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Resumen de la tesis que presenta Omar Garcia Concha como requisito parcial para la
obtencion del grado de maestro en ciencias en acuicultura

Descripcion del desarrollo esquelético de Totoaba macdonaldi, caracterizacion de
sus malformaciones y su efecto en el desempeno biolégico

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Director de tesis

La totoaba, Totoaba macdonaldi es un pez endémico del Golfo de California que se
encuentra en peligro por la sobrepesca, desde 1987 esta protegido por la legislacion
mexicana. Actualmente se cultiva con fines de repoblacion y para el consumo humano.
A pesar de que se dispone de los protocolos para la reproduccion y el cultivo larval, la
sobrevivencia de las larvas y la produccion de juveniles son variables. Uno de los
problemas comunmente asociados a los peces marinos cultivados, incluida la totoaba,
es el desarrollo de malformaciones éseas, que son ocasionadas por distintos factores y
tienen un efecto negativo en el aspecto y en el desempefio biolégico de los peces
afectados. El conocimiento del desarrollo 6seo, es fundamental para el estudio de las
malformaciones del esqueleto de los peces y de las condiciones que favorecen su
desarrollo. En esta tesis se estudié la prevalencia de deformidades en tres grupos de
totoaba cultivados en forma independiente con un protocolo comun. Se cuantificd una
prevalencia promedio de 21.1+3.3%, y se identificaron ocho tipos de deformidades
asociadas al esqueleto axial, apendicular y craneo facial. Las malformaciones
operculares fueron las mas importantes ya que se presentaron en el 95.2% de los
organismos deformes. Durante el desarrollo larval, el primer evento de malformacion se
observd en la notocorda, antes de que la larva consumiera las reservas del saco
vitelino, seguido de las malformaciones operculares identificadas durante la etapa de
flexion de la notocorda, a los 17 DDE. La técnica de transparentacion y tincion
diferencial del cartilago y hueso, es una herramienta util para la identificacion de las
malformaciones operculares y de la columna vertebral. Las pruebas de desempefio
bioldgico (crecimiento, hematocrito y conteo de eritrocitos) no mostraron diferencias
entre los organismos con deformacién opercular y los sanos. Se observaron diferencias
entre el metabolismo activo de los organismos con malformacion opercular bilateral y
los organismos sanos.

Palabras clave: Totoaba, malformaciones, esqueleto, opérculos.
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Abstract of the tesis presented by Omar Garcia Concha as a partial requirement to

obtain the Master of Science Degree in Aquaculture.

Description of the skeletic development of Totoaba macdonaldi, characterizacio of
their malformations and the effect on the biological performance.

Approved by:

Dr. Benjamin Barén Sevilla
Director de tesis

Totoaba, Totoaba macdonaldi, is an endemic fish of the Gulf of California that was
threatened by overfishing, from 1987 is protected by Mexican law. Currently, the totoaba
is cultivated for restocking and for human consumption. Although protocols are available
for reproduction and larval culture, the survival of larvae and juvenile production is
variable. One of the problems commonly associated with cultivated marine fishes,
including totoaba, is the development of bone malformations that are caused by various
factors and have a negative effect on the appearance and the biological performance of
the affected fish. Knowledge of skeletal development is fundamental to the study of fish
malformations and the conditions that cause their development. In this thesis the
prevalence of deformities was studied in three totoaba groups cultured independently,
with a common protocol. The average of deformities prevalence was 21.1 + 3.3% and
were identified eight types, associated with the craniofacial, axial and appendicular
skeleton. The opercular malformations were the most important since they occurred in
95.2% of the deformed fishes. During larval development, the first event of deformation
was observed in the notochord, before the larvae consume the yolk sac reserves,
followed by the opercular defects identified during the notochord flexion stage, when
larvae have 17 days after hatch. The transparentation technique and differential staining
of cartilage and bone, is a useful tool for identification of opercular malformations and
spinal column. Biological performance tests (growth, hematocrit and red blood cells
count) were not different between healthy fish and those with opercular deformation.
Differences between active metabolism of totoabas with bilateral opercular malformation
and healthy totoabas were observed.

Keyworlds: Totoaba, malformations, skeleton, opercular.
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Capitulo l.- Introduccion

Totoaba macdonaldi (Figura 1) es un pez endémico del Golfo de California, es la
especie de mayor tamano de la familia Sciaenidae, puede alcanzar un peso de 100 kg y
una longitud total de 1.98 metros, ademas de ser un pez muy longevo, ya que se han
encontrado organismos de hasta 25 afios de edad. En su habitat natural, los adultos
realizan migraciones estacionales durante el invierno, hacia el norte del Golfo de
California, al Delta del rio Colorado, donde desovan entre los meses de febrero y junio,
con la mayor cantidad de desoves en el mes de marzo (Nakashima, 1916; Roman-
Rodriguez, 1990; Cisneros—Mata et al., 1995).

Figura 1.-Juvenil de Totoaba macdonaldi cultivado en el laboratorio de peces marinos del
CICESE

La sobrepesca de T. macdonaldi ocasiond una importante reduccién de las
capturas, lo que llevo al gobierno mexicano a proteger a la especie en 1987, cuando se
prohibio la pesca en México. En 1976 fue incluida en la lista de especies amenazadas
de la convencidn sobre el comercio internacional de especies en peligro de extincion
(CITES), aunque estas medidas no pudieron limitar la pesca incidental asociada a la

pesca de camaron (Cisneros-Mata et al., 1995).

Subsecuentemente se han realizado importantes esfuerzos para la repoblacion
de esta especie mediante su reproduccion en cautiverio y liberacién en el Golfo de
California. La Universidad Autébnoma de Baja California, en México, ha logrado la
maduracion y reproduccion de T. macdonaldi, sin embargo el proceso de cultivo larvario
sigue aun en desarrollo, ya que se han obtenido resultados variables por multiples

factores. (Galaviz et al., 2013). Recientemente, a partir del afio 2012, el Instituto de



Acuicultura del Estado de Sonora inicié un programa de reproduccion, repoblamiento y

cultivo comercial de totoaba en Bahia Kino, con resultados satisfactorios.

1.1 Malformaciones Oseas

Las malformaciones éseas en peces marinos cultivados son un problema comun
en la acuicultura de peces marinos, ya que limitan la produccion de organismos de
buena calidad y tienen un impacto negativo en el valor del producto (Cobcroft y
Battaglene, 2009; Georgakopoulou et al., 2010). Algunas malformaciones, como las del
craneo, tienen un impacto negativo en el crecimiento, supervivencia y susceptibilidad a
enfermedades, ya que influyen en forma negativa en la capacidad respiratoria, de
alimentacion y en la formacion de los érganos de los sentidos (Koumoundouros et al.,
1997; Koumoundouros 2010).

Aunque a menudo los peces deformes son removidos manualmente, la
prevalencia e intensidad de las malformaciones pueden ser tan importantes que tienen
una repercusion economica en el cultivo de estos organismos, por esta razén es
necesaria la comprension del origen y magnitud del problema, para plantear posibles

soluciones (Andrades et al., 1996; Koumoundouros, 2010).

Koumoundouros (1997) hizo una recopilacion de las malformaciones mas
comunes en los peces marinos cultivados y observdo que algunas pueden estar
asociadas con el desarrollo anormal de la vejiga natatoria, con el desarrollo del
esqueleto y las aletas, con una pigmentacion anormal, con el patron anormal de
distribucion de escamas, y con la forma de cuerpo. Entre las malformaciones mas
comunes del esqueleto, se encuentran las desviaciones de la columna vertebral
(lordosis, escoliosis, y cifosis) y las del craneo, que incluyen la formacion anormal de las
mandibulas o del arco hioideo y/o la ausencia o deformacién de algun segmento de los

opérculos.



Algunas malformaciones anatomicas se relacionan entre si, e.g., el inflado
anormal de la vejiga natatoria, por lo regular propicia una deformacion de la columna y
la ausencia de la aleta dorsal, y como consecuencia de estas anormalidades de la
columna, también se produce una alteracion del patron de distribucién de las escamas

(Koumoundouros, 2010).

Las malformaciones que involucran la ausencia o reduccion de los opérculos,
son especialmente importantes debido a que estos huesos craneales tienen una funcién
vital en la respiracion y el consumo de alimento, por lo que también podrian tener un
efecto negativo sobre el crecimiento, la supervivencia y la susceptibilidad a
enfermedades (Koumoundouros, 2010). Las posibles causas del desarrollo anormal de
los opérculos se han atribuido a la deficiencia de ciertos acidos grasos como DHA y
EPA (Gapasin and Duray, 2001) y a la temperatura (Abdel et al., 2004; Georgakopoulou

et al., 2010) entre otros.

Existen amplias revisiones en las que se estudia el origen y desarrollo de las
malformaciones mas comunes, asi como su prevalencia (Cahu et al., 2003;
Koumoundouros, 2010; Boglione et al., 2013a; Boglione et al., 2013b). Las

malformaciones tienen un origen multifactorial y son especie especificas.

En T. macdonaldi, se han realizado diversos estudios, principalmente enfocados
en el desarrollo de su tracto digestivo ( Rueda-Lopez et al., 2011; Minjarez-Osorio et
al., 2012; Galaviz et al., 2013; Galaviz et al., 2015) y nutricion (Bafuelos-Vargas et al.,
2014). Sin embargo el desarrollo 6seo de esta especie no se ha estudiado, la unica
informacién relacionada con sus malformaciones esqueléticas hace referencia a una
prevalencia del 10 al 30% en organismos juveniles, entre las que se destacan las
malformaciones operculares y de la columna vertebral (True, 2012). En las totoabas
cultivadas en los laboratorios que actualmente se dedican a la produccion de juveniles
para diferentes propdsitos (repoblamiento, cultivo comercial e investigacion), como el
laboratorio de peces marinos del Centro de Investigaciones Cientificas y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE) , la Universidad Auténoma de Baja California (UABC)
y el Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES), se han



observado malformaciones esqueléticas, especialmente malformaciones craneales, sin
embargo, se desconoce con exactitud su prevalencia e intensidad, los factores que
influyen en su incidencia y el impacto que tienen sobre el desempefo biolégico de los

organismos afectados.

En el cultivo de otras especies de peces ya se ha estudiado la prevalencia de
malformaciones en general y de las mas comunes, ademas de algunos factores que

influyen en la ocurrencia de ciertas malformaciones 6seas (Tabla 1).

