductores, la disponibilidad de alimento y de factores ambientales (Brooks et al.,
1997).

En varias especies de peces se ha observado una relacién positiva entre el
tamafo de las hembras desovantes y el tamafio del huevo (Lahnsteiner et al. 1999;
Kamler, 2005). No obstante, en los desoves de L. peru no se detectd una correlacion
positiva entre el peso de las hembras y el tamafio del huevo. Heinimaa & Heinimaa

(2004) reportaron en Salmo salar una débil relacion entre el tamafio de las hembras y
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el tamafio del huevo (R? = 0.049, p = 0.146). La importancia del tamafio del huevo
recae en el sentido de que huevos de mayor tamafio producen larvas vitelinas mas
grandes, con mayor cantidad de reservas alimenticias y con una mayor probabilidad
de supervivencia durante los primeros dias de vida (Brooks et al., 1997; Heinimaa &
Heinimaa, 2004).

A pesar de que no hay relacion entre el tamafio de la hembra y el tamafio del
huevo, en los desoves de L. peru, se detecto cierta variabilidad del tamafio del huevo
entre los desoves. Tal variacion puede estar asociada a alguna o varias de las
siguientes caracteristicas: condicion fisiolégica de la hembra, a la magnitud del
desove, al avance en la temporada de puesta, al origen de la poblacién, la latitud, la
temperatura, la disponibilidad de alimento y la salinidad (Kamler, 2005). Mas aun, en
especies con desoves parciales, el diametro del huevo difiere dentro de la misma
temporada reproductiva y depende de las reservas energéticas de la hembra y el
namero de desoves que ha tenido a lo largo de la temporada (Brooks et al., 1997;
Kamler, 2005). Lo cual, no es posible determinar al momento de la captura de los

reproductores de L. peru.

IX.2. Caracterizacion bioquimica

En L. peru se observa una elevada actividad enzimatica metabdlica en los
huevos fertilizados, la cual desciende paulatinamente hasta el momento previo de la
eclosion. La presencia de actividad enzimatica metabdlica ha sido reportada en
especies como Serranus cabrilla (Lahnsteiner, 2006), Mullus barbatus (Lahnsteiner,
2006), Sparus aurata (Lahnsteiner & Patarnello 2003, 2004a) y Diplodus puntazzo
(Lahnsteiner & Patarnello 2004b). Carnevali et al. (2001b) mencionan que durante el
inicio del desarrollo embrionario, la transcripcion ARNm se encuentra regulada por
proteinas asociadas al ARNm materno, y no es hasta la etapa de blastula tardia
(etapa cercana a la gastrulacion) que la transcripcién del ARN embrionario comienza,

lo cual puede explicar el patrén de actividad enzimatica en L. peru.
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Estudios recientes han reportado que los carbohidratos son la principal fuente
de energia durante la embriogénesis temprana (Ronnestad & Fyhn, 1993;
Sveinsdottir et al., 2006; Kamler, 2008; Gisbert et al., 2009), lo que sugiere la
presencia de rutas metabdlicas dirigidas a su aprovechamiento, particularmente la
glucdlisis, gluconeogénesis y la ruta de las pentosas. Los resultados del presente
estudio permitieron confirmar la capacidad de los embriones y larvas vitelinas de L.
peru de llevar a cabo estas tres rutas metabdlicas, indicado por la actividad
enzimatica glucosa-6-fosfatasa, la cual cataliza la defosforilaciéon de la glucosa-6-
fosfato a glucosa en el dltimo paso de la gluconeogénesis (Enes et al., 2008); por la
actividad enzimatica transaldolasa, que participa en la via de las pentosas
interviniendo en la conversién de las pentosas a hexosas para su degradacion
subsiguiente por la glucolisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Lehninger, 1995)
y por la actividad enzimatica lactato deshidrogenasa, que interviene en la ultima
etapa de la glucolisis reduciendo el piruvato a lactato (Enes et al., 2008). En este
sentido, la glucdlisis ha sido propuesta como la via mas importante como fuente de
energia en los huevos de peces durante las primeras etapas de desarrollo
(Boulekbache, 1981; Lahnsteiner et al., 2001; Lahnsteiner & Patarnello, 2003). El
patron de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa presente durante el
desarrollo embrionario de L. peru, ha sido reportado en huevos de Salmo irideus
(Boulekbache, 1981). Mediante estudios histoquimicos se observd que las células
con mayor cantidad de lactato deshidrogenasa se encuentran distribuidas en el
escudo embrionario y en la periferia del blastodisco y el periblasto. Estas células
estan relacionadas con los movimientos embrionarios (Boulekbache, 1981).

