TESIS DEFENDIDA POR
Ma. De la Luz Paola Pérez Arvizu
Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE

Monica Hernandez Rodriguez Juan Pablo Lazo Corvera
Co-Director del Comité Co-Director del Comité
Benjamin Bardn Sevilla Oscar sosa Nishisaki
Miembro del Comité Miembro del Comité
Meritxell Riquelme Pérez Dr. David Hilario Covarrubias Rosales
Coordinador del programa de Director de Estudios de Posgrado

posgrado en Ciencias con

Orientacion en Acuicultura

31 de agosto de 2009



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION SUPERIOR DE
ENSENADA

D

CICESE

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS
CON ORIENTACION EN ACUICULTURA

EFECTO DE LA DENSIDAD DE SIEMBRA EN JUVENILES DE LENGUADO DE
CALIFORNIA Paralichthys californicus EVALUADO MEDIANTE INDICADORES DE
ESTRES

TESIS
Que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:

MA. DE LA LUZ PAOLA PEREZ ARVIZU

Ensenada, Baja California, México. Agosto, 2009.



RESUMEN de la tesis de Ma. De la Luz Paola Pérez Arvizu, presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con
Orientacién en Acuicultura.

Ensenada, Baja California, México. Agosto, 2009.

EFECTO DE LA DENSIDAD DE SIEMBRA EN JUVENILES DE LENGUADO DE
CALIFORNIA Paralichthys californicus EVALUADO MEDIANTE INDICADORES DE
ESTRES.

Resumen aprobado por:

Monica Hernandez Rodriguez Juan Pablo Lazo Corvera

Co-Director del Comité Co-Director del Comité

El lenguado de California (Paralichthys californicus) es una especie de alto
valor comercial, con un buen potencial demostrado para su cultivo a
escala comercial. Sin embargo, aunque hasta la fecha se tiene lograda la
produccion controlada de juveniles en laboratorio, se desconocen aun
muchas variables de los aspectos relacionados con las condiciones
Optimas de cultivo durante la etapa de engorda. Entre estas variables, la
densidad Optima de siembra que resulte en un mayor crecimiento y
produccion total es de suma importancia, permitiendo asi lograr un cultivo
mas eficiente, rentable y sustentable. Por lo tanto, en esta investigacion se
evaluaron cuatro densidades de siembra; 25%, 50%, 75% y 100% de la
cobertura del area del tanque (CAT), analizando el crecimiento, la
sobrevivencia y la biomasa de los organismos, asi como algunos
indicadores de estrés tales como la glucosa, indice hepatosomatico y
concentraciones de cortisol en la sangre.



Para poder llevar a cabo éste experimento se utilizaron organismos de 2.6
g de peso promedio colocando 38, 75, 112 y 149 organismos para las
densidades de 25, 50, 75 y 100% CAT respectivamente. Los organismos
fueron colocados dentro de jaulas de malla plastica de 0.16 m2 de
superficie de fondo la cual fue colocada dentro de tanques circulares de
fibora de vidrio de 220 L de capacidad los cuales estuvieron conectados a
un sistema de recirculacion semi-cerrado. Los resultados obtenidos
demuestran que estadisticamente no se registraron diferencias
significativas entre las cuatro densidades de siembra en el crecimiento de
los organismos, aungue si existe una tendencia a un mejor crecimiento y a
obtener organismos mas grandes en la densidad de 75% de CAT. La
sobrevivencia fue mayor en las densidades de siembra mas altas, 75% y
100% de CAT y también logran obtener las mayores biomasas a final del
cultivo. En relacién a los indicadores de estrés, los niveles de cortisol fueron
menores en las densidades mas altas evaluadas (75%y 100% CAT), al igual
que el indice hepatosomatico, lo cual sugiere que en éstas densidades de
siembra se experimentd un menor grado de estrés. Asi mismo, la menor
concentracidn de glucosa se observé en la densidad de siembra del 75%
de CAT, lo que indica que en ésta densidad los organismos presentan un
menor grado de estrés. Con base en estos resultados, se recomienda
utilizar una densidad de siembra de 75% CAT para un cultivo mas
productivo, eficiente y rentable.

Palabras Clave: Paralichthys californicus, densidad, crecimiento.



ABSTRACT of the thesis presented by Ma. De la Luz Paola Pérez Arvizu as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree whit
guidance in Aquaculture.

Ensenada, Baja California, México. August, 2009.

EFFECT OF SOWING DENSITY ON JUVENILE OF THE SOLE OF CALIFORNIA
Paralichthys californicus EVALUATED BY INDICATORS OF STRESS

ABSTRACT

The California halibut (Paralichthys californicus) is a high value species with
a good potential for commercial aquaculture production. Although,
ssuccessful spawning in captivity and larval rearing techniques has been
developed with good growth and survival, many grow-out culture
conditions are still unknown. Of particular importance is the knowledge of
the initial fish stocking density that would result in higher growth and survival
and thus result in higher and more efficient production systems. Therefore, in
the present study the effect of four stocking densities were evaluated in
terms of growth, survival and three indicators of stress condition in fish
(cortisol and glucose concentrations in blood and the hepatosomatic
index, HSI). 38, 75, 112 and 149 juvenile California halibut with an initial
weight of 2.6 g and a body surface area of 10.77 cm?2, were stocked in
cages of 0.16 m2 to provide 25, 50, 75 and 100% of the tank coverage area
(TCA), respectively. Cages were suspended inside twelve 220-L circular
fiberglass tanks connected to a marine recirculating system. Fish were fed
5% of their body weight per day during 10 weeks with a commercial floating
diet containing 45% protein. Although there was a clear trend of increase
growth with increasing stocking density (in particular at the 75% TCA), no
significant effect of stocking density on final weight was found at the end of
the experiment. However, significantly higher survival was found in the 75
and 100% TCA treatments which resulted in higher final biomass compared
to the two lower stocking densities.



Blood cortisol levels and HSI values were lower in the 75 and 100% TCA,
indicating that the fish in the higher stocking densities were less stressed that
the two lower densities. Similarly, blood glucose levels were lower in the fish
stoked at 75% TCA. Based on the results from this study, it is recommended
to initially stock juveniles California halibut at 75% TCA to obtain higher final
biomass and raised the fish in an apparent less stressful condition.

Keywords: Paralichthys californicus, density, growth.
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l. INTRODUCCION

Los océanos han sido considerados fuente ilimitada de recursos, capaces
de alimentar a la poblaciobn mundial, sin embargo, la demanda por estos
recursos se ha incrementado a tal grado que supera significativamente la
produccion mundial de productos pesqueros dedicados al consumo
humano. Es en éste punto donde se tiene que recurrir a la Acuicultura la
cual es el cultivo de especies acuaticas en condiciones controladas (Avilés
et al.,, 2005). En el afio 2004, la acuicultura representaba el 32.4% de la
produccién mundial de los productos pesqueros mundiales destinados a la
alimentacion (FAO, 2007).

México se identifica como un pais con gran potencial de desarrollo
acuicola debido al clima, los recursos naturales y a las especies nativas con
potencial de cultivo. Para la acuicultura, el noroeste de México, por su
productividad acuicola es la regiobn mas importante del pais, ya que cerca
de 65% de la produccion nacional proviene de esta zona. Sonora y Sinaloa
aportan cerca de 40% de la produccién total, con mas de 300 granjas de
cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei), mientras que los
principales laboratorios de produccidon de postlarvas de camardn se
encuentran en el estado de Sinaloa. Baja California Sur es una entidad que
alberga especies de peces marinos de alto valor comercial, como el pargo
rojo, el atun aleta amarila, el robalo y el lenguado, los cuales son

susceptibles de cultivo (Avilés et al., 2005).

El lenguado de California es un pez plano del género Paralichthys que se
distribuye desde el Rio Quilayute en Washington EE.UU. hasta Bahia

Magdalena en Baja California Sur, México. Su pesqueria comercial y



deportiva se concentra principalmente en el centro y sur de las costas de
California y de Baja California. De los peces planos que se capturan en
California, el lenguado de California, P. californicus es la especie de mayor
importancia en la pesca comercial y deportiva (Allen, 1988), debido, entre
otras cosas, a que alcanza grandes tallas de hastal.5 m de longitud total y
32 kg de peso (Millery Lea, 1972). La captura comercial de esta especie ha
disminuido desde principios del siglo pasado. La explicacion sobre el
descenso de la pesqueria se debe a la sobre explotacidn de las
poblaciones de reproductores, y a la destrucciéon y alteracién de los habitat

de resguardo (Ish y Stroman, 2006).

La acuicultura comercial de los peces planos se practica desde hace
décadas con gran éxito. Por las causas antes mencionadas se considera al
Lenguado de California como un excelente candidato para su cultivo.
Algunos estudios realizados con esta especie (Kramer, 1990) demuestran
gue son tolerantes a las densidades elevadas y su crecimiento es rapido.
Debido a que los adultos pasan su vida en el fondo de los tanques sin

moverse, el costo metabdlico es relativamente bajo (Piedrahita et al., 2004).