De los estudios que se presentan en la tabla 1, destaca que la prevalencia de las
malformaciones tiene una gran variacion entre las especies (3 a 95%) e incluso, para
organismos de la misma especie. Las malformaciones observadas varian entre
sistemas de cultivo para una misma especie, como en el caso de Sparus aurata
(Koumoundouros, 1997; Gapasin and Duray, 2001). Esta variaciéon confirma su origen

multifactorial, ademas, en muchas especies el agente causal se desconoce.

En este sentido, como primera instancia para prevenir el desarrollo de
malformaciones en los peces marinos cultivados, es necesario estudiar las
malformaciones mas comunes y su proceso de formacién, asi como también es

importante conocer sus efectos sobre el desempeno de los organismos enfermos.



Tabla 1.- Malformaciones observadas en peces marinos cultivados, su prevalencia y edad de
desarrollo, en algunos casos se incluye la posible causa de la malformacién.

Especie Prevalencia Edad de Factor Referencia
Malformacion mas  deteccién asociado
comun (dde)
SPARUS AURATA Opérculos 100 - (Koumoundouros,
15.5% 1997)
CHANOS 3-26% Rayos 22-35 - (Hilomen-Garcia,
CHANOS branquiostegos y 1997)
opérculos
SPARUS AURATA Opercular 17 - (Galeotti et al.,
9.8-17% 1999)
(principalmente
monolateral)
CHANOS - 6.8-32.4% opercular 60 Concentracién (Gapasin and
CHANOS de DHA en la Duray, 2001)
dieta
SPARUS AURATA - Opercular 40 - (Verhaegen et
28.5% al.,2007)
(principalmente
monolateral)
LATRIX LINEATA 64+9% mandibulares 38 Color del (Cobcroft and
tanque Battaglene, 2009)
DICENTRARCHUS Rayos 54-63 Temperatura (Georgakopoul et
LABRAX branquiostegos al., 2010)
4.0-33.4%
SERIOLA 10-70% Mandibulares - (Cobcroft and
LALANDI Battaglene, 2013)
LATRIX LINEATA 10-95% - - (Cobcroft and
Battaglene, 2013)
TRACHINOTUS - deformacion de 26DDE - (Ma et al., 2016)

OVATUS

mandibula
36.4%

En cuanto al efecto que tienen las malformaciones éseas sobre el desempefio biolégico

de los peces cultivados, se ha evaluado su efecto sobre la velocidad critica de natacién

y la forma en que afectan la capacidad natatoria y estado de salud en peces, por lo que

son utiles para explicar el impacto ecolégico de los procesos de repoblamiento, ya que

disminuyen la capacidad de nado puede afectar la supervivencia en el medio silvestre

(Plaut, 2001; Lijalad and Powell, 2009a). En este sentido, son pocos los trabajos que

han abordado este tema, entre los que se pueden mencionar a Basaran et al. (2007)

quienes encontraron que la velocidad critica de natacion fue significativamente mas alta

en juveniles de Dicentrarchus labrax sanos que en aquellos con malformaciones

mandibulares. Por su parte Lijalad and Powell (2009b) estudiaron la velocidad critica de



nado en el salmon del Atlantico y también observaron un efecto negativo de las
malformaciones mandibulares, aunque no encontraron diferencias en el metabolismo de

rutina y maximo entre peces deformes y sanos.

1.2 Respiracidén en peces

Se ha mencionado que las malformaciones operculares pueden tener un impacto
negativo en el proceso de intercambio de gases, ya que los opérculos forman parte de
la camara opercular que en conjunto con la camara bucal hacen posible el proceso se

ventilacion de las branquias.

La mayoria de los peces bombean agua para irrigar las branquias, mediante la
expansion y contraccién de la camara bucal ubicada en la parte anterior de la cabeza y
la camara opercular situada en la parte posterior, detras de las branquias (Helfman et
al., 2009).

En la primera fase, de ventilacion (Figura 2a), se abre la boca y el agua ingresa
a la camara bucal, mientras que la camara opercular permanece cerrada gracias a los
opérculos; la segunda fase consiste en el cierre de la boca y contraccion de la camara
bucal (Figura 2b), que impulsa en agua a la camara opercular a través de las branquias
y sale por los opérculos, de esta manera el flujo de agua ocurre en direccion
anteroposterior de la cabeza (Figura 2b), provocando un flujo en contra del flujo
sanguineo que circula a través de las branquias, debido a esto, la trasferencia de gases
por las branquias solo funciona de manera eficiente si el flujo de agua se mantiene en la
misma direccion anteroposterior. La ventilacién ram es otra forma de provocar el flujo de
agua a través de las branquias. Esta forma de ventilaciéon es utilizada por los peces de
natacién rapida, como los atunes o sardinas, que mantienen la boca abierta y el agua

pasa dinamicamente a través de la boca y las branquias (Helfman et al., 2009)
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Figura 2.-Proceso de respiracion de los peces. Modificado de Helfman et al. (2009)

Las malformaciones éseas se consideran una enfermedad no infecciosa, ya que
son una desviacién de la estructura o funcion normal del organismo, en la que no
interviene algun agente patégeno (Koumoundouros, 2010), por lo que es importante el
estudio del efecto que tienen las malformaciones del cuerpo en el desempefio bioldgico

de los organismos cultivados.

Se han empleado diferentes técnicas de medicion del estado de salud de los
peces expuestos a los efectos de un agente estresor, entre las que se destacan el
estudio del metabolismo (Fisk et al., 2002; Tierney and Farrell, 2004, Lijalad and Powell,
2009a; Powell et al.,2005; Roberts and Smith, 2011) y de los parametros hematoldgicos
(Li et al.,2011; Saravanan et al.,.2011) los cuales se utilizaron en la presente

investigacion para para el estudio del impacto de las malformaciones.

1.3 Metabolismo

El metabolismo es la suma de todas las reacciones bioquimicas que se llevan a
cabo en cada célula de un organismo, en los peces la tasa de consumo de oxigeno es a

menudo utilizada como una medida indirecta de su tasa metabdlica, la cual puede ser



influenciada por multiples factores, como edad del pez, sexo, estado reproductivo,

estado de salud, temperatura y salinidad, entre otros (Helfman et al., 2009).

Los diferentes niveles de actividad metabdlica se engloban en tres conceptos
fundamentales. El primero es la tasa metabdlica estandar, la cual se define cuando un
pez permanece en completo reposo (sin movimiento), en ayuno (sin alimento en el
tracto digestivo) y en condiciones normoéxicas y normotérmicas. Este estado metabdlico
es el mas proximo al metabolismo basal, que se define como la suma de reacciones
metabdlicas necesarias para mantener con vida al organismo (Silva and Anderson,
1994; Helfman et al., 2009).

Debido a la dificultad que implica el mantener a un pez en completo reposo (sin
el uso de anestésicos), mientras se cuantifica su tasa metabdlica, es comun que se
utilice la tasa metabdlica de rutina para estudiar el metabolismo de los peces. Esta tasa
se define como aquella que se registra cuando un pez se mantiene en una condicién
libre de estresores y por lo tanto tiene eventos de actividad espontanea, ademas,
también esta en ayuno y en condiciones normoxicas y normotérmicas ( Herrmann and
Enders, 2000; Helfman et al., 2009).

Por ultimo, la tasa en la que se presenta mayor consumo de oxigeno es la tasa
metabdlica activa maxima, que es el punto en el cual el pez utiliza el oxigeno tan rapido
como es consumido, por lo general esta sujeto a un esfuerzo fisico como el nado
forzado (Stickney, 2000).

Las tasas metabdlicas estan influenciadas por diferentes variables fisicas,
quimicas y fisioldgicas, ademas de diferentes estresores, por lo que para describir el
estado metabdlico de un organismo, es necesario que se conozcan las condiciones
ambientales en las que se desempefa, una de las variables ambientales que mas
afecta las tasas metabdlicas y por lo tanto la fisiologia de los organismos acuaticos, es

la temperatura ( Herrmann and Enders, 2000; Helfman et al., 2009).



1.4 Hematologia en peces

La hematologia y la quimica clinica aplicada al estudio de los peces no son
técnicas rutinarias para el diagnostico de enfermedades, sin embargo pueden ser muy
utiles en algunas circunstancias y necesarias para detectar algunos padecimientos
asociados con las células sanguineas, como el estudio de ciertos virus, detectables
unicamente en los eritrocitos. También se han utilizado ampliamente para detectar
estados de anemia, mediante la cuantificacion del hematocrito y son una herramienta
cada vez mas utilizada para detectar cambios en el estado estructural y funcional de los
peces bajo diferentes condiciones de estrés. El conteo de eritrocitos, hematocrito, forma
y volumen de los eritrocitos, y la cantidad de hemoglobina, son algunos de los
parametros mayormente utilizados para tales propésitos (Noga, 2010; Saravanan et al.,
2011).

1.5 Hipétesis

El desarrollo 6seo y sus malformaciones en Totoaba macdonaldi son similares a

los de otros peces actinopterigios.

Las malformaciones operculares afectan la capacidad respiratoria, crecimiento y

parametros hematoldgicos en T. macdonaldi.
1.6 Objetivo General

Describir el desarrollo 6seo de Totoaba macdonaldi, caracterizar las
malformaciones Oseas en términos de prevalencia, momento de aparicion y huesos
afectados y evaluar el efecto de las malformaciones mas comunes sobre el desempefio
biolégico en organismos cultivados.

1.7 Objetivos particulares

e Describir el desarrollo 6seo de T. macdonaldi
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Cuantificar el porcentaje y tipos de malformaciones en la produccién de totoabas
cultivadas en el laboratorio de peces marinos del CICESE

Describir las malformaciones éseas y su proceso de formacion.

Evaluar el efecto de las malformaciones operculares sobre el desempefo
bioldgico de las totoabas con base en el crecimiento, metabolismo y parametros

hematoldgicos (concentracion de eritrocitos y hematocrito).
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Capitulo 2.- Materiales y Métodos

Para el cumplimiento de los objetivos, el trabajo, se dividi6 en 2 fases: a)

Diagndstico y b) Pruebas de desemperio bioldgico.

2.1 Fase A: Diagnéstico

En esta fase se cuantificd la prevalencia de organismos con malformaciones en
los cultivos que se desarrollaron durante las temporadas reproductivas 2015 y 2016, se
aplico un protocolo de cultivo larval estandar, utilizado en el laboratorio de peces
marinos del CICESE, en el cual estan establecidas las condiciones ambientales
(oxigeno disuelto > 6 mmg/L, salinidad: 35 ups, temperatura: 26°C) y de alimentacion
para el cultivo larvario de T. macdonaldi. Se tomaron muestras de organismos durante
el cultivo larvario para su posterior analisis y descripcion del desarrollo del sistema 6seo

y las malformaciones generadas.