Durante el desarrollo embrionario de L. peru, las concentraciones de glucosa y
fructuosa mostraron un incremento desde la etapa de gastrula hasta la eclosion.
Lahnsteiner & Patarnello (2003) y Lahnsteiner (2006) reportaron un patron similar en
embriones de Sparus aurata. En conjunto, estos resultados sugieren que existe una
sintesis de carbohidratos durante la embriogénesis y los organismos no dependen
exclusivamente del reservorio de carbohidratos generados durante la ovogénesis. La
produccion de carbohidratos durante este periodo de desarrollo es de suma

importancia, ya que la glucosa ademas de ser utilizada directamente en la glucalisis,
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puede transformarse en pentosa (ribosa) en la via de las pentosas fosfato y ser
utilizada como recurso energético. También es la precursora en la formacién de otros
monosacaridos necesarios para la sintesis de acidos nucléicos (los cuales se
incrementan durante la embriogénesis) y polisacaridos (Lehninger et al., 1995;
Lahnsteiner & Patarnello, 2003; Lahnsteiner, 2006). Por su parte, la fructuosa
también es utilizada como recurso energético o servir como componente de
polisacaridos (Lehninger et al., 1995). En los oocitos de los peces teledsteos la
fructuosa es un componente de las glucoproteinas de los corpusculos corticales y de
las cadenas de oligosacaridos que juegan un papel importante durante la
organogénesis en el desarrollo embrionario (Lahnsteiner, 2006).

A pesar de la presencia y produccion de glucosa y del incremento en la
actividad enzimética glucosa-6-fosfatasa, no se encontr6 glucosa-6-fosfato en
ninguna de las etapas para ninguno de los desoves de Lutjanus peru, lo cual
contrasta con lo reportado en embriones de Dentex dentex (Giménez et al., 2006),
Serranus cabrilla, Mullus barbatus y Sparus aurata (Lahnsteiner, 2006) donde se ha
observado la presencia de glucosa-6-fosfato durante la ontogenia inicial, lo cual
sugiere que el método utilizado en el presente trabajo no fue lo suficientemente
sensible para detectar la presencia de éste metabolito.

Al momento de la eclosién, las larvas vitelinas de L. peru presentan un
descenso en la concentracion de proteinas, glucosa y fructuosa, asi como en las
actividades enziméticas de lactato deshidrogenasa y transaldolasa, ademas de un
incremento en las actividades enzimaticas de catepsina y de lipasa. Ronnestad &
Fyhn (1993) y Kamler (2008) mencionan que a partir de la eclosion la principal fuente
de energia para el desarrollo proviene de aminoacidos libres, proteinas vy lipidos, lo
cual concuerda con el incremento en la actividad enzimatica de catepsina y lipasa
observado en L. peru. Mas aun, en Cyprinus carpio y Gadus morhua se ha
observado un decremento en el coeficiente de respiracion y en la concentracion de
lactato en el momento de la eclosiéon (Kamler, 2008), lo cual indica que hay una
disminucién en la produccién de energia basada en carbohidratos (Balinsky, 1983).

En L. peru el incremento en la actividad enzimatica de la catepsina (enzima

relacionada con la degradacion de las proteinas vitelinas) estuvo acompafiado por
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una disminucion en la concentracion de proteinas, lo cual sugiere que a lo largo del
desarrollo se forman nuevos aminoacidos libres, los cuales ademés de ser la mayor
fuente de energia durante las primeras etapas del desarrollo, son esenciales para la
multiplicacion celular y para la formacion de tejidos y oOrganos. También son
importantes en el control osmaético y en la flotabilidad de los embriones, (Ronnestad
& Fyhn, 1993; Kamler, 2008). En especies como Sparus aurata (Carnevali et al.,
1999; Carnevali et al., 2001b), Perca fluviatilis (Kestemont et al., 1999),
Dicentrarchus labrax (Carnevali et al.,, 2001a) y Oncorhynchus mykiss (Kwon et al.,
2001) se han detectado diferentes tipos de catepsinas (A, B, C, D, E y L)
involucradas en distintas etapas del desarrollo de los organismos; sin embargo, la
tasa de actividad y los tipos de enzimas que actlan en cada etapa del desarrollo
dependen de la especie. Asi se ha observado actividad enzimética catepsina tanto
en huevos no fertilizados como fertilizados; durante el desarrollo embrionario; al
momento de la eclosidbn y en larvas con saco vitelino (Carnevali et al., 1999;
Kestemont et al., 1999; Carnevali et al., 2001a, b; Kwon et al., 2001).