En la acuicultura intensiva, ciertos factores biolégicos y ambientales, como
las altas densidades de siembra, las alteraciones quimicas del agua, los
procedimientos de manejo y el tratamiento de enfermedades, entre otros,
son factores tipicos que sobrepasan las capacidades biol6égicas normales
de los peces. Estos factores pueden afectar la capacidad de los
organismos, ocasionando bajas tasas de crecimiento y altas mortalidades.
Los peces como otros animales, pueden sobrevivir bajo condiciones
desfavorables durante tiempos limitados empleando mayor cantidad de
energia y ciertos nutrientes (Wedemeyer, 1996).

l.1. ESTRES



El estrés se define como la respuesta enddégena de un organismo a una
demanda fisiolégica ejercida sobre él, la cual causa un incremento de su
estado fisiolégico 6ptimo, al punto que las posibilidades de sobrevivencia
pueden ser reducidas. El estrés se refiere al estado alterado del pez mientras
que la respuesta al estrés es aquella manifestacion fisiolégica o
comportamiento que puede ser medida para indicar el grado de estrés

experimentado (Stickney, 2000)

Los efectos adversos causados en la salud de los peces por las alteraciones
ambientales (por ejemplo, densidad, calidad del agua, oxigeno, salinidad,
amonio, nitritos, nitratos) incrementan rapidamente el grado de estrés, sobre
todo cuando los limites de la tolerancia son alcanzados o excedidos. Los
efectos asociados al estrés pueden conducir rapidamente a altas
mortalidades, sin embargo, muchos de estos factores estan bajo control
durante las practicas de cultivo. En relacion a las altas densidades de
siembra o al manejo excesivo de los organismos, el estrés agudo o crénico
puede producir que en el organismo se excedan los limites de la tolerancia
fisioldgica, lo que podria reducir rApidamente la sobrevivencia. La densidad
de cultivo es uno de los estresores mas importantes en un sistema de cultivo,
debido a que influye en el crecimiento y la mortalidad de los organismos.
Generalmente esta situacion no se toma en cuenta por los productores ya
que se encuentran influenciados por la implacable presibn econémica

(Wedemeyer, 1996).

Durante la década pasada los acuicultores incrementaron su interés acerca
del estudio del estrés en los peces, y muchos de ellos ahora reconocen que

el manejo del estrés debe ser una parte importante para entender y poder



levar a cabo de manera exitosa la alimentaciéon, el control de
enfermedades, la seleccidn genética y las practicas de cultivo. Mientras la
respuesta de un pez al estrés es considerada un comportamiento
adaptativo, el estrés es un problema en la acuicultura debido a sus efectos
negativos en el rendimiento de los organismos, el metabolismo, el
crecimiento, la resistencia a enfermedades y en su capacidad reproductiva
(Stickney, 2000).

Por lo general, los organismos tienen una respuesta similar al estrés,
independientemente de cual es el factor que lo cause, ya sea; (1) el
manejo de los organismos durante el cultivo (uso de redes, confinamiento
durante el transporte, uso de tratamientos profilacticos, biometrias); (2)
cambios en la quimica del agua (turbidez, pH, temperatura); o (3) factores
de interaccién bioldgica, jerarquias dominantes, entre otros (Wedemeyer,
1996), y es en éste punto donde se desarrolla el Sindrome General de
Adaptacidon (GAS) o Ley de Selye el cual se refiere a los cambios y las
manifestaciones atipicas que se producen como respuesta al estrés.

El Sindrome General de Adaptacion tiene distintas etapas segun la duraciéon

del agente estresor:

- Reaccion inicial de alarma: La primera reaccion del animal es
intentar huir o enfrentar el peligro lo cual activa un amplio rango
de funciones fisiol6gicas: 1) Activacion motora, ritmo cardiaco,
flujo sanguineo hacia los érganos mas activos: cerebro, corazén y
musculo esquelético, 2) Flujo sanguineo hacia las branquias y
estimulo de la captaciéon de oxigeno y 3) Aumento de la tasa

metabdlica. (Barandica y Tort, 2008). A nivel hormonal el eje



pituitaria-interrenal es activado liberando Ilas hormonas
catecolaminas y los corticoesteroides. Estas hormonas inician una
serie de compensaciones cardiovasculares y cambios en la

guimica sanguinea (Wedemeyer, 1996).

- Etapa de resistencia: Continla el estrés, el animal trata de
adaptarse a la nueva situacién y los niveles de las catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) vuelven a valores normales y se
libera el cortisol (Barandica y Tort, 2008). Los sistemas fisiologicos
han compensado exitosamente el estado de estrés y se ha
alcanzado la aclimatacioén. Este evento tiene un costo energético
por la compensacién, por lo que el crecimiento puede ser
reducido (Wedemeyer, 1996).

- Estado de agotamiento: Se mantiene la situacion de estrés y los
niveles de cortisol durante un largo periodo y la activacion del
metabolismo interfiere con los demas procesos fisiolégicos y
pueden llegar a ser letales para el organismo (Barandica y Tort,
2008). La duracion o la intensidad de los factores estresantes han
excedido los limites de tolerancia. La proteccién que el sistema
inmune podia ofrecer se encuentra dafiada y pueden aparecer

en los peces las enfermedades (Wedemeyer, 1996).

Los peces pueden o no seguir estas manifestaciones, por lo que se han
sugerido otros marcos conceptuales para investigar las respuestas al estrés
considerando los cambios compensatorios presentados por los organismos,
los cuales se han dividido en respuestas primaria, secundaria, terciaria y

cuaternaria (Wedemeyer, 1996).



La respuesta primaria ocurre a nivel del sistema endocrino,

inmediatamente después de la percepcidn de un estimulo
estresor, se libera corticotropina del hipotalamo, la cual estimula a
la pituitaria a liberar la hormona adrenocorticotropica (ACTH). La
ACTH circula a las células interrenales en la regidon anterior del
rion y estimula la secrecidn de cortisol. Asi mismo, el rifidn es
estimulado por el sistema nervioso simpatico para liberar

adrenalina y otras hormonas catecolaminas.

La respuesta secundaria se manifiesta como cambios adaptativos

en la quimica de la sangre y en los tejidos. Por ejemplo, el
incremento en la perfusion branquial, el incremento en la
circulacion de azucar en la sangre (hiperglucemia) y la reduccién
del tiempo de coagulacién. Eventualmente pueden ocurrir
cambios mas severos, tales como linfopenia, hemorragia del timo
e hipertrofia interrenal. En la sangre se pierden electrolitos debido
a la diuresis lo que podria provocar un fallo ionorregulador y el
colapso del sistema circulatorio (Wedemeyer, 1996). Existe una
disminucion de leucocitos, proteinas musculares, glucégeno y
acidos grasos, al mismo tiempo que aumenta el lactato

(Barandica y Tort, 2008).

La respuesta terciaria se observa a nivel del organismo en la

reduccion del crecimiento, disminuciobn de Ila resistencia

inmunitaria y cambios de comportamiento reproductivo.



- Larespuesta cuaternaria es cuando el estrés llega a ser cronico y

su efecto acumulativo se manifiesta a nivel de poblaciéon y en el
ecosistema. A este nivel el reclutamiento puede disminuir
provocando una reduccion en el tamafio de la poblaciéon y una

alteracion en la composicidn de la especie (Wedemeyer, 1996).

La respuesta del organismo a condiciones estresantes se produce en el eje
adrenocortical hipotalamo-hipo6fisis para restablecer la homeostasis y
también el control de las enfermedades (Goldstein, 1977). En los peces éste
mismo eje se denomina Eje Hipotalamo-Pituitario-Interrenal (HPI) ya que los
peces no poseen un glandula adrenal como tal, sino un conjunto difuso de
células interrenales. Los estresores son primero percibidos por los sensores
del sistema nerviosos central, especificamente en el hipotadlamo dénde se
origina y se regula al eje Hipotadlamo-Pituitario-Interrenal (HPI). La primera
hormona en el eje HPI de los teledsteos es la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y es liberada por las neuronas hipotalamicas. La CRH
estimula la liberacion de la ACTH de la pituitaria la cual induce la
produccion y liberacion del cortisol, por las células interrenales. Las
catecolaminas (cortisol) se originan en las células interrenales del rindén y
activa varias respuestas cardiovasculares, respiratorias, inmunes Yy
metabdlicas dirigidas a aliviar los efectos perjudiciales asociados con los
estresores agudos. El riidn de los peces es un drgano mixto compuesto por
elementos hematopoyéticos, reticulo-endoteliales, enddcrinos y excretores
que participan en la osmorregulacion, hematopoyesis, metabolismo e

inmunidad del organismo (Barandica y Tort, 2008).

El propdsito principal de los mecanismos de defensa es localizar el problema

y generar una barrera para controlarlo. En ocasiones, la enfermedad es



causada por los mecanismos de defensa propios Yy su supresion puede ser
una ventaja si el agente externo es inofensivo para el organismo (respuestas
alérgicas). Los mecanismos reguladores de los sistemas de defensa en el
que se incluyen a las hormonas (corticoides), se modifican durante el estrés

ocasionando la aparicion de las enfermedades (Goldstein, 1977).