A finales de marzo del 2015, un lote de huevos de T.macdonaldi, procedentes del
CREMES, fueron trasportados en bolsas plasticas via aérea y terrestre al laboratorio de
peces marinos del CICESE, en donde fueron sembrados en incubadoras de forma
cilindrica, con fondo cénico y de 2000 L de capacidad, a una densidad de 50 a 100
huevos L, para el cultivo se siguid el protocolo establecido en el laboratorio. Antes de
la eclosion, no se aplico flujo de agua ni de aire a las incubadoras, al tercer dia después
de la eclosion se suministraron rotiferos (Brachionus plicatilis), inicialmente 1 rotifero/ml
y posteriormente se incremento la concentracion hasta cinco rotiferos/ml. La produccion
de rotiferos se hace con pasta de microalgas (Instant Algae, Reed Mariculture Inc. USA)
y 12 h antes de suministrarlos a las larvas se enriquecen por 12 horas con Algamac
3000 (Aquafauna Biomarine), en una proporciéon de 0.3 g por millon de rotiferos y
suministrado en dos raciones, una al inicio del enriquecimiento y otra a las seis horas
de enriguecimiento. La etapa de transicién de la alimentacion con rotiferos a nauplios
de Artemia franciscana es entre los 12 y 19 dias después de la eclosién (DDE), durante

este periodo se sustituyeron en forma gradual los rotiferos por nauplios de Artemia,
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hasta alcanzar una concentracion de 5 nauplios mL-'. Los nauplios de artemia fueron
enriquecidos con el mismo procedimiento descrito para rotiferos, pero utilizando 0.2 gr
L' 100 000 naupios™. A partir del dia 29 DDE se realizo la transicion de alimentacion

con metanauplios de artemia alimento balanceado (Otohime® C1).

Algunos eventos importantes del desarrollo larvario de T. macdonaldi son el
inflado de la vejiga natatoria, la flexion y postflexion de la notocorda y el momento en
que se considera juvenil temprano (numero de radios y espinas caracteristicas de los
adultos), los cuales se desarrollan durante los dias 4, 10, 13 y 24 DDE a una
temperatura de 24°C (Sandoval-Garibaldi, 2001), por lo que se tomaron muestras
aleatorias de 15 a 30 organismos del tanque de cultivo larval, antes, durante y después
de estos eventos. Estos organismos se utilizaron para la descripcion del desarrollo, la
medicion de la longitud total y la deteccién y descripcion de cualquier proceso anormal
del desarrollo.

Las muestras de larvas obtenidas durante esta fase fueron fijadas en solucién
conservadora Davidson y posteriormente procesadas mediante una técnica de

transparentacion y tincion diferencial para la descripcion del desarrollo esquelético.

Al final del periodo de cultivo larvario se hizo un muestreo masivo de 1261
organismos en etapa juvenil (50 DDE), y se cuantificd la proporcién final de animales
deformes producidos, el criterio de seleccién de deformes y sanos fue cualitativo y se
hizo tomando en consideracion las observaciones realizadas durante el cultivo larval y
juvenil. Se calcul6 la proporcién de organismos con malformaciones en la columna

vertebral (lordosis, escoliosis, cifosis) y/o del craneo (mandibula y opérculos).

Los organismos deformes identificados durante esta primera etapa, se utilizaron

para las pruebas de desempefio biologico.

En el afio 2016 se recibieron dos desoves, el primero a mediados de abril (2016-
1) y el segundo a principios de mayo (2016-2), del mismo laboratorio y siguiendo el

mismo proceso de envio del afio anterior. Las larvas se cultivaron con el mismo
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protocolo estandar, a diferencia del enriquecimiento del alimento vivo, el cual se hizo
con el producto comercial Origreen® (Skretting, Noruega), siguiendo las
especificaciones del producto. De estos dos desoves se tomaron muestras de 50 larvas
recién eclosionadas y se cuantificd el porcentaje de organismos con malformaciones. Al
final del periodo larvario, en la etapa de juvenil, se realizdé la cuantificacion de las
malformaciones en todos los organismos producidos en el afio (2016-2) y del 25% de
los juveniles producidos en el cultivo2016-1. Para estudiar el desarrollo 6seo, se
tomaron muestras de larvas (20 organismos) los dias 3, 6, 8, 10, 12, 14, 17,19, 22,25y
35 del primer desove y se fijaron con una solucién de formol amortiguado con fosfatos
(450 ml agua destilada, 50 mL de formaldehido para histologia, 3.25 g NaH2PO4 y 2g

NaH2PO4H-20) para su transparentacion y doble tincion.

La cantidad de luz en la superficie del agua medida con un luxometro (Fisher
Scientific™ Traceable Dual-Range Light Meter) para los desoves del afio 2015 y 2016-1
fue en promedio de 1142447 lux y de 1465 y 900 lux en el centro y en los bordes del
tanque respectivamente. En el afio 2016-2 el cultivo se realizé con una iluminacién

promedio de 77.14+26 Lux y de 96 y 63 Lux en el centro y en los bordes de tanque.

2.2 Técnica de tincion y transparentacion

Con el fin de analizar el desarrollo del esqueleto y detectar los huesos implicados
en las malformaciones 6seas, los organismos muestreados fueron procesados con la
técnica de transparentacion descrita por Darias et al. (2010), y siguiendo las
recomendaciones de Gavaia et al. (2000). Esta técnica de transparentacion, permite
diferenciar los tejidos 6seo y cartilaginoso mediante el uso de los colorantes azul alcian
y rojo de alizarina que tienen afinidad por los tejidos cartilaginosos y Oseos
respectivamente. Se hicieron los ajustes necesarios en la técnica, para la especie y los

estadios estudiados.
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Para el procesamiento de las muestras se inicié con su lavado con agua potable
durante 24 horas a flujo constante, se colocaron las muestras en cajas histoldgicas para

facilitar el lavado (Figura 3a).

Posteriormente las muestras se lavaron 3 veces con agua destilada durante una
hora; subsecuentemente se deshidrataron los tejidos transfiriendo las muestras de
forma secuencial a soluciones de alcohol etilico con concentraciones de 20, 40, 60, 80 y
100% en intervalos de 2 horas. Las muestras permanecieron en alcohol absoluto por
una noche antes de ser transferidas a acetona por 48 horas (figura 3a), se eliminé el
exceso de acetona y se transfirieron a una solucion de azul de alcian (0.01 g de azul de
alcian en 60 mL de alcohol absoluto y 40mL de acido acético glacial) para la tincion del
cartilago, el periodo de tincion dependié6 del tamafo de la larva, se observd
continuamente la absorcion del colorante por el tejido cartilaginoso, para mantener el
menor tiempo posible a los especimenes en esta solucién, ya que puede descalcificar el

tejido osificado.

Después de la tincién con azul de alcian, las larvas se rehidrataron con las
soluciones de alcohol etilico a las mismas concentraciones y periodos utilizados en el
proceso de deshidratacion, pero en orden descendente, hasta llegar a agua destilada.
El proceso de blanqueamiento se hizo sumergiendo a los organismos en una solucion
de hidréxido de potasio (1%) y agua oxigenada en proporcion 9:1, durante este proceso
es importante la observacion en el microscopio estereoscopio para verificar el avance
de la reaccion. Para organismos grandes (35 DDE) este proceso toma mas de un dia e
incluso se puede requerir la renovacién del reactivo, en organismos pequefos
(<35DDE), el proceso puede tomar unas cuantas horas. Al final de este proceso, los
organismos deben adquirir un color blanco, los paquetes musculares son visibles y se

desprenden por completo las escamas (Figura 3b).

Para el proceso de trasparentacion se utilizé una solucién de tripsina y borato de
sodio (0.5g/30mL de solucién saturada de borato de sodio), al igual que con el
blanqueamiento, el proceso de reaccion se debe monitorear para verificar el momento

en que el musculo se torna transparente y el tejido esquelético, de color azul, es
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claramente visible (Figura 3c). En organismos de estadios tempranos (3-8 DDE), este
proceso no se aplicé por mas de dos horas, aunque no es completamente necesario,
solo se utilizé para ver con mayor claridad el cartilago pigmentado; en organismos
medianos (10-22DDE), se requiri menos de un dia para la transparentacién y en los de
mayor tamano, se requirieron hasta dos o mas dias, la rapidez de este proceso de la

temperatura.

Pasado este proceso se hicieron lavados con una soluciéon de hidroxido de
potasio al 2% (un dia) y 1% hasta que la solucién ya no adquiria un color azul, resultado
del exceso de azul de alcian. La tincién con rojo de alizarina se realizé con una solucién
de rojo de alizarina de 0.2g/ 50mL de alcohol al 90%, los tiempos de tincion se
adecuaron al tamafio de la larva (tabla 2). Subsecuentemente a la tincion del hueso, se
hicieron lavados con soluciones de KOH al 1% y 0.5% para eliminar el colorante del
musculo y visualizar claramente la tincién del hueso en los organismos tratados (Figura
3d).

Tabla 2.-Tiempo de exposicion (horas) de los especimenes de distintas edades a los diferentes
procesos de la técnica de transparentacién y doble tincién.

DDE Tincién con azul  Blanqueamiento Transparentacion Tincion con rojo de

de alcian alizarina
3 1 0.5 1 0.5
6 2 1 2 0.5
8 2 1 2 0.5
10 2 2 5 0.5
12 3 3 5 1
14 3 3 5 1
17 4 5 10 2
19 4 5 12 2
22 5 5 12 2
25 5 24 48 24
35 10 72 72 24
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Figura 3.-Proceso de tincion y transparentacion de larvas de totoabas. a) Organismo fijado y
deshidratado b) Organismo después de la tincion con azul de alcian y blanqueamiento, c)
Organismo después del macerado con la solucién de tripsina y bérax d) Organismos después de la
tincion con rojo de alizarina y lavado con la solucion de hidroxido de potasio

2.3 Fase B: Pruebas de desempeiio bioldégico
2.3.1 Crecimiento

Se llevd a cabo un experimento en el cual se evalué el crecimiento de
organismos juveniles de 60 DDE con malformacion opercular monolateral (MOM),
malformacién opercular bilateral (MOB) y tomando como control organismos sin
malformaciones 6seas aparentes (sanos). Se colocaron 10 totoabas de cada condicion
en estanques de 120 L, cada una por triplicado (N=30) (Tabla 3).
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Tabla 3.-Diseiio experimental para el estudio del crecimiento de organismos con malformaciones
operculares y sanos. MOM (Malformacion opercular monolateral), MOB (Malformaciéon opercular
bilateral), Sanos (Organismos con ambos opérculos y sin malformacion).