En L. peru se observdé una mayor actividad enzimatica fosfatasa acida en
comparacién con la fosfatasa alcalina, esto también se presenta en larvas vitelinas
de Paralabrax maculatofasciatus hasta 3 dias después de la eclosion (Alvarez-
Gonzalez, 2003). Las fosfatasas acida y alcalina se encuentran involucradas en la
absorcion y transporte de nutrientes como glucosa, proteinas, lipidos, calcio y fosforo
inorganico (Alberts et al., 1996; Tengjaroenkul et al., 2002). La actividad enzimatica
de fosfatasa alcalina presentd un incremento durante la organogénesis (después de
la gastrulacion) y hasta las 24 hrs. después de la eclosion. Este patron de actividad
enzimatica se observo en Sparus aurata (Naz, 2009) y Dentex dentex (Gisbert et al.,
2009). Naz (2009) menciona que la fosfatasa alcalina es estimulada por las
fosfoproteinas y fosfolipidos presentes en el vitelo, los cuales tienen una mayor tasa
de degradacion durante la alimentacion endogena.

La presencia de enzimas digestivas al momento de la eclosion y antes del
comienzo de la alimentacion exdgena se han reportado en larvas de Perca fluviatilis
(Cuvier-Péres & Kestemont, 2002), Paralichthys californicus (Alvarez-Gonzélez et al.,
2006), Anarhichas minor (Savoie et al., 2008), Dentex dentex (Gisbert et al., 2009) y
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Sparus aurata (Naz, 2009). Sin embargo, se ha observado que esta actividad es baja
y se incrementa con el desarrollo.

En el presente trabajo se observa que la actividad enzimatica de lipasa
permanece practicamente constante durante el desarrollo embrionario y presenta un
incremento continuo desde la organogénesis hasta las 48 hrs. después de la
eclosion, se puede suponer que la elevada actividad enzimatica lipasa en la
alimentacion enddgena de L. peru es debida a la accion de ésta enzima sobre los
triacilglicéridos presentes en el glébulo de aceite. Este incremento se ha observado
en Dentex dentex (Gisbert et al.,, 2009) y Paralabrax maculatofasciatus (Alvarez-
Gonzélez, 2003) y ha sido sugerida la posible presencia de dos tipos de lipasas, las
primeras que se activan durante el desarrollo embrionario y larvario, las cuales
apoyan la absorcion del vitelo y el globulo de aceite y las segundas que son
secretadas directamente por el pancreas una vez que ha sido absorbido el vitelo, y
que hidrolizan las grasas provenientes del alimento exdgeno (Alvarez-Gonzélez,
2003).

La actividad enzimética de amilasa en L. peru se incrementd desde la etapa
de blastula hasta la eclosion. Al igual que lo reportado por Naz (2009) en Sparus
aurata, la actividad de ésta enzima después de la eclosion tuvo un decremento. Este
patrén de actividad esta relacionado con la hidrélisis del glucégeno, almacenado en
el vitelo, para la produccion de glucosa. Ha sido sugerido que las variaciones en la
actividad enzimatica amilasa durante esta etapa del desarrollo pueden estar dadas
por una programacion genética antes de la alimentacién exdégena (Naz, 2009).

La actividad enzimatica de tripsina se present6 desde los huevos fecundados
en L. peru y permanecio constante durante el desarrollo embrionario, posteriormente
se observa un incremento a partir de la eclosion con un pico maximo a las 24 h DE.
Este patron ha sido reportado en Perca fluviatilis (Cuvier-Péres & Kestemont, 2002),
Gadus morhua (Sveinsdéttir et al., 2006), Anarhichas minor (Savoie et al., 2008) y
Sparus aurata (Naz, 2009). La actividad de tripsina observada en los embriones
durante las etapas del desarrollo temprano indica que se encuentra codificada

genéticamente (Cuvier-Péres & Kestemont, 2002) y ha sido sugerido que se
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encuentra involucrada en la activacion de otras proteasas, como las catepsinas
(Carnevali et al., 2001a; Sveinsddéttir et al., 2006).

Por su parte, la actividad de quimotripsina no se registré en ninguno de los
desoves de L. peru, lo que pudo deberse a que el método utilizado no fue lo
suficientemente sensible, ya que reportes anteriores en especies como Perca
fluviatilis (Cuvier-Péres & Kestemont, 2002), Gadus morhua (Sveinsdottir et al., 2006)
y Dentex dentex (Gisbert et al., 2009) sefialan que la actividad de esta enzima es
muy baja al momento de la eclosion y que continla decreciendo entre 6 y 9 dias
después de la eclosion. Mas aln, la quimotripsina es una enzima que es activada por
la actividad de la tripsina (Lehninger, 1995; Lehninger et al., 1995; Sveinsdéttir et al.,
2006), de esta forma, el decremento observado en la actividad de tripsina al final de
la alimentacion endogena pudo provocar la no activacion y no deteccion de
quimotripsina, es decir, la falta del estimulo externo asociado a la alimentacién pudo
haber sido el responsable de que no se activara éste proceso (Sveinsdaéttir et al.,
2006; Gisbert et al., 2009).