En los estudios donde se evalua el efecto del estrés en los peces, se han
utilizado varias respuestas ocasionadas por diversos estresores. Por ejemplo,
la evaluacion histopatolégica que cuantifica la actividad del tejido
interrenal, utilizando el didmetro nuclear, el tamafio de la célula o la
cantidad de RNA celular. Sin embargo, el indicador utiizado con mayor
frecuencia es la concentracidon de cortisol, la hormona mayormente

secretada por el tejido adrenocortical (Goldstein, 1977).

El estrés, dependiendo del tiempo de duracion, se clasifica en estrés agudo,
en el cual el estresor tiene un tiempo de accidén corto; y en estrés cronico,
generado por un tiempo mayor de accidén del estresor. El efecto a largo
plazo del estresor incide sobre el metabolismo del organismo, debido a las
altas concentraciones de cortisol presentes, resultando en una disminucidon
en el crecimiento. Esto se debe a que los nutrientes normalmente utilizados
para crecer (proteinas y acidos grasos disminuyen) son desviados para
mantener un nivel alto de azlucar en la sangre, la cual es utilizada por los
tejidos para mantener la demanda en el incremento del metabolismo

causado por el estresor (Rankin y Jensen, 1993).

El cortisol tiene un efecto supresor sobre el sistema inmune, dejando a los
organismos expuestos a infecciones por la reduccidén en la produccion de

anticuerpos, linfocitos circulantes e interfiiendo con la produccion de



linfocina, la cual es una sustancia producida por los linfocitos para regular
diversas reacciones inmunoldgicas (Rankin y Jensen, 1993). También se
puede predisponer a los peces a enfermedades debido a la disminucién de
la quimiotaxia, fagocitosis y produccion de oxido nitrico en los leucocitos, las
cuales son actividades importantes en los procesos inflamatorios (Flores,
2002). Por otro lado, los niveles bajos de estrés podrian resultar en un
incremento transitorio en la concentracion de cortisol plasmatico, seguido
por una aclimatacion y un descenso del cortisol a niveles basales conforme
la hormona es metabolizada por el higado y sus metabolitos son excretados

en la bilis (Rankin y Jensen, 1993).

[I. ANTECEDENTES

En los peces teledsteos, se han realizado diferentes estudios donde se
analiza el efecto de la densidad de cultivo sobre el crecimiento, la
sobrevivencia y el comportamiento de los organismos. Por ejemplo en
juveniles de salmén Oncorhynchus kisutch, la densidad de siembra es un
factor importante en el desarrollo de los organismos debido a que a mayor
densidad de siembra, el crecimiento en peso y longitud disminuye
significativamente asi como el factor de condicibn, ademas de que la
mortalidad se incrementa. En esta misma especie se encontré que los peces
pequefos mantenidos a altas densidades tenian el didmetro del ndcleo de
las células interrenales significativamente mas grande que los peces de
mayor tamarfo en la misma densidad (Faguerlund et al., 1981).

En el saimdén Japonés (Plecoglossus altivelis), se encontré que el estrés
producido por las altas densidades de siembra predispone a los peces a

desarrollar enfermedades debido a que se debilta el sistema inmune,



ademas de tener una mayor concentracion de cortisol en el suero (Iguchi et

al., 2003).

Otra especie donde se han realizado estudios con el mismo enfoque es en
el tambor rojo (Sciaenops ocellatus), donde se determind que los niveles de
glucosa en el plasma de los animales mantenidos en densidades altas y
bajas fueron similares, sin embargo, los peces mantenidos a densidades
mas altas, tenian mayor concentracion de cortisol, el cual retorno a los
niveles iniciales después de 48 dias (Robertson et al.,, 1987). Un estudio
realizado con la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, menciona que la
densidad de siembra no tiene un efecto negativo en el crecimiento de los
organismos siempre y cuando la calidad del agua se mantenga en 6ptimas

condiciones (Kebus et al., 1992).

En relacién a las especies de peces planos, en Solea solea se estimoé la tasa
de crecimiento especifico y el coeficiente de variacion para un intervalo de
densidad de 0.56 a 12.6 kg/m2. Durante los 55 dias que duro el experimento,
la mortalidad incremento significativamente con el aumento en la densidad
de siembra, sin embargo, el pico de produccion se estimé en la densidad
de 7.4 kg/m? (Schram et al., 2005). En juveniles del lenguado de invierno
(Pseudopleuronectes americanus), se estudid el efecto de la densidad de
cultivo sobre el crecimiento, la sobrevivencia y el comportamiento en
cuatro diferentes densidades. Durante las 12 semanas que durd el
experimento, no se encontraron diferencias en el crecimiento de los
organismos. Sin embargo, conforme aumento la densidad, la sobrevivencia
disminuyd, pero este efecto solo fue significativo en las densidades mas
altas. La cosecha final (peso por tratamiento) fue mayor en la densidad mas
alta (Fairchild and Huntting., 2001).


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=all&search_value=Sciaenops+ocellatus&search_kingdom=every&search_span=exactly_for&categories=All&source=html&search_credRating=All�

En juveniles de turbot (Scophthalmus maximus) se evaluo el efecto de la
densidad de cultivo sobre el crecimiento durante 45 dias. La densidad tuvo
un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento y el peso final de los
organismos. Los peces en las densidades mas altas tuvieron una tasa de
crecimiento menor comparado con los que se mantuvieron a densidades
mas bajas. Con base en estos resultados, el crecimiento de los juveniles de
turbot puede incrementarse y alcanzar pesos mas homogéneos cuando se

trabaja con densidades bajas (Irwin et al., 1999).

Con el lenguado de California  (Paralichthys californicus) se estudié el
efecto de la densidad de siembra entre 100 y 300% de cobertura del area
del tanque (CAT) sobre el crecimiento en juveniles de 11.6 gr, durante un
periodo de 10 semanas. En este experimento se determind que el
crecimiento maximo de los organismos se alcanzé en la densidad de 100%
CAT (Merino et al.,, 2007). Sin embargo, con base en los crecimientos
obtenidos hasta el momento en nuestro laboratorio es probable que aun a
la densidad mas baja evaluada en el estudio anterior (100 %), se tenga ya

un efecto negativo sobre el crecimiento.

En diversas especies de peces se ha evaluado el efecto del estrés sobre su
condicion fisioloégica. La diversidad de respuestas entre las diferentes
especies a nivel de hematologia y quimica sanguinea esta ampliamente
documentada (Bolasina et al. 2006, 1981, Flores 2002, Iguchi et al., 2003,
Robertson et al., 1987). Por ejemplo, en el género Paralichthys, uno de los
trabajos mas recientes fue realizado en el lenguado Japonés (P. olivaceus)

donde se evalubé el efecto de la densidad sobre el crecimiento y la



concentracidon de cortisol. Entre los resultados se destaca que los animales
que se encontraban nadando, tenian un crecimiento en peso y longitud
menor, con altas concentraciones de cortisol en comparacion con los

animales asentados (Bolasina et al., 2006).

Selye (1939) establecié algunos indices morfolégicos para evaluar el estrés.
Por ejemplo en mamiferos sometidos a condiciones de estrés, observé un
aumento en la glandula adrenal, atrofia de los 6rganos linfoides y Ulceras
gastrointestinales. Dichos resultados coinciden con otro estudio realizado
para observar la respuesta de los peces inyectados con cortisol, revelando
problemas a nivel gastrico, ya que los organismos desarrollaron atrofia de la
mucosa gastrica, la cual provoc6é una disminucion de la absorcion de
nutrientes, por lo tanto una menor eficiencia de conversidon alimenticia y
finalmente una considerable pérdida de peso (Flores, 2002).
Adicionalmente, el autor observé que el cortisol era responsable de la
disminucion en la inmunocompetencia de los peces mas estresados. El
incremento de las concentraciones basales, de menos de 2 ng mlt a niveles
superiores a 10 ng ml1, son suficientes para predisponer a los peces a ciertas
enfermedades. Este efecto es explicado en parte, por la disminucion de la
quimiotaxia, fagocitosis y produccion de oxido nitrico en los leucocitos,
actividades importantes en los procesos inflamatorios (Flores, 2002). Los
antecedentes sobre los estresores y la condicion fisioldgica de los
organismos ponen de manifiesto que no se puede ignorar el efecto de la
densidad sobre el crecimiento y otros parametros sanguineos en los peces
cultivados.

En este trabajo se estudio el estrés producido por efecto de la densidad en
juveniles del lenguado de California Paralichthys californicus, una especie

de importancia econémica en México.



1. JUSTIFICACION

Con el objeto final de obtener mayores ganancias econdémicas,
comunmente |los acuicultores se olvidan de la importancia del bienestar de
los organismos bajo cultivo y las repercusiones que esto tiene en el
advenimiento de enfermedades y la disminucién considerable del
crecimiento y la sobrevivencia. Dadas las altas densidades de siembra
utilizadas en los sistemas de cultivo intensivo, no es ilégico pensar que
faciimente se exceden los limites de tolerancia fisiolégica de los peces bajo
estas condiciones. Con la intencidon de entender los efectos de la densidad
de siembra en los organismos bajo cultivo y asi poder determinar la
densidad que resulte mas favorable para el cultivo de juveniles del
lenguado de California (Paralichthys californicus), se evalud el efecto de la
densidad de siembra utilizando el crecimiento, la sobrevivencia y el grado
de estrés que los organismos desarrollaron durante el cultivo como variables

de respuesta.



V. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la densidad de siembra en juveniles del lenguado de
California, Paralichthys californicus, utilizando el crecimiento, Ila
supervivencia y algunos indicadores fisioldgicos de estrés como variables de

respuesta.

V. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el crecimiento y supervivencia del lenguado de California
sembrado a densidades de 25, 50, 75 y 100% de cobertura del
area del tanque (CAT).

- Evaluar el grado de estrés en el lenguado de California cultivado
a las diferentes densidades utilizando la concentracion de
glucosa y cortisol, asi como el indice hepatosomatico como

indicadores.

V. HIPOTESIS

La densidad de siembra superior al 75% de cobertura del area del tanque
tiene un efecto negativo en la fisiologia del lenguado de California, lo cual
se vera reflejado en una disminucidén del crecimiento y la supervivencia asi

como un aumento en el grado de estrés.



VI. MATERIALES Y METODOS

Los juveniles de lenguado se obtuvieron de desoves naturales de
reproductores mantenidos en cautiverio y cultivados en el Laboratorio de
Cultivo de Peces Marinos del CICESE. Los experimentos se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Nutricibn de Peces Marinos del Departamento de
Acuicultura del CICESE en Ensenada, Baja California, México.
Se utilizaron 1122 lenguados con una talla promedio de 6.4 + 0.97 cm de
longitud y un peso promedio de 2.6 * 0.2 g. El &rea total promedio del lado
ciego (ATS) estimada por pez fue de 10.77 cm? y fue calculada segun
Merino et al. (2007):

1)

ATS=7.08 * (g) 06056

(g) = peso del organismo

Durante 8 semanas se evaluo el crecimiento de los organismos cultivados en
cuatro diferentes densidades: 25, 50, 75 y 100% de la cobertura del area del

tanque (CAT).

VI.1. Sistema de cultivo

Las densidades de siembra se evaluaron en jaulas cuadradas fabricadas
con malla de plastico con apertura de 4mm y con una superficie de fondo
de 0.16 m2. Se sembraron 38, 75, 112 y 149 organismos para los tratamientos
25, 50, 75 y 100% CAT respectivamente; cada tratamiento con tres

repeticiones.



Cada jaula de plastico se colocd dentro de uno de los 12 tanques de fibra
de vidrio circulares de 220 L de capacidad conectados a un sistema semi-
cerrado de recirculacion. Dicho sistema contd con un biofiltro de cuentas
de plastico de 2 ft3, de retrolavado hidraulico, el cual soporté una
alimentacién de hasta 908 gr de alimento por dia, una lampara de luz UV, 2
filtros de cartucho, de 5 y de 10 micras respectivamente. El agua fue
recirculada a través del sistema con el empuje de una bomba eléctrica de
Y hp. Estos tanques contaron con un flujo de agua de mar proveniente de
un sistema semi-cerrado, con una tasa de recambio de 1.8 veces/hora, y se

mantuvieron a una temperatura promedio de 22°C + 0.38.

VI.2. Alimentacion y mantenimiento de organismos.

La alimentacion se realizd con la ayuda de alimentadores automaticos
durante 12 horas. La racidn de alimento inicial fue del 5% del peso corporal
del organismo durante las tres primeras semanas del experimento, por
medio de la observacion se ajustd ésta racidn hasta suministrar finalmente el
4% a partir de la semana cuatro hasta el final del experimento. El alimento
gue se proporciond a los organismos fueron pellets flotantes de 1.5 mm de
didmetro con un contenido proteico del 45% (Steel Head, Alimentos el

Pedregal, Toluca, México).

La limpieza de los tanques se realiz6 cada dia manualmente con la ayuda
de un sifén. Los parametros de calidad del agua que se evaluaron
diariamente fueron la concentracidn de oxigeno, la temperatura y la
salinidad, y semanalmente la concentracidbn de amonio. Para medi la
concentracion de amonio se empleo un kit colorimétrico comercial (0.1

mg/L de precision) marca Nutrafin.



VI.3. Crecimiento y supervivencia

Para evaluar la supervivencia de los organismos en las diferentes
densidades, se extrajeron los peces muertos de cada uno de los tanques y
se tomaron en cuenta para los resultados finales. Para evaluar el
crecimiento en peso y longitud de los peces, se realizaron biometrias
semanales empleando una balanza analitica marca Ohaus modelo Scout
Pro con una precision de 0.01 g y un Vernier con una precision de 0.1 mm. Se
tomaron 12 organismos de cada tanque para realizar el analisis. Una vez
qgue se obtenian los valores de peso y talla, se calculaba la racién de
alimento correspondiente a cada uno de los tratamientos. Después de
cada biometria se colocaban los organismos en su respectivo tanque y se

les alimentaba.

Uno de los aspectos que se evaluaron en cuanto al crecimiento de los
organismos fue el Factor de Condicion (K), el cual es un parametro que
indica el estado morfolégico o anatdbmico de los peces por medio de las
relaciones existentes entre la alimentacién y el crecimiento del pez durante
su desarrollo (Gallardo-Cabello, 1983) y se estimd utilizando la siguiente
formula:

)

W * 100,000

Donde:
(W) = peso en gramos

(L) = longitud en mm



VI.4. indice Hepatosomatico

Para determinar el indice hepatosomatico se extrajeron 12 organismos de
cada densidad y se pesaron, posteriormente a cada uno se le extrajo el
higado y se pes6 en una balanza analitica marca Ohaus modelo Scout Pro
con una precision de 0.01 g. Para obtener el indice hepatosomatico se
aplico la siguiente férmula:
3)
W del higado
IHS= *100

W del organismo

(W) = Peso en gramos

VI.5. Estrés

Para determinar el grado de estrés, al finalizar el experimento a las diferentes
densidades, se extrajo una muestra de sangre de 12 organismos de cada
tratamiento y se midid la concentracibn de glucosa y cortisol. Estos
parametros sanguineos se compararon entre los diferentes tratamientos

para evaluar si los peces estaban estresados.



VI.5.1. Cuantificacién de glucosa

Para la determinacion de glucosa se tomaron muestras sanguineas de 12
organismos de cada tratamiento, mantenidos previamente en ayuno de 17
horas. La muestra se obtuvo por medio de puncién directa al corazén con
jeringas para insulina. La muestra obtenida se coloc6 cuidadosamente en
viales para hematologia los cuales contenian un gel de mantenimiento para
separar el suero. De manera inmediata |la muestra fue colocada dentro de
un recipiente con hielo para su posterior envio a un laboratorio

especializado en el cual utilizaron la técnica de Glucosa Oxidasa.

VI.5.2. Cuantificacion de cortisol

Para la determinaciéon del cortisol se extrajo una muestra de sangre de 12
peces de cada tratamiento. Estas muestras se colocaron dentro de viales
para hematologia, los cuales a su vez, se colocaron dentro de una
centrifuga para obtener el suero de la muestra. Una vez separado el suero
(100 pL), se mantuvo en congelacidon a - 40°C para su posterior analisis, el
cual se realiz6 con un Kit para determinar cortisol mediante la prueba de
ELISA (Cortisol ELISA Kit, Neogen Corporation. C.N. 402710, USA).

La técnica de ELISA (Enzyme-Link InmunoSorbent Assay) se basa en la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sdlida mediante
anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccidn cuyo
producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido
espectrofotométricamente. Los ensayos inmunoldgicos son procedimientos

en los cuales se utilizan anticuerpos como reactivos enlazantes especificos y


http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno�
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tienen aplicacién universal para la determinacibn o cuantificacion de
farmacos terapéuticos y no terapéuticos, diversas sustancias bioldgicas,
sustancias infecciosas o anticuerpos de respuesta del huésped en el suero,
en la orina, en el liquido cefalorraquideo, en saliva y en cualquier liquido
biolégico donde se encuentre la sustancia a investigar (Guzman-Vazquez,
2004).

Para ésta investigacion, la prueba de ELISA se basa en el principio de la
competencia entre el conjugado de cortisol del Kit y el cortisol en la

muestra por un numero limitado de sitios de unién del anticuerpo.

Una cantidad de muestra o la solucion estandar es colocada en la micro
placa, posteriormente el conjugado de la enzima es afiadido y la mezcla es
agitada e incubada a temperatura ambiente durante una hora. Durante la
incubacion se lleva a cabo la competencia por los sitios de unién y
posteriormente la micro placa es lavada con el buffer para lavado
removiendo todo el material no unido al anticuerpo. El conjugado de
enzimas unidas es detectado por la adicidon del sustrato el cual genera el
color después de 30 minutos. La prueba cuantitativa puede ser obtenida
midiendo y comparando la absorbancia leida de las celdilas de las
muestras contra el estandar. La intensidad de color desarrollado es
inversamente proporcional a la cantidad de Cortisol en la muestra o en los
estandares. La ausencia de cortisol en la muestra podria resultar en un color
azul brillante, mientras que la presencia de Cortisol resulta en el decremento

o la ausencia en el desarrollo de color.