MOM MOB Sanos
Replica a | MOM-a MOB-a Sanos-a
Replica b ‘ MOM-b MOB-b Sanos-b
Replica ¢ ‘ MOM-c MOB-c Sanos-c

El bioensayo de crecimiento se hizo en nueve estanques de 120 L (100 | de
volumen util), cada grupo provisto de un sistema de recirculacién, constituido por un
filtro bioldgico-mecanico y un equipo de calentamiento/enfriamiento de agua (Heat
pump DSHP-6, Aqua Logic), el cual fue programado para mantener la temperatura del
agua en 24+1°C (Figura 4). La asignacion de cada condicion a las unidades

experimentales fue bajo un esquema de disefio por bloques completos al azar.

La alimentacion de los organismos fue a saciedad, para lo cual se suministraron
tres raciones diarias, se utilizd alimento de 55% de proteina (Skretting, Noruega) de 2 a
4 mm de diametro de particula, despendiendo del tamafio de los organismos y se
cuantificé la cantidad de alimento consumido, como la diferencia entre el alimento

suministrado y el alimento no consumido.

El mantenimiento del sistema de recirculacién se hizo diariamente mediante el
retrolavado de los filtros, limpieza del fondo de los tanques, ajuste de la salinidad por
dilucion con agua dulce, para mantenerla a 35 UPS y ajuste de pH y alcalinidad
mediante la adicién de bicarbonato de sodio, en una proporcion equivalente al 20% del

peso del alimento suministrado.
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Figura 4.Sistema de recirculacidon para cultivo de juveniles de Totoaba macdonaldi. Tc-tanque de
cultivo o unidad experimental, Ba- Bomba de agua, Ei- Equipos de intercambio de calor, Ai-
Suministro de aireacion, Tc- Tanque de compensacion, Ea-Entrada de agua tratada a las unidades
experimentales, Fi-Filtros mecanico biolégicos.

Para la evaluacion del crecimiento se hicieron biometrias cada dos semanas,
tomando la longitud total y peso de los organismos, se calcul6 el crecimiento absoluto y
relativo, asi como las tasas de conversion alimenticia de cada condiciéon de acuerdo a

Minjarez-Osorio et al. (2012) las cuales se muestran a continuacion.

Ganancia en peso = Peso final — Peso inicial

Peso final — Peso inicial)
X

% Ganancia en peso = ( —
Peso inicial

Peso humedo x 100
Longitud total3

Factor de condiciéon =

Ln peso final — Ln peso inicial

Tasa especifica de crecimiento = ;
tiempo

Alimento consumido

Tasa de conversion alimenticia =
Peso ganado
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2.3.2.-Pruebas de metabolismo activo

Se estudio el metabolismo activo de 9 totoabas juveniles de 25.54 +0.26 cm de
longitud total, 3 de cada condicion (MOM, MOB y Sanos).

Las totoabas se mantuvieron en ayuno por 24 horas antes de ser anestesiadas
con 1 ml/L de una solucion de aceite de clavo (1mL de aceite en 5mL de alcohol al
70%), hasta que perdieron el equilibrio y no presentaran mas movimiento que el de la
ventilacion branquial (Figura 5a). A continuacion se colocaron en un equipo para
medicién de metabolismo (Loligo® Systems) el cual consta de un tunel de nado de 90
litros de capacidad acoplado a un medidor de oxigeno de luminiscencia y de
temperatura (FIBOX 3 Presens®, Alemania) y un equipo (hardware) que recibe las
sefales de los sensores de oxigeno y temperatura, a su vez el canal de nado consta de
una camara exterior y la cdmara de mediciéon en donde se pone al organismo (Figura
5c).

La velocidad del agua en el interior del tunel de nado fue de 15.3 £0.2 cm seg™.
Para tal propdsito se utilizé una bomba de agua (bomba B1) (Leader® ecopool 15 de
1.5hp y 115v), y para renovar el agua dentro de la camara de mediciéon con el fin de
mantener el agua libre de desechos nitrogenados y oxigenada, se utiliz6 una bomba
auxiliar (bomba B2) (EHEIM®120V, 2400Lh"), la cual renovaba el agua cada 8 minutos,

intercambiando agua entre la camara exterior y la camara de medicion (Figura 5c).

Las medidas de temperatura y concentracion de oxigeno dentro de la camara
metabdlica del tunel fueron procesados por el software Autoresp 1, el cual calcula la
tasa metabdlica y la expresa como el consumo de oxigeno por unidad de biomasa del

pez y por unidad de tiempo (mg O2 kg h'").

Las mediciones del metabolismo activo se hicieron durante 24 horas, transcurrido
este tiempo, las totoabas se retiraron del tunel de nado y fueron sacrificadas por

sobredosis de anestesia para registrar el peso y la longitud total.
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El analisis de datos del metabolismo consistid inicialmente en definir la fase de
normalizacion metabdlica y la del metabolismo activo, durante esta ultima fase se
definieron dos estados, de menor y mayor actividad, por lo cual se utilizoé el programa
Matlab R2016a, se graficaron las medidas de la tasa metabdlica especifica (mgO2/kg/h)
en funcién del tiempo (horas), y se hizo el ajuste de estos datos a una curva de tercer
grado mediante minimos cuadrados, de la ecuacién resultante se obtuvo la primera
derivada, la cual también se grafic6 en relacion con el tiempo. Se analizaron los
resultados de todos los bioensayos y se establecié un intervalo de -3 a +5 valores de la
derivada de la ecuacion del metabolismo, en el cual se encontré un comportamiento
estable de la tasa metabdlica, se calcularon los deciles superior e inferior de este grupo
de datos y se utilizaron para hacer las comparaciones estadisticas entre las tres

condiciones experimentales (MOM, MOB y Sanos).
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Figura 5.-Medicion de metabolismo activo de juveniles de totoaba a) organismo con MOB
anestesiado b) organismo en el tunel de nado durante medicion, c) Diagrama del canal de
nado utilizado para la mediciéon del metabolismo activo, B1-Bomba uno, B2-Bomba dos,
Pf-Placa para mantener el fluido laminar, P-procesador de seinales de electrodos.

2.3.3 Parametros hematolégicos

Los parametros hematologicos que se midieron fueron el hematocrito y la
concentracion de eritrocitos. Se tomaron diez organismos sanos, diez organismos sin
un opérculo (MOM y nueve organismos sin dos opérculos (MOB), todos de 9 meses de
edad con una longitud total promedio de 28.72+2.38 cm, los cuales fueron anestesiados
con una solucién de aceite de clavo, misma que se utilizé durante las pruebas de
metabolismo activo. Una vez anestesiados, se les extrajo una muestra de sangre,
haciendo una puncién en la region ventral del pedunculo caudal, se tomaron de 2 a 5
mL de sangre de la vena caudal (Figura 6a), en seguida se depositaron en tubos de
polipropileno transparente para recoleccién de sangre (tubos BD Microcontainer ®) con
anticoagulante, de esta muestra de sangre se tomoé una porcion para el analisis de

hematocrito y otra para el recuento celular.
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De la muestra de sangre de cada totoaba, se llené por capilaridad un tubo capilar
para hematocrito (Aris, soda lime glass), las muestras se centrifugaron en grupos de 10,
en una centrifuga para hematocrito (Clay Adams®) por 10 minutos a 27,000 RPM
(revoluciones por minuto) después de centrifugar las muestras, se formaron 2 fases,
una con las células sanguineas (color rojo) y la otra con el plasma (transparente), los
tubos capilares se colocaron en un lector de hematocrito (Adams micro-hematocrit
reader), para cuantificar el porcentaje de células sanguineas con respecto al volumen

total de sangre (Figura 6c¢).

Para el recuento celular se hizo una dilucidon de la muestra de 1:200, utilizando
20 pL de sangre en 4 mL de solucion de Natt-Herrick, la mezcla reposo6 por un periodo
de entre dos y cinco horas, para lograr la tincion celular y realizar el recuento. La
identificacion de eritrocitos se hizo de acuerdo con las caracteristicas de la tincion y
forma del nudcleo, tomando como referencia las caracteristicas de las células
sanguineas del pargo lunarejo Lutjanus guttatus (Del Rio-Zaragoza et al., 2011). Cada
muestra se colocd en una camara de Neubauer, se mantuvo en reposo durante 10
minutos para que las células sanguineas se sedimentaran, a continuacién se contaron
los eritrocitos en 5 cuadros de la parte central de la camara por triplicado (Figura 6d).
Para obtener la concentracidén de eritrocitos se aplicd la siguiente formula (Schreck et
al., 1990):

Numero de eritrocitos x 1

C tracion = 200
oncentracion 0.02 X

Donde:
NUmero de eritrocitos= suma de los eritrocitos contados en los 5 cuadros.
200= factor de dilucion.
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2.4 Analisis estadistico

Para el analisis del crecimiento de los organismos MOM, MOB y sanos se aplico
un analisis de varianza (ANDEVA) de una via de crecimiento (TEC), transformado con
la funcién arco seno. Se realizé también un analisis de varianza de una via de los
parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad, oxigeno) entre cada tratamiento
(MOM, MOB, Sanos). Tanto para el analisis de los parametros de crecimiento y
parametros fisicoquimicos se hizo con un nivel de significancia de 0.05 y fueron

verificados los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

Los datos del metabolismo activo superior, inferior y su intervalo, fueron
analizados mediante un ANDEVA de una via, con un nivel de significancia de 0.05. En
los casos en que se obtuvieron diferencias significativas se procedié a hacer una

prueba pos hoc de Tukey, para identificar los tratamientos diferentes.

Para el analisis de concentracion de eritrocitos y hematocrito también se
verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas y posteriormente

se aplicé un analisis de varianza entre las tres condiciones.
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Capitulo 3.-Resultados

3.1 Fase A: Diagnoéstico

Para la descripcion del desarrollo larvario de T. macdonaldi se tomaron
muestras de organismos los dias 11, 12, 14, 17, 19, 23, 25, 27, 29, 33, 37 y 42
DDE. En la figura 6 se presenta el modelo de crecimiento en longitud total de las

larvas de totoaba.

LT=2.34e (0054
R%2=0.81

Longitud total (mm)
o

10 ~
5 -
l g
0 Alimento formulado
Rotiferos Artemia >
0 10 20 30 40 50
DDE (dias)

Figura 6.-Crecimiento de las larvas de totoaba bajo un protocolo de cultivo estandar.