IX.3. Implicaciones de las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas en la

calidad de los desoves

Los dos principales criterios que permiten definir a un desove como de buena
calidad son elevados porcentajes de eclosion y de supervivencia de las larvas. En la
mayoria de los casos, es dificil mantener una consistencia en la calidad (Kjorsvik et
al., 2003; Lahnsteiner & Patarnello, 2004a, b; Giménez et al., 2006), ya que es
comun que existan variaciones debidas a factores como la sobremaduracion, el
estado endocrino de las hembras durante la maduracion de los oocitos, factores
genéticos, la edad de las hembras, la dieta de los reproductores, el momento del
desove durante o fuera de la temporada de puesta, las propiedades intrinsecas del
huevo, el tratamiento de induccién y crianza; asi como factores ambientales (Brooks
et al., 1997; Kjorsvik et al., 2003; Kamler, 2005).
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Recientemente, los porcentajes de eclosibn y supervivencia han sido
correlacionados con diversas caracteristicas morfolégicas y parametros bioquimicos
durante diferentes etapas del desarrollo inicial en peces (Jonsson & Svavarsson,
2000; Lahnsteiner et al., 2001; Duncan et al., 2003; Kjorsvik et al., 2003; Lahnsteiner
& Patarnello, 2003; Rani, 2005; Giménez et al., 2006; Lahnsteiner, 2006; Bourque &
Phelps, 2007; Faulk & Holt, 2008; Bobe & Labbé, 2010) en un intento ya sea por
evaluar, predecir y/o mejorar la calidad de los desoves; a pesar de esto, los
resultados varian de manera intra e interespecificamente.

En el presente estudio no se encontr6 una correlacion entre el tamafio del
huevo y la supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion. El mismo
resultado se ha reportado en Salvelinus alpinus (Jénsson & Svavarsson, 2000). Sin
embargo, se observa una correlacion positiva entre el diametro del glébulo de aceite
y los porcentajes de fertilizacion (r = 0.73), eclosion (r = 0.68) y supervivencia hasta
el momento de la primera alimentacion (r = 0.98), la misma relacion fue descrita en
Sparus aurata y Diplodus puntazzo (Lahnsteiner & Patarnello, 2005).

En el presente trabajo se encontraron correlaciones positivas entre los
porcentajes de fertilizacion, eclosion y supervivencia en L. peru, caso contrario a lo
reportado en Dentex dentex, donde el porcentaje de eclosion no esta relacionado con
el porcentaje de mortalidad a la primera alimentacion (Giménez et al., 2006). Sin
embargo, estos autores sugieren que el porcentaje de eclosion no debe ser
considerado como el Unico indicador de calidad de los desoves y debe ser reforzado
con el porcentaje de supervivencia larvaria, ya que esto indicaria la calidad de las
reservas enddgenas contenidas en el saco vitelino y la supervivencia potencial
intrinseca de la larva. También se ha propuesto la proporcién de huevos flotantes
como un indicador de calidad (Brooks et al., 1997). Sin embargo, en el caso de L.
peru, la proporcion de huevos viables, mediante el método de flotabilidad, fue
aproximadamente del 100% para todos los desoves; aun asi, en los desoves 4y 5 se
presentd una alta tasa de mortalidad durante la etapa de gastrula, con una
supervivencia promedio de 14%, lo cual reduce la utilidad de ese parametro como
una caracteristica de buena calidad de los desoves; un resultado similar fue

reportado por Faulk & Holt (2008) en Rachycentron canadum.
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Las anormalidades de los blastdmeros en la etapa de divisiones mitGticas
iniciales ha sido uno de los criterios morfol6gicos mas utilizados, por la correlacién
observada con los porcentajes de eclosion y la viabilidad de las larvas vitelinas
(Shields et al., 1997; Kjorsvik et al., 2003). Lo cual concuerda con lo encontrado en L.
peru, ya que el porcentaje de anormalidades en los blastbmeros durante la etapa de
divisiones mitéticas iniciales esta correlacionado negativamente con los porcentajes
de fertilizacion, eclosidon y supervivencia hasta el momento de la primera
alimentacion. Por otra parte, Giménez et al. (2006) observaron en Dentex dentex una
correlacion muy baja entre la tasa de anormalidades y el porcentaje de eclosiéon y la
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion. Estos autores
mencionan que cuando las anormalidades morfoldgicas de los blastbmeros son bajas
o los huevos hayan sido evaluados en etapas tardias de desarrollo, la mortalidad de
los embriones puede estar enmascarada por otros factores.