VI.6. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de longitud, peso, indice hepatosomatico
y glucosa se efectuaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un
nivel de confianza del 95%. En la prueba de ANOVA del indice
hepatosomatico se encontraron diferencias significativas por lo que se
efectud la prueba de comparaciones multiples de Tuckey. Se realiz6 un
andlisis de covarianza (ANCOVA) para saber si en algin momento del

cultivo, las curvas de crecimiento de los organismos fueron diferentes.

VII. RESULTADOS

VII.1. CRECIMIENTO

El crecimiento de los organismos se cuantificd en relacion a la ganancia de
peso y longitud. La ganancia de peso varié dependiendo de la densidad en
la que los organismos se encontraban. Los peces del tratamiento de 25%
CAT fueron los que obtuvieron menor ganancia en peso (10.59 g) con
respecto a los otros tratamientos, mientras que los organismos del
tratamiento de 75% CAT tuvieron la mayor ganancia en peso al final del
experimento (Tabla I). El ATS es un valor que corresponde al area de cada
organismo, por lo tanto mientras mas grande es el valor que describe el ATS,
mayor es el area o tamafo del organismo. En esta investigacion, los
organismos que obtuvieron el menor valor en el ATS fueron los del
tratamiento de 25% CAT (33.61 cm?), y los animales mas grandes con el

mayor ATS fueron los del tratamiento 75% CAT (37.03 cm?) (Tabla l).



El incremento del CAT final fue mayor en el tratamiento con la densidad de
75% CAT con un valor de 324.53%, mientras que el tratamiento con el menor
incremento fue la densidad de 25% CAT con 266.4% (Tabla ). La
sobrevivencia fue similar en los tratamientos con CAT del 50, 75y 100% con
valores entre 93 y 94%, mientras que en el tratamiento con 25% CAT la
sobrevivencia fue de 84.21%, sin embargo, estadisticamente no existen
diferencias significativas entre ellas (P= 0.79) (Tabla I). En relacion a la
biomasa final, los mejores valores se encontraron en los tratamientos con el

CAT mas alto (75% y 100%) (Tabla l).

Tabla |. Resultados de los parametros evaluados durante 8 semanas de
experimento.

25% 50% 75% 100%
PESO INICIAL PROMEDIO (g) 2.8+1.26 3.5+1.40 3.1+1.03 3.4+1.35
PESO FINAL PROMEDIO (g) | 13.39+3.76 15.01 + 4.89 16.48 +5.03 16.15 + 4.69
INCREMENTO EN PESO (g) 10.59 +3.13 11.52 £2.77 13.39 +2.29 12.76 + 4.66
ATS INICIAL (cm?) 10.77 £0.91 10.77 £0.20 10.77 £ 0.53 10.77 £ 0.47
ATS FINAL (cm?) 33.61+5.07 34.58 +3.49 37.03+1.01 34.12 +1.52
CAT INICIAL (%) 25.0 50.5 75.4 100.3
CAT FINAL (%) 66.60 + 4.84 152.07+30.58 | 244.72+13.19 | 300.71 + 13.43
INCREMENTO CAT (%) 266.4 301.1 3245 299.7
% SOBREVIVENCIA 84.21+7.89 93.33£9.42 94.34+ 257 94.6+0
BIOMASA/TRATAMIENTO (g) | 416.22 + 68.07  [971.365 + 257.50 [1625.82 + 116.94 [1893.58 + 139.83
FACTOR DE CONDICION 0.99 1.07 1.07 1.01




VII.2. LONGITUD

En la biometria final los organismos que alcanzaron las mayores longitudes
fueron los del tratamiento de 100% CAT con 116.82 + 11.35 mm. Los peces
del tratamiento que tuvieron el menor crecimiento en longitud fueron los del
tratamiento de 25% CAT con 110.7 + 10.40 mm. El andlisis de varianza
muestra que no existen diferencias significativas (P = 0.7943) en la longitud

de los peces entre los diferentes tratamientos (Fig. 1).
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Figura 1. Longitud total final de Paralichthys californicus mantenidos en las
diferentes densidades.



VII.3. PESO

Los organismos expuestos al tratamiento de 75% CAT, alcanzaron los
mayores pesos finales con 1648 + 503 g en comparaciéon con los
tratamientos de CAT 25, 50 y 100%. Los organismos con menor ganancia en
peso fueron aquellos expuestos al tratamiento de 25% CAT y 50% CAT con
13.39 £+ 3.76 y 15.01 + 4.89 g respectivamente. En el analisis de varianza
efectuado para el peso se observa que no existen diferencias significativas

(P = 0.6605) entre ninguno de los tratamientos (Fig. 2).
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Figura 2. Peso total final de Paralichthys californicus mantenidos en las
diferentes densidades



El analisis ANCOVA se realizé para saber si en algun momento del cultivo,
las curvas de crecimiento de los organismos fueron diferentes. Dicho
analisis debe cumplir dos supuestos: a) la Covariante Tiempo debe estar
correlacionada con la variable dependiente Crecimiento, b) y no
interactuar con la variable independiente Densidad. Los datos cumplen

con estos supuestos (Tabla Il).

Tabla ll. Analisis de Covarianza realizado a los datos de crecimiento en peso
de Paralichthys californicus cultivado en diferentes densidades.

SS Grados MS F P
de
Libertad
Intercept 58.71 1.00 58.71 85.33 0.000
Densidad 0.70 1.00 0.70 1.02 0.314
Tiempo 1245.78 1.00 1245.78 1810.60 0.000
Densidad*Tiempo 2.25 1.00 2.25 3.28 0.073
Error 66.05 96.00 0.68

En la Tabla Il se observa que la Covariante Tiempo esta relacionada con la
variable dependiente Crecimiento (P= 0.000) y no existe interaccion con la
variable independiente Densidad (P= 0.073). En la Fig. 3 se observa el
efecto de la densidad sobre el crecimiento de los organismos en el
tiempo. La distancia entre las rectas de regresion (Tabla lll) indica que a
mayor distancia, mayor es el efecto de la densidad sobre el crecimiento
de los organismos. En la grafica se observa que las distancias entre las
rectas son similares, por lo tanto, el efecto de la densidad en el crecimiento

de los organismos es similar en todos los tratamientos (P= 0.314).
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Figura 3. Tendencia del crecimiento de Paralichthys californicus mantenido
bajo diferentes condiciones de densidad de cultivo.

Tabla lll. Valores de las regresiones lineales efectuadas al peso y
longitud de Paralichthys californicus cultivado en diferentes densidades.

Peso Longitud
Densidad «a R P R2 a R P R2
25% 1.36 1.90 0.00 0.73 64.52 5.62 0.00 0.81
50% 1.84 151 0.00 0.91 65.03 5.98 0.00 0.94
75% 161 1.87 0.00 0.94 64.51 6.85 0.00 0.95
100% 1.42 1.73 0.00 0.91 63.06 6.88 0.00 0.94




VIl.4. INDICE HEPATOSOMATICO

Los valores estimados para el indice hepatosomatico indican que los
organismos mantenidos en los tratamientos con las densidades de 75% vy
100% CAT tienen el valor mas bajo (1.9 £ 0.3) con respecto a los peces de las
densidades de 50% (2 = 0.5) y 25% (2.5 £ 0.8) (Fig. 3). En éste analisis se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = 0.016) por lo
que se tuvo gque realizar la prueba de comparaciones multiples de Tuckey
(Fig. 4).
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Figura 4. indice hepatosomatico de Paralichthys californicus mantenidos en
las diferentes densidades.



VII.5. GLUCOSA

Los niveles mas bajos de glucosa en la sangre de los organismos se
obtuvieron en el tratamiento de 75% CAT con una concentracion de 31.6 +
8.6 mg/100 ml, mientras que los peces del tratamiento con 100% CAT tienen
la mayor concentracion de glucosa con 55 + 23.6 mg/100 ml (Fig. 5).
Estadisticamente se encontraron diferencias significativas (P = 0.001) entre

las densidades de 75% CAT con respecto a 25% y 100% CAT.
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Figura 5. Concentracidon de glucosa en sangre de Paralichthys californicus
mantenidos en las diferentes densidades.



VIl.6. CORTISOL

Las concentraciones de Cortisol sanguineo se expresan normalmente en
ng/ml, sin embargo, en este estudio se expresan en Promedios de
Absorbancia, debido a problemas técnicos. No obstante, cuando se
reporta en absorbancia a menor valor, la concentracion de cortisol es
mayor. En esta investigacion se encontrd que los organismos del tratamiento
de 25% CAT tienen una concentracion mayor de cortisol que los organismos

del tratamiento de 100% CAT (Fig. 6).

Absorbancia
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Figura 6. Cuantificacion de la concentracion de cortisol en la sangre de
Paralichthys californicus cultivado durante 8 semanas en diferentes
densidades (25%, 50%, 75% y 100% CAT. La concentracion se expresa
como absorbancia.



VII.7. CALIDAD DEL AGUA

Durante el periodo que dur6 el experimento se obtuvieron los valores de los

siguientes parametros de la calidad del agua:

Tabla IV. Medias y desviacion estandar de la calidad del agua
mantenida en las cuatro densidades de cultivo de Paralichthys
californicus. Oxigeno (0O?), salinidad (%o), temperatura (T°) y nitrdgeno
amoniacal total (NAT).