El crecimiento larval es discontinuo, se distinguen dos fases, la primera del dia 2 al
19 DDE donde la tasa de crecimiento es menor y sigue una tendencia lineal, la tasa
especifica de crecimiento fue de 0.03. En la segunda fase, de los 19 a los 41 DDE
se aprecia un crecimiento exponencial, la tasa especifica de crecimiento fue de 0.07,

es decir 1.8 veces mas que en la primera etapa, reflejo del rapido crecimiento.

En la tabla 4 se muestra el desarrollo de T. macdonaldi desde el momento de

la eclosién hasta la etapa de juvenil temprano, los mayores cambios morfolégicos,
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como el desarrollo de las aletas, opérculos, desarrollo del notocordio y la cobertura
de cromatoforos, se presentan en los primeros dias, a partir del dia 23-25 los

cambios son menos evidentes y solo aumentan su tamainio.

3.1.1 Transparentacion y doble tincion

Los organismos que se colectaron y fijaron durante el primer afio no se
pudieron tefiir con la solucién de rojo de alizarina, debido a que la solucidn fijadora
de Davidson ocasiona la descalcificacion, por lo que solo se pudo hacer la tincion del
cartilago con la solucidon de azul de alcian, que tiene gran afinidad por los

mucopolisacaridos en pH bajos (1-2).

La pigmentacion del tejido cartilaginoso con azul de alcian y del tejido 6seo
con rojo de alizarina se llevé a cabo de manera exitosa durante el segundo afio de
muestreo, en los organismos recolectados y fijados con formol amortiguado (pH-7).
Uno de los aspectos criticos durante el procesamiento de las muestras con esta
técnica es la tincibn con azul de alcian, debido a que se corre el riesgo de
descalcificar al organismo, ya que la solucién de azul de alcian tiene un pH acido, el
tiempo en que se logra que el cartilago tenga una buena absorcion de colorante

depende del tamafio de la larva, como se muestran en la tabla 2.

Durante el proceso de blanqueamiento se eliminaron los cromatéforos y todo
el color en la piel, la eliminacion de escamas fue necesaria a partir de los 25 DDE,
para los cual, con la ayuda de una espatula pequefia, se realizé un raspado sobre la
piel del organismo. Durante el proceso de blanqueamiento se presento el problema
de la formacioén de burbujas en los tejidos u 6rganos de los especimenes, como en
el estdbmago, cabeza, intestino o musculo, dichas burbujas se pudieron eliminar
mecanicamente mediante puncién, pero otras, como las que se formaron dentro de
los musculos o craneo no se pudieron eliminar, lo que puede dificultar la observacién

de algunas estructuras del esqueleto.
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Tabla 4.-Desarrollo larvario de Totoaba macdonaldi y sus principales cambios morfolégicos
LT: Longitud total.

DDE Imagen Descripcién

Vista ventral de una larva recién eclosionada,

LT=0.91£0.76 mm. Saco vitelino grande (b)
0.89+0.04 mm de largo y 0.65+0.03 mm de

ancho, mas de la mitad de la longitud del pez,

ninguna aleta formada, no se observa boca ni
ano abiertos, solo se observan los globos

oculares (a)

LT=2.8410.32. Boca (a) y ano (b) abiertos,
tamano de la boca 0.3£0.01 mm de alto y
0.241£0.02 mm de ancho. Sin aletas dorsal,
caudal o ventral, presencia de aletas
pectorales, absorcion completa de saco
vitelino. Protuberancia en la parte dorsal de la

cabeza. Inicia alimentacion con rotiferos.

LT=3.19+0.07 mm. Sin saco vitelino,
mandibula superior en desarrollo, presencia

temprana de cromatoforos(a, b), cabeza sin

protuberancia en la parte dorsal.




Tabla 3.-Continuacion

12

14

19

23

27

LT=4.4840.20 mm. Crecimiento de mandibula
superior. En etapa de pre flexion, el notocordio
es aun recto (a), la flecha indica las areas de

proliferacion de cromatoforos al dia 5 DDE.

LT=4.591£0.52 mm. Empieza etapa de flexién,
final del notocordio en direccion ascendente
(a), se empiezan a formar los huesos de la
aleta caudal, mayor proliferacion de

cromatoforos.

LT=4.931£0.29mm. etapa transicién de flexion,

LT=5.161£0.24mm. Etapa de flexién avanzada,
el final del notocordio mas prolongado en
direccion ascendente (a), empieza el
crecimiento de alteas dorsal y anal (b, c),
presencia de branquias y opérculos (d).Inicia

alimentaciéon con artemia.

LT=7.88+0.32mm

Los organismos reflejan de luz en forma
multicolor (iridioforos). Etapa de postflexion con

todas las aletas bien formadas.

A partir de esta etapa, se incrementa la
cobertura cromatéforos y escamas en todo el

cuerpo.




Tabla 3.-Continuacion
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LT=8.52+1.35mm.

LT=10.43£1.74mm, la presencia de escamas

es mas notoria.

LT=10.02+1.50 mm.

Algunos organismos nadan de manera anormal
formando circulos en la superficie, se observa

la deformacion en la columna

LT=16.85%£1.91mm.juveniles tempranos con las
aletas con espinas y radios bien desarrollados

a)

LT=22.10£3.83mm. Detalle de linea lateral b).

LT=22.41+2.10mm. Detalle de mandibula
inferior y dientes caniniformes bien

desarrollados.

LT=27.9614.32mm. d) Detalle de radios

branquiostegos.
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3.1.2 Desarrollo 6seo de Totoaba macdonaldi

De manera general, Cailliet et al.(1986) clasifican el esqueleto de los peces
0seos en axial y apendicular. El esqueleto axial comprende el craneo y la columna
vertebral, algunos componentes del craneo son las mandibulas inferior y superior,
opérculo, subopérculo, interopérculo, y neurocraneo. El esqueleto apendicular
comprende las aletas, en T. macdonaldi son siete, la aleta caudal, anal, dorsal, un
par de aletas pectorales y un par de aletas pélvicas (Figura 7a). Los huesos de
soporte de las aletas, llamados lepidotriquios, estan presentes en las aletas dorsal y
anal (Figura 7 c y d) a diferencia de los huesos de soporte de las aletas pélvicas y

caudal basipterigio y placa hemal respectivamente (Figura 7a).

Figura 7.-Sistema esquelético de Totoaba macdonaldi, principales partes del esqueleto
axial y apendicular a) Esqueleto completo de juvenil de 25DDE, Ca-Cabeza, Pp-
Parapofisis, Ad-Aleta dorsal, Ac-Aleta caudal, Ape-Aleta pélvica, Aa-Aleta anal, Cve-
Costilla ventral, Ba-Basipterigio, Ph-Placa hipural, Cv-Columna vertebral, Cve-Costillas
ventrales, Ep-Epurales, B) Cabeza, Nc-Neurocraneo, 0Oj-Ojo, Ms-Mandibula superior,
Mi-Mandibula inferior, Rb-Rayos branquiostegos, So-Sub opérculo, Op- Opérculo, c)
aleta dorsal, Pd-predorsales, Pt-Pterigioforo, Le-Lepidotriquia , d) aleta anal.
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Una vez mencionado de manera general los componentes esqueléticos en T.
macdonaldi a continuacion se describe a detalle el desarrollo de los 5 hasta 35 DDE.
En primer término se analizé el desarrollo de la region craneal, el resto del esqueleto

axial y apendicular.

Dias 5 y 6 DE. A los 5DDE los primeros huesos en iniciar su desarrollo se
encuentran en la cabeza, se observa el cartilago de Meckel (Figura 8) y el cartilago
etmoidal los cuales dan origen a las mandibula inferior y superior respectivamente,
también se observan los arcos branquiales bien pigmentados en color azul
(cartilago) (Figura 8). A los 6 DDE Aparecen las primeras dos espinas neurales en la
parte dorsal anterior del notocordio, el cual da origen a la columna vertebral (Figura
9). En la seccion final del notocordio todavia no se observa el desarrollo de la aleta

caudal. No se observan procesos de osificacion en ninguna region del cuerpo.

En Mi

--.-.'t .
CER ha? n” a o)

-
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E o g o

Ab Cm

Figura 8.-Cabeza de larva de 5DDE.

He-cartilago  etmoidal, Ab-arcos  Figura 9.-Parte anterior del notocordio de larva de 6 DDE.
branquiales, Cm-cartilago de Meckel. En-Espinas neurales, Mi-Miémeros, No-Notocordio

Dia 8 DDE. Empieza la osificaciéon de la mandibula, de los huesos premaxilares y
dentarios (mandibula superior e inferior), los arcos branquiales se observan
claramente de composicion cartilaginosa. El notocordio es recto, sin osificacion, se
observan de 3 a 4 espinas neurales (Figura 10) y de 9 a 11 espinas hemales en la
parte posterior ventral del notocordio (Figura 10). En cuanto al esqueleto

apendicular, la aleta pectoral es la primera en desarrollarse y esta formada por
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cartilago. El coracoide esta en proceso de desarrollo y esta formado por cartilago, se
observa también el desarrollo de la aleta caudal constituida por cartilago. Las placas
hipurales (en estadios avanzados forman la placa hipural), aun no estan bien
definidas, se observan entre 2 y 3 piezas. En la cabeza, la maxila y el dentario se
encuentran en estado transitorio entre cartilago y hueso, los opérculos se observan
muy delgados pero en estado osificado (solo visibles dorsalmente), los arcos
branquiales permanecen aun como cartilago y aun no se observan los rayos
branquiostegos. También las espinas hemales y prehemales ya son evidentes (ca.
20), pero ninguna esta osificada. Inicia el desarrollo de la aleta dorsal con la

presencia de pterigioforos cartilaginosos aunque, aun no estan bien definidos

b)

“‘.