Se han observado diferentes tipos de anormalidades de los blastémeros
durante la segmentaciéon en Hippoglossus hippoglossus (Shields et al., 1997),
Melanogrammus aeglefinus (Rideout et al., 2004) y Gadus morhua (Rani, 2005)
como: disposicién asimétrica, diferencia en el tamafio, poca adhesion, poca
definiciobn en el margen celular y presencia de vacuolas. De las cuales, la poca
adhesion entre los blastomeros es la anormalidad que presenta menores porcentajes
de eclosion y menor viabilidad de los embriones, indicando que ésta anormalidad
interfiere severamente en la embriogénesis (Rideout et al.,, 2004; Rani, 2005). Por
otra parte, Shields et al. (1997) y Rideout et al. (2004) concluyen que la asimetria en
los blastomeros no reduce la viabilidad a pesar de ser la anormalidad mas comun;
sin embargo, este tipo de anormalidad se encuentra fuertemente correlacionada con
las otras anormalidades (algunas de las cuales pueden reducir la viabilidad
embrionaria) proponiendo que la observacion de asimetrias en los blastomeros
puede ser suficiente indicador de una mala calidad en el desove. No obstante, Vallin
& Nissling (1998) proponen que el criterio de anormalidades debe ser utilizado con
prudencia y no como un indicador directo de la viabilidad larvaria. Lo anterior debido

a que en Gadus morhua observaron que huevos con anormalidades en las etapas de
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division temprana, blastula y gastrula podian desarrollarse normalmente en larvas
viables.

La composicion bioquimica de los huevos depende de diversos factores,
incluyendo diferencias genéticas intraespecificas, la dieta o la edad de los
reproductores y el periodo de desove (Faulk & Holt, 2008). Aunado a esto, en
individuos con un origen silvestre, la composicion del huevo y su calidad
probablemente se encuentran influenciadas por factores ambientales externos,
mientras que en los organismos en cautiverio estas caracteristicas se encuentran
mas afectadas por la respuesta individual de los peces al tratamiento hormonal o por
su tolerancia al estrés durante la manipulacion (Lahnsteiner et al., 2001).

Independientemente, cada etapa del desarrollo embrionario esta caracterizada
por distintos niveles de metabolitos y de actividad enzimética. Por lo tanto, solo
aquellos parametros bioquimicos cuyos niveles permanezcan relativamente estables
durante el desarrollo embrionario pueden ser utilizados como potenciales indicadores
de la calidad del desove (Lahnsteiner & Patarnello; 2004b). En Sparus aurata, por
ejemplo, parametros con estas caracteristicas son las actividades enzimaticas de
glucosa-6-fosfatasa, transaldolasa, fosfatasa acida y el metabolito glucosa-6-fosfato
(Lahnsteiner & Patarnello, 2003; Lahnsteiner & Patarnello, 2004a). En el presente
trabajo, los parametros bioquimicos detectados permanecen relativamente
constantes o presentan pequefas variaciones sin diferencias significativas entre las
etapas del desarrollo embrionario de L. peru. Sin embargo, esto no implica que todos
los parametros analizados puedan ser utilizados como indicadores de la calidad del
desove en esta especie.

Se observaron diferencias marginalmente significativas entre el grupo A
(desoves 1, 2 y 3 con %E mayores de 80%) y el grupo B (desoves 4 y 5 con %E
menores de 55%), con respecto a la concentracion de proteinas, glucosa y fructuosa,
y las actividades enzimaticas lactato deshidrogenasa, transaldolasa, glucosa-6-
fosfatasa, lipasa, tripsina y amilasa, esto sugiere que al incrementarse el nimero de
muestras se podria observar una diferencia significativa (p < 0.05).

El grupo B de desoves de L. peru presenté menores niveles de actividad de
transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa que el grupo A. En Sparus aurata, reducidas
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actividades enziméticas transaldolasa (enzima reguladora de la via de las pentosas)
y glucosa-6-fosfatasa (enzima clave en la gluconeogénesis) son indicativos de
huevos de mala calidad (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a).