02 %o T® NAT
Media + Dev. Est. 4.04 +0.316 32.30+ 0.383 22.42 + 0.3891 0.25+0

Debido a que cada estanque manej6 diferente densidad de siembra, se
tuvo el cuidado para que todos y cada uno de los tanques mantuviera
condiciones similares en la calidad del agua. Todo esto se logré gracias a
gue cada estanque contdé con diferentes valvulas para regular la cantidad
de oxigeno, el flujp de agua entrante y la saliente, ademas de que se

controld la concentracion de oxigeno y de amonio.

VI1.8. FACTOR DE CONDICION

En el factor de condicion de P. califonicus cultivados a diferentes
densidades se encontraron valores entre 99 y 107 (Tabla 2).
Estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos
(P=0.59).



VIII. DISCUSION

VIll.1. Crecimiento

En el presente trabajo se evalud el efecto de la densidad de cultivo del
lenguado de California Paralichthys californicus sobre su crecimiento, la
concentracidn de glucosa y cortisol, asi como el indice hepatosomatico.
Algunas de las respuestas se utilizaron para establecer el grado de estrés

de los peces durante las 8 semanas del cultivo en el laboratorio.

Fairchild y Huntting (2001) sugieren que las altas densidades de cultivo
producen tasas bajas de crecimiento. Sin embargo, en el lenguado
Hippoglossus hippoglossus cultivado en estanques circulares, se estimé que
la densidad de siembra Optima se encuentra entre 100 y 200% de
cobertura (Bjornsson, 1994). Howell (1998) menciona que el crecimiento de
Solea solea disminuye con el incremento de la densidad debido al
incremento de la competencia por el alimento. Asi mismo, los estudios
realizados con la Solla Roja (Pseudopleuronectes americanus) indican que
esta especie puede ser cultivada en densidades altas de 200% vy
posiblemente 300% sin afectar el crecimiento, sin embargo, a estas
densidades los peces pueden estar mas estresados y por lo tanto

incrementar el riesgo de infecciones (Fairchild y Huntting, 2001).

En el presente estudio, los peces cultivados en las densidades de 75% y
100% CAT, tuvieron un crecimiento mayor comparado con los tratamientos
de menor densidad (25 y 50% CAT). Otros estudios han reportado
resultados similares, por ejemplo, Fairchild y Huntting (2001) con la Solla Roja

(Pseudopleurectenes americanus) y Bolasina et al. (2006) con Paralichthys



olivaceus, destacaron que el peso de los organismos al final del
experimento fue mayor conforme aumentd la densidad de cultivo. El
crecimiento de los juveniles del lenguado de invierno no fue
significativamente diferente entre los tratamientos, lo cual indica que no
hay un efecto entre las densidades de cultivo, de 50 a 300% de cobertura,

sobre el crecimiento (Fairchild y Huntting, 2001).

Estudios como los anteriores mencionan que el efecto de la densidad de
siembra en peces, muestra una relacion inversa en el crecimiento a lo que
normalmente sucede en diversas especies, es decir, que hay un efecto
positivo de la densidad sobre el crecimiento de los organismos (Bjornsson,
1994). El impacto positivo de la densidad de siembra sobre el crecimiento
se atribuye al incremento de las interacciones sociales entre los individuos

(Papst et al. 1992).

La tolerancia de algunas especies de peces planos a las densidades altas
de cultivo podria estar relacionada con su habitat bentdnico, con la baja
actividad que tienen y con los bajos requerimientos de oxigeno (Jones et
al.,, 1981). Los juveniles de P. californicus en su habitat natural
(principalmente en las bahias) refleja una preferencia por las densidades
altas al congregarse un mayor numero de organismos, lo que se considera
como el ambiente 6ptimo (Kramer, 1990). Alvarez et al. (2005) demostraron
qgue las altas densidades de Paralichthys olivaceus_ favorecen su

crecimiento en peso.

En la presente investigacion con el lenguado de California, los peces
expuestos a la densidad 25% CAT tuvieron el menor incremento en peso, lo

cual podria explicarse por el efecto de las hormonas corticoesteroides



(cortisol) junto con las hormonas catabolizadoras de la gluconeogénesis,
que ocasionan la reduccidn del crecimiento y la resistencia a
enfermedades cuando el estrés es permanente (Wedemeyer et al., 1990).
Dicho efecto puede deberse a que el cortisol tiene actividad proteolitica
en musculo blanco y tal vez en el higado, interfiere en los centros neurales
de saciedad, disminuye la absorcion de nutrientes por el intestino y el
namero de receptores celulares para la hormona del crecimiento

(Mommsen et al. 1999).

El trabajo de Irwin et al. (1999) con el Scophthalmus maximus menciona
que el cultivo realizado a altas densidades puede intervenir en la
interaccion entre individuos y de ese modo afectar la ganancia en
biomasa ya sea de manera positiva o negativa. Dicho estudio nos revela lo
sucedido con los resultados obtenidos con el lenguado de California los
cuales demuestran que en las densidades de 75 y 100% CAT se obtuvieron

las mayores biomasas de 1625.82 + 11g y 1893.58 £+ 13 g, respectivamente.

Cuando el crecimiento de los subordinados (los peces de menor tamaifo)
es afectado de manera negativa por los organismos dominantes, debido
al numero, espacio o la talla de los individuos, la diferencia de tallas entre
los miembros de la poblacidon usualmente se incrementa y comienza a
presentarse un comportamiento agresivo de canibalismo (Alvarez, 2005).
Probablemente este comportamiento es una estrategia adaptativa para
optimizar la sobrevivencia en un espacio restringido (Volpato et al., 1994).
En el presente trabajo, no se observé ningun comportamiento agresivo
durante el dia, ni al momento de la alimentacion, e incluso los organismos
de menor tamafo (aproximadamente el 3.35% en la densidad del 100%),

se alimentaban al mismo tiempo que los peces mas grandes.



Los juveniles del lenguado Hipoglossus hipoglossus cultivados en
densidades bajas, comunmente se colocan uno sobre otro formando un
“parche” o “parches” en el fondo del tanque. Conforme la densidad se
incrementa los parches crecen hasta cubrir el fondo del tanque (Bjgrnsson,
1994). Se puede mencionar un comportamiento similar en el lenguado de
California para las densidades de 25% y 50% de cobertura, donde el
espacio entre los individuos era mayor al inicio del experimento, lo cual
enfatiza el comportamiento observado por Kramer (1990) en el medio
natural, donde la interaccion entre los individuos y las altas densidades
favorece el crecimiento de los organismos, por lo tanto se podrian

considerar como las condiciones 6ptimas para ésta especie.

Los organismos en cultivo se pueden ver afectados por la calidad del
agua, siendo posible que en fondo del tanque donde normalmente se
encuentran los peces, el agua se deteriore con el incremento del nUmero
de organismos, limitando el suficiente recambio tanto de oxigeno como de
agua. Por ejempilo, un pez colocado en la parte mas baja de la pila o del
“parche” puede estar expuesto a una concentracidon de oxigeno mas
baja. Si la concentraciéon de oxigeno cae por debajo de cierto nivel, el
organismo puede dejar el fondo en busca de agua oxigenada cerca de la
superficie, por lo que se puede pensar que la actividad de nadar puede
ser mas constante con el incremento de la densidad de cultivo, si no existe
un buen intercambio de gases (Bjgrnsson, 1994). Teniendo en cuenta este
comportamiento y con los valores registrados durante el periodo
experimental, se puede llegar a la conclusion que la calidad del agua
(oxigeno, salinidad, temperatura y amonio) del sistema donde se cultivaron

los organismos, se mantuvo en condiciones adecuadas para el cultivo de



esta especie (Conklin et al., 2003) ya que en ningldn momento se observé a
los organismos nadando en la columna de agua. Los tanques contaban
con un flujo continuo y circular que abarcaba toda la columna de agua
(de una profundidad no mayor a 15 cm), donde no existieron areas con
concentraciones bajas de oxigeno. El Lenguado de California (Paralichthys
californicus) selecciona areas de crianza en aguas someras y protegidas
como el de las bahias y/o esteros, sugiriendo que estos habitat presentan
un gran potencial para el bienestar de la especie aumentando las
oportunidades de encontrar alimento y crecer mejor, asi como disminuir el
riesgo de mortalidad por depredacion (Kramer, 1990). Con estas
observaciones y con los resultados obtenidos en ésta investigacion se
puede mencionar la capacidad de éstos organismos para desarrollarse en

columnas de agua poco profundas.