Eh

Figura 10.-Larva de 8 DDE a) Cabeza Ms-mandibula superior, En-Espinas neurales (3) Co-
Coracoide, Ab-Arcos branquiales y b) Regién posterior del notocordio Eh-Espinas hemales,
H-Hipurales

Dia 10 DDE. Se observan los rayos branquiostegos osificados, sin haber pasado por
una etapa cartilaginosa. La mandibula superior e inferior estan osificadas, los arcos
branquiales aun estan formados por cartilago, los opérculos aun se observan
delgados y osificados y en el borde contienen una pequefia franja de cartilago
(Figura 11). Comienza la osificacion de la columna vertebral en direccion
anteroposterior, se observan de 16 a 18 vertebras osificadas, son evidentes todas
las espinas neurales (24) de las cuales las primeras dos (las primeras en aparecer
constituidas por cartilago) ya estan osificadas (Figura 12) (cambio de color azul a
morado), La cintura escapular sigue desarrollandose con la aparicién del cleitro y el
coracoide aun sigue en estado cartilaginosos. En la aleta caudal las placas hipurales

y parhipurales aun son cartilaginosas.
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Figura 11.-Cabeza de larva de 10 DDE. Figura 12.-Larva de 10 DDE, proceso de
osificacion de las espinas neurales.

Dia 12 DE. Mayor osificacion de la columna vertebral y de las espinas neurales en
sentido anteroposterior. El urostilo aparece osificado antes de que se osifiquen todas
las vértebras anteriores, lo mas temprano que se observo fue en la osificacion de la
vértebra 20 (direccidn anteroposterior). La pleura central aun no esta osificada
(Figura 13).

Los elementos de las aletas pectorales son de cartilago. Las espinas de la aleta anal
se observan con mayor claridad y definicién y estan constituidas por cartilago, son 7
y las anteriores son de mayor longitud. Se aprecian 24 pterigiéforos de la aleta anal.
Se observan 3 huesos epurales sobre el urostilo. Las placas hipurales de la aleta
caudal, parhipurales y epurales aun estan formadas por cartilago, comienza la

separacion entre las hipurales 1y 2 de las hipurales 3, 4 y 5 (figura 13).
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Figura 13.- Larva de 12 DDE. Izquierda-Vista dorsal de la cabeza, Derecha-Aleta caudal. Op- Opérculo,
Ms-Mandibula superior, Ap-Aleta pectoral, Cv-Columna vertebral, En-Espina neural, Eh-Espina hemal,
Ur-Urostilo, Ep- Epurales.

Dia 14 DE. La columna vertebral, constituida por 25 vertebras, incluyendo el urostilo,
estd completamente osificada, las espinas neurales y hemales se encuentran en
transicion de cartilago a hueso, las cinco piezas hipurales que forman parte del
soporte de la aleta caudal comienzan el proceso de osificacion, Los pterigiéforos de
las aletas dorsal y anal aun son de cartilago, siete en la aleta anal con 8 espinas, al
parecer los primeros dos ptegioforos estan fusionados. Las espinas neurales y
hemales distales aun estan constituidas por cartilago. Se aprecian 31 pterigioforos
de la aleta dorsal aun como cartilago, con 30 espinas osificadas. Los elementos de

la aleta caudal se empiezan a osificar.
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Dia 17 DE. Los huesos de la mandibula, opérculos, y radios branquiostegos ya
estan osificados, solo los arcos branquiales estan en proceso de osificacion. Todas
las vértebras, las espinas hemales, neurales y parapdfisis (5) ya se encuentran
osificadas. Aun no se observan costillas ventrales. Ya se observan osificados los
radios o lepidotriquias de todas las aletas (dorsal, caudal, anal, pectoral y pélvicas).
Los hipurales, parhipural y epurales (Figura 14) se encuentran en proceso de
osificacion al igual que los pterigioforos y predorsales de la aleta dorsal y los

pterigiéforos de las aletas anal y pélvicas.

Figura 14.-Aleta caudal de organismos de 17

DDE. H1-H5:Hipurales, b:Parhipural,
U:urostilo, Ep-epurales

E.H.

Dia 19 DE. El esqueleto axial y la cabeza tienen el mayor grado de osificacion. Es
visible el proceso de osificacion de las costillas y las demas partes (vertebras vy
espinas hemales y neurales) ya estan osificadas. En la cabeza solamente los arcos

branquiales siguen en proceso de osificacion.

Dia 22-35 DDE. En la cabeza, practicamente todos sus elementos estan osificados,
solo se observa cartilago en las orbitas, el cual se clasifica como cartilago escleral
(Boglione et al., 2013b). En el esqueleto axial solo faltan por osificarse las costillas
ventrales, proceso que se completa a los 25 DDE. En la aleta caudal, la osificacion
de todos sus elementos se da a los 35 DDE, solo la base de los radios esta

constituida por cartilago, que de acuerdo con Boglione et al. (2013b), es de tipo
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hialino, lo mismo ocurre en la aleta dorsal. En la cintura escapular la osificacion del
coracoide comienza hasta los 25 DDE y hasta el dia 35 aun permanece en proceso
de osificacion, en la aleta pectoral los pterigiéforos proximales también permanecen

como cartilago, esta aleta es la ultima en terminar su proceso de osificacion.

En la figura 15 y tabla 5 se presenta un resumen del proceso de desarrollo y
osificacion de las diferentes piezas 6seas durante el desarrollo larval de

T.macdonaldi.



12dde
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Figura 15.- Desarrollo esquelético de Totoaba macdonaldi, la barra gris equivale
a 1mm.
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Tabla 5.-Resumen del proceso de desarrollo y osificacion de las diferentes piezas 6seas durante el desarrollo larval de T. macdonaldi. Ca-
cartilago, CH- transicion de cartilago a hueso, PO-Proceso de osificacién, X- piezas completas, *-pieza ausente.

Dias después de eclosion

Pieza 6sea 5 8 10 12 14 17 19 22 25 35

Cabeza Premaxila Ca CH Os Os Os Os Os Os Os Os
Dentario Ca CH Os Os Os Os Os Os Os Os

Opérculos * PO PO Os Os Os Os Os Os Os

Rayos branquiostegos  * * Os Os Os Os Os Os Os Os

Arcos branquiales ca Ca Ca Ca CH CH CH CH CH Os

Columna vertebral Vertebral centra PO PO X, OS (OR) 0N (O] (0N OS
Urostilo * * Os Os Os Os Os Os Os

Espinas hemales * Ca X, Ca CH CH Os Os Os Os Os

Espinas neurales * Ca X,CH CH CH (O (ON] 0OS (0N OS

Costillas ventrales * * * * * * CH CH CH OR)

Parapofisis * * Ca Ca CH Os Os Os Os Os



Tabla 5.-continuacion

Dias después de eclosion

Pieza 6sea 5 10 12 14 17 19

Aleta dorsal Pterigioforos * * Ca Ca X, Ca CH CH
Lepidotriquia * * * 0S Os Os

Predorsales * * * x, Ca Ca CH CH

Aleta anal Pterigioforos * * * Ca X, Ca CH CH
Rayos distales * * * * Ca Ca Ca

Lepidotriquia * * * * Os Os Os

Aletas pectorales Cleithrum * * Os Os Os Os Os
Coracoide Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca

Pterigioforos proximales  * * * * * Ca Ca

Radios distales * * * * * Os Os

Aleta caudal Preural centra * * * Os Os Os Os
Hipurales Ca X,Ca Ca CH CH CH

Parhipurales * Ca Ca Ca Ca CH CH

Epurales * * Ca ca ca CH CH

Uroneurales * * * * * * Os

Lepidotriquia Os Os Os Os Os

Aleta pelvica Basipterigio * * * Ca Ca CH
Espinas * * * * * Os

22
CH
Os
CH
CH

Os
Os
Ca
Ca
Os
Os
CH
CH
CH
Os
Os
CH

25
CH
Os
CH
CH

Os
Os
CH
Ca
Os
Os
Os
(OR)
CH
Os
Os
(O

35
Os
Os
Os
CH

Os
Os
CH
Ca
Os
Os
Os
(O
Os
Os
Os
(O



39

3.1.3 Malformaciones durante el cultivo larval y anomalias detectadas

La distribucion de las larvas en la incubadora mostré un patrén comun en los tres
lotes cultivados, durante los primeros 3 DDE, las larvas se distribuyeron practicamente
en toda la columna de agua. En los dias subsecuentes, se fueron congregando en las
paredes del tanque y en el fondo, entre los 12 al 17 DDE, practicamente todas las
larvas se encontraban en las paredes de la incubadora (Figura 16). Este
comportamiento empezd a disminuir a partir de los 31 a 35 DDE, en la etapa de
alimentaciéon con alimento balanceado, entonces, los juveniles ya se distribuian
uniformemente en todo el tanque de cultivo. A continuacion de describen en forma

cronoldgica las malformaciones que se observaron durante el desarrollo.

Figura16.-Incubadora con larvas de Totoaba macdonadi congregadas en las paredes
del tanque

3.1.3.1 Malformaciones del notocordio

El diametro de los huevos de los desoves 2016-1 y 2016-2 fueron similares
(8425 y 846+3 um respectivamente). En larvas recién eclosionadas se presentaron
malformaciones del notocordio (Figura 17), en el primer desove se presentd una
prevalencia de 28.4% y para el segundo de 27.2%, aunque se observé una gran
cantidad de huevos con embriones deformes en la etapa de neurula, estos huevos se
sedimentaron y fueron retirados del cultivo, por lo que solo se conservaron los huevos
flotantes. Las larvas deformes tuvieron una conducta anormal, las que presentaron un

mayor grado de malformacion nadaban en circulos, y aquellas con menor grado de
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deformacién no seguian una trayectoria recta al desplazarse, en los dias subsecuentes

se presentd gran mortalidad de estas larvas.

Figura 17.-Huevos y larvas recién eclosionadas de Totoaba macdonaldi, con
malformaciones de la notocorda. La barra equivale a 500um

3.1.3.2 Malformaciones de la columna y anomalias del desarrollo de la vejiga

gaseosa

A los 27 DDE se observaron algunas larvas nadando con dificultad en la
superficie del tanque (<10 larvas), ya que permanecian de costado en la superficie del
agua. Se detectaron malformaciones de la columna al dia 29 DDE en las larvas del
desove del afio uno, en esta edad, las larvas se alimentaron con nauplios de Artemia,
tenian un desarrollo avanzado de la pigmentacién en el cuerpo, algunas practicamente

con todo el cuerpo pigmentado.

Para el dia 29 DDE la cantidad de larvas con problemas de natacion aumento,
mas de 100 organismos permanecian en la superficie nadando en circulos y con la
region ventral del cuerpo hacia la superficie del tanque, se observoé que las larvas
deformes tenian una menor longitud y el grado de replecion estomacal era menor,

debido a su incapacidad para consumir alimento.
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Entre los 27 y 30 DDE se observd flotacion y malformacion de las larvas,
posteriormente todas las larvas con estas caracteristicas murieron y fueron retiradas de
la superficie del tanque. La técnica de transparentacion y tincion permitio observar que
las malformaciones consistieron en desviaciones de la columna (Figura 18), dos cifosis,
una en las veértebras cefélicas, situada después del neurocraneo y otra en las vértebras
caudales, especificamente en el pedunculo caudal, todos los organismos de esta
condicién transparentados (10 organismos) presentaron estas malformaciones en

menor 0 mayor grado.