En el presente trabajo se observa una alta concentracion de glucosa y
fructuosa y una baja actividad enzimética de la glucosa-6-fosfatasa en el grupo B. En
Dentex dentex se reporta que huevos de mala calidad contenian altas
concentraciones de cetosa (dentro de las cuales la fructuosa es de las mas
importantes en el tejido animal), glucosa-6-fosfato y glucosa (Giménez et al., 2006).
Lo anterior puede indicar un dafio o una baja actividad en la glucdlisis y
gluconeogénesis dando como consecuencia una acumulacién de estos metabolitos.
Lahnsteiner & Patarnello (2004a) y Giménez et al. (2006) mencionan que los
carbohidratos son sintetizados durante el desarrollo embrionario para usarlos en las
etapas finales para produccibn de energia y en funciones mecanicas y de
osmoregulacién, esto sugiere que los embriones provenientes de los huevos de mala
calidad no estén utilizando carbohidratos para la produccion de energia y otros
sustratos, como lipidos, sean utilizados en su lugar. La elevada actividad enzimatica
de lipasa en el grupo B, en comparacién con el grupo A sugiere que probablemente
los lipidos, sean utilizados en lugar de los carbohidratos.

La comparacién entre los grupos A, B y C (huevos no viables obtenidos de los
desoves 4 y 5) no detectd diferencias significativas entre ellos, esto debido
probablemente al bajo nimero de muestras (n = 7).

La necesidad de una estimacion precisa de la calidad de los desoves es
primordial para aclarar si las altas tasas de mortalidad durante las primeras etapas
de vida, son debido a la calidad del huevo o a la viabilidad inicial de la larva. Lo que
permitira, en determinado momento, justificar el utilizar o descartar un desove para
llevar a cabo su cultivo. Es por esto, que algunos estudios han tratado de explicar las
variaciones en la calidad del desove ajustando modelos de regresion entre la
actividad enzimatica y concentracién de metabolitos con los criterios de calidad.

En el presente estudio no se observé una correlacion entre metabolitos y el
porcentaje de eclosion, contrario a esto Giménez et al. (2006) basados en el calculo

del coeficiente de correlacion de los modelos de regresion simple encontraron que la
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actividad enzimética piruvato cinasa y la concentracibn de glucosa, ribosa y
monosacaridos estan relacionados con el porcentaje de eclosion en Dentex dentex.
Sin embargo, en L. peru se observO que el porcentaje de eclosion esta
correlacionado con la concentracion de proteinas y las actividades enzimaticas
transaldolasa y glucosa-6-fosfatasa. Estas dos enzimas son esenciales en el
metabolismo de los carbohidratos. Lahnsteiner & Patarnello (2003) y Lahnsteiner
(2006) mencionan que los huevos ovulados tienen la capacidad para llevar a cabo
los procesos de gluconeogénesis y la via de los fosfatos de pentosa, ademas
resaltan la importancia de un buen funcionamiento de éstas rutas metabdlicas con
respecto a un desarrollo embrionario exitoso.

En L. peru se encontrd una relacion entre el porcentaje de anormalidades y la
concentracion de proteinas, glucosa y fructuosa, y la actividad enzimatica glucosa-6-
fosfatasa. Las correlaciones positivas de los metabolitos y negativa de la actividad
enzimatica con respecto a éste parametro, podrian dar un indicio de una falla en el
metabolismo de los carbohidratos, observada por una saturacion de metabolitos y
una baja actividad glucosa-6-fosfatasa. Sin embargo, Giménez et al. (2006)
mencionan que el porcentaje de anormalidades es un criterio poco utilizado debido al
método de toma de muestra, ya que en el caso de desoves espontdneos dentro del
tanque de mantenimiento no es posible evaluar este parametro durante las etapas
tempranas del desarrollo embrionario.

En L. peru, al igual que en Sparus aurata (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a), el
porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera alimentacién estuvo
correlacionado con la actividad enzimatica glucosa-6-fosfatasa, ademas éste criterio
de calidad también se correlacion6 con las actividades lactato deshidrogenasa y
tripsina.

La actividad enziméatica glucosa-6-fosfatasa se encuentra correlacionada con
los criterios de calidad analizados, dando un indicativo de la importancia de los
procesos de gluconeogénesis y glucolisis (Enes et al.,, 2008), durante el desarrollo
embrionario y en la larva vitelina en L. peru.

Ajustando modelos de regresion simple, los porcentajes de eclosion y

anormalidades en L. peru, se relacionaron con la concentracién de proteinas (R? =
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0.75) para el primer parametro, y la concentracion de glucosa (R* = 0.77) y fructuosa
(R?* = 0.79) en el segundo. El Gnico pardmetro bioquimico relacionado con la
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion fue la actividad
enzimatica tripsina (R? = 0.78). En Sparus aurata (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a),
Puntazzo puntazzo (Lahnsteiner & Patarnello, 2004b) y Dentex dentex (Giménez et
al., 2006) se han observado coeficientes de regresion simple bajos, con diferentes
pardmetros bioguimicos, con respecto a la supervivencia pos-eclosién (R? < 0.450,
R? < 0.445 y R? < 0.5, respectivamente). A pesar de que los niveles de significancia
obtenidos en L. peru son mayores a los reportados para las tres especies antes
mencionadas, estos resultados sugieren que la calidad de los desoves en L. peru no
se puede explicar con una sola variable independiente.