VIll.2. Sobrevivencia

La densidad de siembra es un factor que puede tener un efecto positivo o
negativo en la sobrevivencia de los organismos bajo cultivo. Por ejemplo,
en el lenguado de invierno (P. americanus), cultvado en cuatro
densidades diferentes (50, 100, 200 y 300 % CAT), la sobrevivencia
disminuy6é conforme aumento la densidad (Fairchild y Huntting, 2001). Asi
mismo, la vulnerabilidad a las enfermedades y la mayor tasa de mortalidad
se presento en las densidades mas altas (200 y 300% CAT). En el Sol Europeo
(Solea solea), la tendencia fue similar, es decir, a mayor densidad la
mortalidad incrementd (Schram et al., 2005). Estos resultados indican que
estas especies son poco tolerantes al cultivo a densidades altas, ya que los

peces se estresan en estas condiciones, alterando su homeostasis y como



consecuencia reduciendo su capacidad inmune y su sobrevivencia. En
contraste, en el lenguado de California la tendencia fue inversa, es decir,
el porcentaje de sobrevivencia aumentdé conforme aumentd la densidad
del cultivo, ya que en la densidad de 25% CAT fue de 84.21% mientras que
en las densidades de 75 y 100% CAT fue de 9434 y 94.63%
respectivamente. Esto sugiere que P. Californicus puede ser cultivado en
densidades relativamente altas (i.e., entre 75 y 100% CAT), mejorando la
sobrevivencia de los organismos conforme la densidad se incrementa y por
lo tanto la produccion total final. Esto podria explicarse nuevamente por la
preferencia de la especie de permanecer en areas con mayor densidad
en el medio natural, la cual podrian ser consideras como éptimas para su

desarrollo.

VII1.3. Cortisol

En la tipica respuesta de los organismos, el estresor induce la activacion de
los ejes hormonales simpatico-cromafin o hipotalamo-pituitaria-interrenal
ocasionando cambios a diferentes niveles desde bioquimicos hasta
fisioldgicos, asi como en el sistema inmune, ya sea actuando como
activadores o como supresores de este (Tort, 1996).

Un parametro considerado buen indicador de estrés en organismos bajo
condiciones de cultivo es el cortisol, el cual es el principal corticoesteroide
de los teledsteos y el cambio en las concentraciones plasmaticas indican

la activacion de la respuesta neuroendocrina al estrés.

Los valores pueden incrementar mas de 100 ng/ml bajo situaciones de

estrés agudo y retornar a valores cercanos a los normales de 10-20 ng/ml,



aunque el estresor persista (Pickering, 1981). La relacidn del cortisol con el
crecimiento de los organismos ha originado diferentes puntos de vista.
Pickering y Duston (1983) indicaron que el cortisol suministrado en el
alimento o en implantes, reduce el crecimiento y el factor de condicién de
los peces. Sin embargo, Pickering y Stewart (1984) sugieren que la
reduccion en el crecimiento, puede no estar directamente mediada por
los corticoesteroides, sino por la reduccidon en la ingesta de alimento o por
la disminucion de la eficiencia en la asimilacién del alimento, producto de
la interaccién social ocasionada por el hacinamiento. En la presente
investigacion, los resultados de crecimiento de los peces no coinciden con
lo reportado por Pickering y Stewart (1984) debido a que el tratamiento
qgue tuvo la menor tasa de crecimiento fue el de menor densidad, por lo
tanto no existia un comportamiento jerarquico que favoreciera la mayor o
la menor ingesta de alimento que pudiera afectar el crecimiento de los
organismos; en adicidbn a esto se puede mencionar que se observd un
mejor comportamiento alimenticio en las densidades mas altas de 75% y
100% CAT en comparacion con las densidades mas bajas de 25% y 50%
CAUT, ya que en éstos tratamientos de menor densidad se observé alimento
desperdiciado en el fondo de los tanques, a diferencia de los tratamientos

de mayor densidad donde no habia alimento en el fondo de los tanques.

Bolasina et al. (2006) estudiaron el efecto del hacinamiento sobre el
comportamiento de P. olivaceus. La concentracion de cortisol en los peces
que denominaron subordinados en el dia cero de experimentacion era
considerablemente elevada comparada con aquellos organismos
dominantes. Cuatro dias después de haber transferido a los subordinados a
condiciones de menor densidad y sin la presencia de los dominantes, los

niveles de cortisol disminuyeron incluso mas que al inicio del experimento,



su coloracibn cambio y su crecimiento en longitud también se vio
favorecido. Sus resultados demostraron que la falta de espacio para
asentarse causa importantes incrementos en el nivel de cortisol en los
tejidos, lo que indicd que existia estrés agudo por interaccidn social. Sin
embargo, en el presente trabajo con el lenguado de California, el
comportamiento observado no coincide con las observaciones de
Bolasina et al. (2006), es decir, las densidades mas elevadas resultaron mas
favorables para el crecimiento y bienestar fisiologico de los organismos,
indicado por las bajas concentraciones de cortisol encontradas en los

peces.

La duracion del experimento fue de 8 semanas por lo tanto se considera
que el estrés en los organismos es cronico. Davis et al. (1985) concluyeron
qgue durante el estrés cronico, la glucosa almacenada en el higado se
agota rapidamente y el incremento de corticoesteroides (cortisol) en el
plasma, inducen la gluconeogénesis resultando en una disminucién en el
crecimiento, debido a que se produce el catabolismo de proteinas para
sintetizar mas glucosa como fuente de energia metabdlica. Es probable
gue para el lenguado de California cultivado a bajas densidades se haya
presentado este fendbmeno ya que se observaron menores tasas de
crecimiento, una de las mayores concentraciones de glucosa en sangre y
mayor concentracidon de cortisol en sangre. Con esta informacion se
puede concluir que los peces de las densidades mas altas estuvieron
menos estresados lo que no afecto de manera importante su crecimiento y
sobrevivencia comparado con los tratamientos con menor densidad de

organismos cuyas concentraciones de cortisol fueron mas elevadas.



VIll.4. Glucosa

Otro de los parametros mas utilizados en el estudio del estrés son los
cambios en la concentracion de glucosa plasmatica. La hiperglucemia
observada durante el estrés es resultado de la glucogendlisis vy
gluconeogénesis, estando implicados en este efecto tanto las
catecolaminas como el cortisol (Flores, 2002). Estos niveles elevados de
glucosa en la sangre son generados principalmente para proveer la
energia metabdlica para un sin niumero de reacciones metabdlicas y
procesos fisiolégicos en respuesta a la condicion estresante. La glucosa
aumenta lentamente y permanece elevada por periodos mas

prolongados que el cortisol (Schreck, 1981).

En la presente investigacion, la concentracion de glucosa en la sangre de
los lenguados se mantuvo en niveles mas elevados en los tratamientos de
25y 100% CAT. Si tomamos al nivel de glucosa en la sangre como un buen
indicador del estrés de los organismos, podriamos utilizar estos resultados
como guia para establecer la densidad minima y maxima de siembra
adecuada para el lenguado de California. Por ejemplo, en el caso de las
bajas densidades (25% CAT) el estrés experimentado por los peces se
puede deber a la baja densidad, hecho que Kramer (1990) menciond
como una condicién no 6ptima para esta especie y los mecanismos de
accion gue producen ésta respuesta son los mencionados por Schreck
(1981) donde describe que los niveles elevados de glucosa en sangre son
generados para proveer energia metabdlica para los procesos de
respuesta al estrés. En cuanto a las altas densidades (100% CAT), se podria
pensar que los niveles Optimos en la siembra estan excedidos, causando

condiciones de estrés. Uno de los mecanismos de accidon de respuesta al



estrés es el incremento de la glucosa en la sangre debida a la accion de la
epinefrina. La fuente primaria de glucosa en la sangre, es el glicégeno
almacenado en el higado y el musculo. La utilizacidon del glicdgeno para
producir glucosa, reduce las reservas de energia disponibles en el
organismo y puede reducir el crecimiento. Unido a éste concepto,
pueden existir casos en los cuales los niveles elevados de glucosa en la
sangre son alterados por la accion del cortisol, ya que estimula la
gluconeogénesis en el higado y puede modificar la accién de otras
hormonas glucémicas (Wedemeyer et al., 1990). Por otro lado el alcance y
la dinamica de la respuesta al estrés puede ser fuertemente influenciada
por el estado de desarrollo del animal, la gravedad y la duracién del
estresor, entre otros factores, por ejemplo los factores de la respuesta
primaria y secundaria al estrés, pueden manifestar diferentes patrones
entre peces maduros o inmaduros expuestos a algun estrés generalizado

(Barandica y Tort, 2008)

VIIL.5. indice Hepatosomatico

Algunos estudios han utilizado el indice hepatosomatico para evaluar el
efecto de la densidad de cultivo (Montero et al.,, 1999, 2001). Por lo
general, cada 6rgano de un organismo representa un porcentaje mas o
menos fijo del peso total del pez, independiente de su tamafo. Sin
embargo, dependiendo de la especie y de las caracteristicas nutricionales
del alimento, los altos niveles de carbohidratos y/o lipidos son los

responsables de modificar el tamafo del higado (Shearer, 1994).



En el presente trabajo, la densidad de siembra tuvo un efecto sobre el
indice hepatosomatico de los organismos, con el valor mas alto y la mayor
variabilidad en la densidad mas baja (25% CAT) con un valor estimado de
2.54 +0.81.

En un estudio realizado por Montero et al. (2001) se menciona que las altas
densidades de cultivo producen una disminucién en el peso del higado y
por consiguiente un menor indice hepatosomatico, fendmeno que ha sido
asociado con una mayor utilizacidon de los lipidos contenidos en este
organo. En el lenguado de California se obtuvo una respuesta similar al
trabajo mencionado anteriormente, donde la menor densidad de siembra
es la que tuvo el mayor indice hepatosomatico (2.54) a diferencia de los
tratamientos de 50, 75 y 100% de cobertura. Dichos resultados indican que
en los tratamientos con menor densidad, los organismos desarrollan mayor
estrés. Como se ha mencionado con anterioridad, dicho efecto se cree
que esta relacionado con la afinidad de la especie a las densidades altas,

las cuales ofrecen un ambiente menos estresante.