En los dos lotes de larvas cultivadas durante el afo 2, no se presentaron eventos
de hiperinflado de la vejiga, sin embargo, entre los 25 y 28 DDE se present6 un evento
de mortalidad, pero en este caso, el comportamiento de las larvas indicaba la falta de
inflado de la vejiga natatoria, ya que muchas (>100) presentaron una conducta natatoria
anormal, tratando de salir a la superficie y con dificultad para nadar, dichos organismos

también murieron, de manera similar al evento de mortalidad del 2015.

Figura 18.- Organismo de 29DDE sano (a) y con malformacién de la columna (b)
antes (a, b) y después (c, d) de la técnica de transparentacion y tincion, las llaves
indican cifosis.
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3.1.3.3 Malformaciones operculares

Al dia 33 DDE se detectaron por primera vez anomalias operculares, se
observaron organismos con una pequena fisura en el area opercular, a través de la cual
se exponian las branquias (Figura 19a), en las larvas sanas no se observo la exposicion

de las branquias (Figura 19 b).

La observacion de estos organismos después del proceso de transparentacion
evidencié la afectacion opercular, que consistido en un doblez en el borde del opérculo
que se proyectaba hacia el interior de la camara branquial (Figura 19 d, g). No se

identificd algun comportamiento diferente entre los organismos deformes y sanos.

Figura 19.-Organismos de 33 DDE sanos y con deformidad opercular antes y después del proceso
de transparentacion y tinciéon. a) Organismo con deformidad opercular, b) Organismo sano, c)
Organismo sano, d) Opérculo malformado con exposicion de branquias, e) aleta pectoral, f)
opérculo sano, g) opérculo malformado.

En el segundo afio de muestreo se pudo hacer una deteccion mas temprana de
las malformaciones operculares, las cuales se detectaron a los 17 DDE y para el dia 19

DDE ya eran evidentes. En estos organismos transparentados se encontré que para el
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dia 17 los opérculos de los organismos tanto sanos como deformes ya se encontraban
osificados (Figura 20)

Figura 20.-Larva de Toroaba macdonaal de 19 DDE con malformacion opercular
monolateral y opérculos osificados.

3.1.4 Malformaciones en la etapa juvenil temprana.

En el primer afo se realizd un muestreo de 1261 organismos juveniles
(produccion total), de una edad entre los 53 y 55 DDE donde se encontraron diferentes
malformaciones. El 23% de los juveniles presentaron alguna malformacion, entre las de
mayor prevalencia estuvieron las operculares, de uno (66%) y dos opérculos (27%),
seguido de las malformaciones de la columna (5%), de la vejiga natatoria (1%) y de las
mandibulas (1%) (Figura 23).

A los 55 DDE, aquellos organismos con alguna malformacién opercular (mono o
bilateral), no tenian otra malformacién aparente, sin embargo, entre los 97 a 157 DDE
(etapa de cultivo), desarrollaron otras anomalias &seas. Los organismos con
deformacién de la vejiga presentaron una desviacion en la columna, aunque a
diferencia de los peces que se clasificaron solo con deformaciéon de columna, estos
tenian dificultades para nadar, lo hacian en forma erratica y permanecian en la
superficie del tanque y no desarrollaron la capacidad para alimentarse. Algunos
organismos con malformacion de la columna también tenian malformacion de opérculos
(Figura 23).
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Para evaluar la prevalencia de malformaciones en el cultivo larval del segundo
ano (2016-1), se hizo un muestreo de 112 juveniles (20% de la produccion total) de 45
DDE, de una longitud total promedio de 6.6£0.2 cm y se cuantific6 un 23.2% de
organismos de deformes, al igual que el primer afio las malformaciones mas comunes
fueron las de los opérculos, monolateral (54.17%) y bilateral (16.67%), en este afio no
se observaron malformaciones la de vejiga gaseosa ni de la mandibula, pero si se

encontraron algunas totoabas con el cuerpo corto (20.83%) (Figura 21 y 23).

Figura 21.- Distintas morfologias en juveniles de Totoaba macdonaldi producidos en el laboratorio
de peces marinos del CICESE. a) Malformacién de la vejiga natatoria (2015), b) Organismos normal,
c) Malformacion del dorso o “saddleback-like” sindrome (2016-1), d) Cuerpo acortado (2016-1), e)
Malformacién de la mandibula inferior, opérculos y columna (2015), f) Malformacién del craneo, g)
malformacién opercular (2016-2).

Los organismos con el cuerpo corto se identificaron por sus caracteristicas anatomicas,
al comparar el indice longitud/alto entre organismos de 49 DDE normales y deformes,

se encontré que en los deformes era de 3.6+0.2 y en los sanos de 4.4+0.2, al hacer la
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tincion y transparentacidon de los organismos con cuerpo corto, se pudo corroborar la

malformacién de la columna vertebral (Figura 22).

En el segundo desove del afio dos (2016-2) hubo un evento de mortalidad masiva a los
17 DDE, provocada por el parasito Amyloodinium sp., lo que redujo la supervivencia al
final del cultivo, asi, la cantidad de juveniles producida fue menor que en los dos
cultivos anteriores. Al finalizar el cultivo (45 DDE), se cuantificé una prevalencia de
malformaciones del 17.25% en la poblacion total (487 juveniles), de las cuales, el 86.9%
presentaron malformacién opercular monolateral, el 8.33% malformacion bilateral y en
menor proporcion se presentaron organismos con el cuerpo corto (2.3%) y con

malformacién de la mandibula (2.38%) (Figura 23).

Figura 22.-Juveniles de 35 DDE después de la técnica de transparentacion y doble tincién
(2016-2), a) Organismos con fusién vertebral (cuerpo corto), b) Organismo sano, c) Columna
vertebral con fusion vertebral y malformacion de las espinas hemales y neurales.
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Figura 23.-Prevalencia de malformaciones 6seas en juveniles de Totoaba macdonaldi cultivados. Izquierda, prevalencia de malformaciones éseas
en tres lotes de juveniles. Derecha, proporcion de malformaciones por categoria en cada lote de juveniles. MOM-malformacién opercular mono
lateral, MOB-Malformacion opercular bilateral, DM-Deformacion de mandibula, DV-Deformacion de vejiga gaseosa, CC- Cuerpo corto, DD-
Deformacion de aleta dorsal, DRB-Malformacion de rayos branquiostegos.
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3.2 Desempeiio biolégico

3.2.1 Cultivo de juveniles

El cultivo de juveniles de totoaba se mantuvo en condiciones de temperatura,
salinidad, oxigeno y pH muy similares entre las unidades experimentales (Tabla 6). La
temperatura se mantuvo entre 24 y 25 °C, el oxigeno se encontraba por arriba de 5 mg/I
practicamente durante todo el experimento, a excepcién del ultimo dia de cultivo en
donde se registré una concentracién promedio de 4.8 mg/l en el tratamiento MOM. Las
maximas concentraciones de oxigeno se registraron al inicio del experimento, con un

maximo de 6.9 mg/l en el tratamiento de organismos sanos.

La salinidad promedio se mantuvo alrededor de 34 UPS, sin embargo, tuvo una
fluctuacion entre 31 y 39 UPS a los 23 y 39 dias de cultivo respectivamente. Debido a
que el sistema de cultivo fue semicerrado, los valores bajos de pH no se pudieron
regular y se mantuvieron entre 7 y 8. El analisis de varianza no demostr6 diferencias
significativas en los parametros fisicoquimicos entre los tratamientos (Temperatura:
p=0.08; Oxigeno: p=0.91; salinidad: p=0.93; pH: 0.76).

Tabla 6.-Parametros fisicoquimicos promedio (¥*D.E) de cada condicion registrada durante el
cultivo de organismos sanos, con malformacion opercular mono lateral (MOM) y malformacion
opercular bilateral (MOB).

CONDICION TEMPERATURA SALINIDAD OXIGENO pH
(°C) (UPS) (mgll)
SANOS 24.66+0.4 34.71+1.86 5.81+0.46 7.46+0.2
8
MOM 24.45+0.5 34.86+1.74 5.85+0.43 7.49+0.3
1
MOB 24.49+0.5 34.73+1.71 5.84+0.43 7.41+0.3
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Durante el cultivo de juveniles de totoaba no se registré6 mortalidad relacionada
con las malformaciones, ya que los organismos que murieron habian saltar fuera de los
tanques de cultivo. No se encontraron diferencias en el crecimiento en peso (P=0.9),
aunque al final del experimento (153 dias), se observo que los pesos de los organismos
de cada condicibn comenzaron a separarse (Figura 24). El pez mas grande entre los
que tenian deformacion opercular monolateral tuvo un peso de 143 gramos y una
longitud de 23.3 cm, cabe destacar que este organismos practicamente ya habia
regenerado el opérculo faltante. El organismo con menor peso de la condicion de

malformacién opercular bilateral tenia un peso de 43 gramos y una longitud de 17cm.
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Figura 24.-Crecimiento de juveniles de Totoaba macdonaldi sanos y deformes (MOM, malformacion
opercular mono lateral y MOB, malformacién opercular bilateral), durante los dos meses de cultivo.

Los parametros de crecimiento entre las tres condiciones fueron muy similares en el
tiempo entre las diferentes condiciones (Tabla 7), aunque de manera similar al

crecimiento, el factor de condicién y la tasa especifica de crecimiento calculados al final
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del experimento fueron menores en los organismos con MOB, en comparacion con los

organismos sanos y con MOM.

Tabla 7.-Parametros de crecimiento de juveniles de Totoaba macdonaldi.

MOB
Peso inicial 6.66+0.19 6.75+0.04 6.831+0.07
Peso final 80.82+1.82 77.52+8.57 73.3417.24
Ganancia en peso (gr) 74.21+£1.52 70.74+8.61 66.51+7.20
Ganancia en peso % 1114.26£17.78 1043.15£129.34 973.47+100.13
LT inicial (cm) 8.3410.04 8.42+0.04 8.52+0.08
LT final (cm) 20.011£0.48 19.68+0.37 19.65+0.67
Supervivencia (%) 90.00+14.14 93.33+11.54 93.3315.77
Factor de condicion final 1.00+0.02 1.01£0.06 0.96+0.01
Tasa de especifica de 4.17+0.05 4.05+0.20 3.95+0.16
crecimiento
Tasa de conversion 0.60+0.09 0.59+0.01 0.59+0.08
alimenticia

3.2.1.1 Malformaciones desarrolladas durante el cultivo

En la biometria inicial s6lo se hizo la seleccion de organismos de acuerdo a la

presencia o ausencia de malformaciones operculares y para el grupo control (sanos) se

seleccionaron aquellos peces en los cuales no fue evidente ninguna deformacion.