Siguiendo lo propuesto por Lahnsteiner & Patarnello (2004a), en el presente
trabajo se obtuvieron modelos de regresion multiple, observandose un incremento
considerable en el coeficiente de regresion para explicar las variaciones de los
porcentaje de eclosion (R* = 0.99), anormalidades en los blastémeros (R* = 0.96) y
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion (R? = 0.98).

En comparacién con los modelos obtenidos para L. peru, los coeficientes de
regresion multiple entre la supervivencia pos-eclosion y los parametros bioquimicos
en Sparus aurata (Lahnsteiner & Patarnello, 2004a), Puntazzo puntazzo (Lahnsteiner
& Patarnello, 2004b) y Dentex dentex (Giménez et al., 2006) fueron menores (R? =
0.741, R? < 0.535 y R? < 0.948, respectivamente). Sin embargo, estos autores
mencionan que estos modelos pueden predecir la calidad del desove con un nivel de
significancia elevado.

Para explicar la variabilidad de los indicadores de calidad en los desoves de L.
peru se proponen dos modelos para el porcentaje de eclosion y dos para el
porcentaje de anormalidades en los blastomeros. Para ambos casos se recomienda
el modelo donde interviene la glucosa, esto debido a que éste metabolito interviene
directamente en el metabolismo de los carbohidratos, el cual es utilizado en mayor
medida para la obtencién de energia durante el inicio del desarrollo embrionario
(Ronnestad & Fyhn, 1993; Sveinsdéttir et al.,, 2006; Kamler, 2008; Gisbert et al.,

2009). Ademas es precursora en la formacion de monosacaridos necesarios para la
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produccion de acidos nucléicos (Lahnsteiner, 2006). Sin embargo, los dos modelos
obtenidos para el porcentaje de eclosion presentan correlaciones altas entre las
concentraciones de proteinas y glucosa (r = 0.84) para el primero, y proteinas y
fructuosa (r = 0.92) para el segundo. Por lo que se sugiere que ambos modelos se
deben utilizar con cuidado al momento de explicar la variabilidad del porcentaje de
eclosion.

A pesar de que la glucosa-6-fosfatasa no se encuentra correlacionada con los
porcentajes de eclosion y las anormalidades en los blastomeros en las regresiones
simples, contribuye a incrementar el coeficiente de regresion multiple. Lahnsteiner &
Patarnello (2004a) mencionan que lo anterior también resalta otra vez la importancia
del metabolismo de los carbohidratos durante el desarrollo de huevos y larvas de
peces.

La variacion en el porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera
alimentacion en el huachinango del Pacifico se puede explicar por medio de cinco
modelos de regresion multiple, donde, aparte de la actividad enzimatica metabdlica
interviene la actividad enzimatica digestiva. Cabe destacar, que de los cinco modelos
propuestos para éste indicador de calidad, en cuatro de ellos participan las
actividades enzimaticas fosfatasa alcalina y tripsina. La fosfatasa alcalina es una
enzima litica involucrada en el catabolismo de los fosfolipidos y en la defosforilacion
de la fosfovitina del vitelo. Se ha observado en organismos como Dentex dentex
(Giménez et al.,, 2006) que altos niveles de actividad de ésta enzima estan
correlacionados con la mortalidad larvaria, lo cual puede indicar que el vitelo fue
consumido rapidamente en las etapas del desarrollo temprano, dando como
consecuencia larvas con pocas reservas en el saco vitelino antes de la alimentacién
exégena. Lo anterior puede ser explicado en los modelos de regresién multiple,
debido a que la fosfatasa alcalina presenta valores negativos con relacion al
porcentaje de supervivencia. En cuanto a la tripsina, ésta es una proteasa que
cataliza la hidrdlisis de aquellos enlaces peptidicos en que el grupo carbonilo es
aportado por el residuo de lisina o de arginina (Lehninger, 1995). Esta enzima tiene
la capacidad de activar a otras proteasas y se encuentra directamente relacionada

con el proceso de primera alimentacion y por ende con la supervivencia larvaria.
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Entre los cinco modelos de regresiéon mdultiple para explicar la supervivencia
hasta el momento de la primera alimentacion en L. peru, se recomienda que se utilice
la combinacién de las variables independientes tripsina y fosfatasa alcalina (R? =
0.98 p < 0.005), esto debido a que la correlacion entre las variables no es
significativa (r = -0.09) y es el modelo de regresion multiple que menos variables
tiene. Con base en esto, Lahnsteiner & Patarnello (2004a) mencionan que son
preferibles los modelos que usan un namero bajo de variables, ya que reducen el

esfuerzo del andlisis.
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X. CONCLUSIONES

e Existe una relacién inversa entre los porcentajes de fertilizacion, eclosion y
supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion con respecto al
porcentaje de anomalias en los blastomeros, lo que hace a éste parametro un

buen criterio morfoldgico para evaluar la calidad de los desoves de L. peru.