En condiciones de estrés crénico, el cortisol promueve la actividad de la
enzima glucdégeno sintetasa, aumentando la deposicion de glucégeno en
el higado y no su disminucion, lo cual puede ser detectado con el analisis
de indices somaticos, tal como el indice hepatosomatico (Pereira et al.,
1995). Con base en este razonamiento, se sugiere que los lenguados de la
especie P. californicus mantenidos en densidades mas bajas, tienen
mayores niveles de estrés cronico (favoreciendo la liberacion de cortisol)
desencadenando una mayor sintesis de glucdégeno, a partir de otros
nutrientes, y que se deposita en el higado. Como consecuencia el higado

aumentd de peso y se obtuvo un mayor indice hepatosomatico (c.a., 2.54)



en los peces cultivados a 25% CAT. Similarmente, en la trucha Salvelinus
fontinalis, la movilizacion de triglicéridos compensa el incremento en la
demanda de energia asociada con el estrés ocasionado por el
incremento de la densidad de siembra, lo que sugiere un aumento de la

capacidad gluconeogénica del organismo (Vijayan et al., 1990).

Los resultados de las investigaciones que han evaluado el efecto del estrés
sobre el indice hepatosomatico son contradictorios. Por ejemplo, un
estudio realizado con la trucha arcoiris, donde se buscaba explicar la
posible interacciéon de las condiciones de cultivo (densidad de siembra) y
la dieta (aporte de las vitaminas E, C y de los acidos grasos polinsaturados,
HUFAs por sus siglas en ingles), utilizando el IHS como variable de respuesta,
mostré que la densidad mas alta solo tenia efecto negativo en las dietas
gue tenian altos contenidos de vitamina E, incrementando el tamafio del
higado. También se observd que las altas densidades afectaron el
metabolismo de los lipidos, incluyendo el indice hepatosomatico.
(Trenzado et al., 2000).

Por el contrario, Barton et al. (1987) mencionaron que en un grupo
experimental de trucha arcoiris (alimentado con cortisol) y en un grupo de
organismos expuestos a un manejo elevado de estrés, después de la
semana 10 de cultivo, el glucégeno del higado y el indice hepatosomatico
resultaron reducidos, este resultado es inusual, ya que investigaciones
previas muestran incrementos en el glucégeno después del tratamiento
con cortisol o en peces con elevadas concentraciones de cortisol
enddégeno (Lidman et al., 1979). Sin embargo, el bajo contenido de
glucdégeno hepatico, observado en los peces alimentados con cortisol,

puede ser resultado de un incremento crénico de la tasa metabdlica. Estos



reportes sugieren que existen diferencias en el efecto del cortisol sobre el
metabolismo de los carbohidratos, y que posiblemente varia, dependiendo
del estado fisiolégico del pez, de las dosis de cortisol utilizadas o de la
interaccion del cortisol con otras hormonas glucorreguladoras (Barton et
al., 1987).

La relevancia de ésta investigacion radica en que las diferentes
densidades utilizadas y evaluadas con respuestas fisioldgicas especificas
permitieron inferir la condicibn Optima para el cultivo del lenguado de

California Paralichthys californicus.

IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion se

puede concluir lo siguiente:

- La densidad de siembra es un factor de vital importancia en los
centros de produccion de lenguado de California Paralichthys
californicus.

- Aunque estadisticamente no existen diferencias significativas en el
crecimiento de Paralichthys californicus entre los tratamientos,
existe una tendencia a un mejor crecimiento en la densidad de
75% de CAT, en la cual se tuvieron los peces de mayor tamafo en
peso.

- Los peces del tratamiento con 75% de CAT desarrollaron el mayor

ATS final, lo cual indica que son los organismos de mayor tamaifio.



En relacion al CAT, 75% es el tratamiento en el cual la cobertura
tuvo su mayor incremento con 324.4%.

La sobrevivencia mas alta es similar en 75% y 100% de CAT. Es de
gran importancia enfatizar que son las dos densidades mas altas
las que tienen los mejores registros en éste parametro.

El cortisol, mostré6 una tendencia creciente con las densidades
mas bajas, por lo tanto, las densidades mas altas exhiben el
menor grado de estrés en los organismos, o cual se traduce en un
mejor crecimiento.

La glucosa analizada en los organismos mantenidos en este
estudio revela que 75% de CAT presenta el valor mas bajo, por lo
tanto el menor grado de estrés.

Con los valores obtenidos en el andlisis del indice Hepatosomatico
se puede afirmar que las densidades de 75% y 100% de CAT son
las que tienen los valores mas bajos, por lo tanto el menor grado

de estrés.



X. APENDICE

X.1. OBTENCION DE LA CURVA ESTANDAR

Para realizar la curva estdndar y determinar la concentracion de cortisol se

siguio el siguiente procedimiento:

1.- Preparacion de soluciones estandar:

SOLUCION PREPARACION

ESTANDAR
A Colocar 1 pg/ml de la solucion stock (agua deionizada)
B Tomar 20 pL de Ay adicionar 980 pL de buffer EIA y mezclar
C Tomar 200 pL de B y adicionar 1.8 mL de buffer EIA y mezclar
D Tomar 200 pL de C y adicionar 1.8 mL de buffer EIA y mezclar

En 8 tubos de ensayo se prepararon diferentes estandares agregando las

soluciones estandar de la siguiente manera:



ESTANDARES ng/mL Buffer EIA | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
(L) B (W) C (1 D (W)
So 0 Como esta - - -
Si 0.04 800 - - 200
S 0.1 500 - - 500
Ss 0.2 - - - Como esta
S4 0.4 800 - 200 -
Ss 1 500 - 500 -
Se 2 - - Como esta -
S7 10 - 500 - -

2.- Se determin6 el numero de celdillas a utilizar (16 celdillas)

3.- El conjugado de la enzima de cortisol se diluyé adicionando 1 pL del
conjugado de ésta enzima en 50 pL del buffer EIA para cada celdila
utilizada.

4.- Se agregaron 50 pL de las soluciones estandar en cada celdilla por
duplicado (Se- S7).

5.- Se agregaron 50 pL del conjugado de la enzima diluida en cada celdila
y se agitd la placa cuidadosamente para realizar la mezcla.

7.- Posteriormente se cubrid la placa con parafim y se incubdé a
temperatura ambiente por 1 hora.

8.- Durante el periodo de incubacion se preparé el buffer de lavado
diluyendo el concentrado del buffer de lavado con agua deionizada (1:10).
9.- Después de la incubacion, se elimind el contenido de las celdillas de la
placa dando pequefos golpes sobre una toalla.

10.- Cada una de las celdillas se lavé con 300 pL de buffer de lavado, este
procedimiento se repitid dos veces mas.

11.- Una vez lavada cada celda se agregaron 150 yL de sustrato a cada

unay se agitdé cuidadosamente.



12.- Se incubdé nuevamente la placa a temperatura ambiente por 30
minutos.

14.- Finalmente la placa fue leida en un lector para micro placas multipozo
ADL200 marca Beckman Coutler (espectrofotdbmetro) a una longitud de

onda de 650 nm.

X.2. EXTRACCION DE CORTISOL EN PLASMA:

1.- 100 pL de plasma de los organismos de cada tratamiento se coloco en
tubos de ensayo para agregarles 1 mL de Eter etilico.

2.- Los tubos se agitaron por 30 segundos y se dejo reposar hasta que se
separaron las fases.

3.- La fase organica (sobrenadante) fue transferida a un tubo de ensayo
limpio y se evaporo el solvente mediante la inyeccidn de N2 gaseoso.

4.- Una vez evaporado el Eter etilico se agregaron 100 L de buffer de
extraccion (previamente diluido 10:1) y se agité vigorosamente.

5.- De la mezcla anterior se tomaron 10 pL y se diluyeron en otros 990 L de
buffer de extraccidon. Se agitb nuevamente la mezcla y se tomaron muestras
de 50 pL por duplicado, colocandolas dentro de las celdas de la placa.

6.- Se agregaron 50uL de la dilucién del conjugado de la enzima en cada
celdilla con muestra y se agité la placa cuidadosamente.

7.- Se cubrié la placa con papel parafim y se incub6é a temperatura
ambiente por 1 hora.

8.- Durante el periodo de incubacion se preparé el buffer de lavado
diluyendo el concentrado del buffer de lavado con agua deionizada (1:10).
9.- Después de la incubacion, se elimind el contenido de las celdillas de la

placa y con una toalla seca se quité el contenido restante de las celdillas.



10.- Cada una de las celdillas se lavé con 300 pL de buffer de lavado; este
procedimiento se repitid dos veces mas.

11.- Una vez lavada cada celda se agregaron 150 yL de sustrato a cada
unay se agité cuidadosamente.

12.- Se incubdé nuevamente la placa a temperatura ambiente por 30
minutos.

14.- Finalmente la placa fue leida en un lector para micro placa

(espectrofotdmetro) a una longitud de onda de 650 nm
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