e La elevada correlacion de la actividad enzimética de la glucosa-6-fosfatasa
con los porcentajes de eclosion, anormalidades y supervivencia, sugiere que

esta enzima esta involucrada en la calidad de los desoves.

e La glucosa-6-fosfatasa es una enzima clave en los modelos de regresion
multiple para explicar las variaciones en los porcentajes de anormalidades de

los blastomeros y eclosion.

e Las actividades enzimaticas fosfatasa acida y tripsina intervienen en la
variacion del porcentaje de supervivencia hasta el momento de la primera

alimentacion.

¢ Ninguna de las enzimas digestivas interviene en la explicacion de la variacion

de los porcentajes de eclosion y anormalidades de los blastbmeros.

e La presencia de actividad enzimatica digestiva durante el desarrollo de las
larvas vitelinas del huachinango del Pacifico sugiere que la alta tasa de
mortalidad al momento de iniciar la alimentacion exdgena de esta especie no

se encuentra relacionada con la capacidad digestiva.

e Los huevos fecundados de L. peru tienen la capacidad enziméatica para llevar
a cabo los procesos de glucdlisis, gluconeogénesis y la ruta de las pentosas
fosfato, recalcando la importancia del metabolismo de los carbohidratos

durante el desarrollo embrionario.
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XI. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten hacer las siguientes

sugerencias para futuros estudios relacionados con la caracterizacion bioquimica y

fisiologica del metabolismo energético y sus implicaciones con la calidad de los

desoves del huachinango del Pacifico Lutjanus peru.

Observar el tipo de anormalidades de los blastémeros en los desoves con
base en los criterios propuestos por Shields et al. (1997), Rideout et al.
(2004) y Rani (2005), e identificar el tipo de anormalidad que presenta una

mayor correlacion con la mortalidad larvaria.

Evaluar la forma del glébulo de aceite como un parametro potencial en la
determinacién de la calidad de los desoves con base en lo propuesto por
Lahnsteiner & Patarnello (2005), por la elevada correlacion que se observa
entre el diametro de ésta estructura y el porcentaje de supervivencia hasta

el momento de la primera alimentacion.

Evaluar la concentracién de glucosa-6-fosfato y la actividad enzimatica
quimotripsina mediante otro método bioquimico para eliminar la

incertidumbre de la sensibilidad del método utilizado en el presente trabajo.

Continuar la caracterizacion de la actividad enzimatica digestiva de las

larvas hasta el punto de no retorno.

Incrementar el nimero de muestras (desoves) para observar si existen
diferencias significativas entre los desoves con bajos porcentajes de
eclosion y supervivencia hasta el momento de la primera alimentacion y los

pardmetros bioquimicos.

Caracterizar los desoves con base al contenido de material energético
(proteinas, aminoacidos libres y acidos grasos) y su efecto en la calidad de
los desoves; asi como su relacion con la alimentacion de los

reproductores.
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XIII. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de regresion y correlacion entre los principales criterios de calidad

y la concentracion de proteinas y metabolitos energéticos y la actividad enzimatica

metabdlica en las etapas | y IV (*) durante el desarrollo embrionario del huachinango

del Pacifico Lutjanus peru. Parametros bioquimicos: Proteinas (a, b, c, d*); fosfatasa

acida (e, f, g, h*); fosfatasa alcalina (i, j, k, I*); lactato deshidrogenasa (m, n, i, 0*);

transaldolasa (p, g, r, s*); glucosa-6-fosfatasa (t, u, v, w*); glucosa (x, y, z, ai*) y

fructuosa (by, c1, di, €1%).
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Anexo 2. Andlisis de regresion y correlacion entre los principales criterios de calidad

y la actividad enzimética digestiva en las etapas | y IV (*) durante el desarrollo

embrionario del huachinango del Pacifico Lutjanus peru. Parametros bioquimicos:

amilasa (a, b, c, d*); lipasa (e, f, g, h*); tripsina (i, j, k, I*) y catepsina (m, n, fi, 0*).
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