Durante el cultivo se desarrollaron y acentuaron algunas otras malformaciones, como

en la mandibula inferior y la columna vertebral.

La deformacion de la mandibula presentd dos patrones de desviacién, una en el

plano vertical y la segunda en el plano horizontal (Figura 25). Las malformaciones de la

columna fueron cifosis y lordosis.
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El desarrollo de otras malformaciones fue mas comun en organismos con malformacion
opercular bilateral (MOB), ya que en el 21% de estos organismos se desarrollo otra
malformacién. En los organismos con malformacién opercular monolateral (MOM), la
incidencia de una segunda malformacion fue de 18% y en los organismos sanos solo el

16% desarrollo alguna malformacion.

Figura 25.-Deformacién de mandibula inferior de juveniles de Totoaba macdonaldi.
a) Desviacion en el plano horizontal, b) desviacion en el plano vertical

Al término de la fase de cultivo de los juveniles, se seleccionaron algunos organismos
que presentaban las malformaciones 6seas mas desarrolladas, se sacrificaron y se
tomaron radiografias (JOB XRAY modelo 100HF y un digitalizador CR Vita 2013), las

imagenes radiograficas se muestran en las figuras 27 y 28.



Figura 26.-Radiografia de un organismos sano (izq) y de un organismo con deformacion de la columna vertebral (lordosis)

(der) en-espina neural, eh-espina hemal, Vn-Vejiga natatoria, *-vértebras, las llaves indican las regiones de la columna con
malformacion
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Figura 27.-Radiografias de juveniles de totoaba con diferentes malformaciones. Derecha, deformacién opercular mono
lateral, cifosis y desviacion del eje horizontal de la mandibula inferior. Izquierda, organismo con deformacién opercular
mono lateral, cifosis y desviacion de la mandibula inferior en el plano vertical, las llaves indican las regiones de la

columna con malformacion; cv, compresion vertebral.
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En todas las totoabas con malformacién opercular se observé un doblez del
hueso opercular y subopercular hacia el interior de la cavidad branquial, la posicion de
la vejiga natatoria varia entre los diferentes organismos, con respecto a la vista dorsal
de un organismo normal (Figura 26), en el que la columna vertebral pasa justo en medio
de la vejiga gaseosa, en contraste, en los organismos con deformacion de la columna,
la vejiga esta desplazada hacia uno u otro lado del cuerpo. Las malformaciones de la
columna vertebral se presentan en la parte anterior del cuerpo, justo después de la
cabeza, ya sea en eventos de lordosis o cifosis. También se observdé compresion
vertebral y deformacion de las espinas neurales (Figura 27, panel derecho). Este
proceso de compresion no elimina la articulacion intervertebral (Figura 28), a diferencia
del organismo que se clasific6 como cuerpo corto y con fusion vertebral (Figura 22), en

el que las articulaciones intervertebrales estan ausentes,

Figura 28.-Vertebras normales (derecha) y compresion vertebral (izquierda) y deformaciéon de
espinas neurales y hemales, la flecha indica el espacio intervertebral.

3.2.1.2 Recuperacioén opercular

A medida que se desarroll6 el cultivo, también se desarrollaron otras malformaciones
en los juveniles, se observo la recuperacion de los opérculos (Figura 29) en el 11% de
los organismos con MOM y en el 17% de los organismo con MOB. En los peces con
regeneracion del opérculo, la apariencia de esta estructura fue diferente de aquellos

con el opérculo normal, ya que tenia una apariencia rugosa, y una revision de las
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branquias, indicé una disposicion anormal de las lamelas del primer arco branquial,

posiblemente como resultado de su larga exposicion al medio.
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Figura 29.-Organismos juveniles de totoaba con opérculos en diferentes condiciones a,b.-
opérculos deformes, c,d.-opérculos en proceso de recuperacion, e,f.-opérculos recuperados
con superficie rugosa, g,h.-opérculos de organismos normales.

3.2.2 Metabolismo activo

El comportamiento de la tasa metabdlica de las totoabas sanas y con deformacion
opercular fue similar, al principio del bioensayo la tasa fue mayor, como resultado del
estrés inducido por la transferencia del estanque de cultivo al tunel de nado. A partir de
la introduccion de los organismos en el tunel, la tasa metabdlica disminuyé en forma
gradual, después de algunas horas se estabilizo. La dispersion de datos en organismos
los con deformacién opercular bilateral fue mucho mas evidente que en los organismos
con malformacion opercular monolateral que en los organismos sanos o normales. El
metabolismo activo superior promedio fue mayor en organismos con deformacion
opercular bilateral (429.50 mgO2kg'h'), seguido de los organismos con deformacion

opercular monolateral (377.52 mgO2kg'h™") y por ultimo los organismos sanos (358.10
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mgO2kg'h"). EI metabolismo activo inferior promedio fue muy similar entre las tres
condiciones (Figura 30), con la mayor diferencia entre los organismos sanos y aquellos
con deformacion opercular bilateral (5.14 mgO2kg'h-'), en contraste, la mayor diferencia
en el metabolismo activo superior promedio entre los juveniles de totoaba fue de 71.4
mgO2kg'h' (Tabla 8). g ' ‘
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Figura 30.- Metabolismo activo promedio por condicion de los juveniles de totoaba a)
organismos sanos, b) organismos con malformacién opercular monolateral, c) organismos
con malformacién opercular bilateral.
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Tabla 8.-Tasa metabolica en condiciones de nado activo de juveniles de Totoaba macdonaldi,
sanos, con malformacién opercular monolateral (MOM) y bilateral (MOB).

Metabolismo activo mgO2kg'h-"

Superior inferior Diferencia
Sanos X 358.10 315.83 42.27
MOM (X) 377.52 319.47 58.05
MOB (X) 429.50 320.97 108.53

Las medidas de la tasa metabdlica activa superior e inferior siguieron una distribucion
normal, de acuerdo con la prueba de normalidad de Lilliefors, y también cumplieron con
el supuesto de homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene). Las diferencias
significativas solo se encontraron entre en el metabolismo superior (p=0.04) de las tres
condiciones, y mediante el analisis post hoc de Tukey (Figura 31) se encontr6 que las
diferencias fueron entre el metabolismo superior de los organismos sanos y los

organismos con deformacion opercular bilateral.
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Figura 31.-Diagrama de cajas y bigotes resultantes del analisis de Tukey
entre las tasas de consumo de oxigeno de juveniles de totoaba con
malformaciones y sanos.

3.2.3 Concentracion de eritrocitos y hematocrito (Ht)

La concentracion promedio de eritrocitos fue mayor en los organismos sanos (2.49+0.19
x108cel mL"), seguida de los organismos con MOM (2.43+0.48 x10%cel mL") y por
ultimo los organismos con MOB (2.37 +0.22x108cel mL'). No se encontraron
diferencias en la concentracién de eritrocitos entre los tratamientos (P=0.76). Los
valores maximos y minimos se presentaron en los organismos sin un opérculo con

valores de 3.6 x108cél mL"y 1.8 x108 cél mL-! respectivamente.

Los organismos con MOM tuvieron un mayor porcentaje de hematocrito, con un
porcentaje promedio de 31.7£8.4 %, seguidos de los organismos sanos con 31.5+4.4 %
y por ultimo los organismos con MOB, que tuvieron un valor promedio de 28.5+5.6 %,
tampoco se encontraron diferencias entre los valores del hematocrito entre las tres
condiciones (p=0.53) (Figura 32b).
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Figura 32.- Parametros sanguineos de Totoaba macdonaldi, a) concentracion de eritrocitos, b)

hematocrito.
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Capitulo 4.-Discusién.

4.1 Fase A: Diagnéstico
4.1.1 Cultivo larval

El crecimiento larval observado en este estudio fue similar al reportado por
Galaviz et al. (2015) para esta especie, en donde también se identificaron dos fases de
crecimiento; la primera, que comprende desde la eclosiéon hasta el dia 18 DDE (cuando
se observa el notocordio flexionado) y se caracteriza por un lento crecimiento en
longitud. La segunda fase, de crecimiento exponencial, de los 18 a los 40 DDE (final del
experimento). En el presente trabajo estas fases de crecimiento lento y acelerado, se
presentaron entre los 2 y 19 DDE y de los 19 a los 41 DDE (final del experimento),

respectivamente.

La fase de lento crecimiento se puede relacionar con la capacidad limitada de la
larva para digerir el alimento, ya que durante esta etapa del desarrollo se registran
procesos de diferenciacion celular e importantes cambios morfolégicos, entre los
cuales, uno de los mas importantes es el desarrollo del tracto digestivo, a partir de los
17 DDE las larvas de totoaba poseen un sistema digestivo suficientemente desarrollado
(Mata-Sotres et al., 2015).

La maduracion del tracto digestivo de las larvas de peces implica el desarrollo y
diferenciacion de distintos 6rganos y tejidos, como el intestino, la valvula intestinal, el
pancreas y el higado. La diferenciacion del estobmago es un evento tardio en el
desarrollo del tracto digestivo y se caracteriza por la diferenciacién de las glandulas
gastricas y por la actividad de enzimas acidas, como la pepsina. Los estudios
histologicos, genéticos y enzimaticos en la totoaba, indican que el tracto digestivo es
completamente funcional al dia 24 DDE, ya que la actividad especifica de pepsina (0.20
U mg proteina™) y la diferenciacion de glandulas gastricas y del estdmago ocurren entre
los dias 18 y 19 DDE (Galaviz et al., 2015). Estos eventos coinciden con la etapa de
transicion entre el crecimiento lento exponencial observado en las larvas de totoaba en

este estudio.
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4.1.2 Esqueletogénesis

El patréon de desarrollo y de osificaciéon de las diferentes estructuras esqueléticas
axiales y apendiculares fue similar al de otras especies de peces marinos como en
Lutjanus gutattus (Rodriguez-lbarra et al., 2015), Seriola dumerili (Chen-Hsiang, 2001;
Laggis et al., 2010), y Sparus aurata (Faustino and Power, 1998). Los huesos que
sirven de soporte para las aletas (pteriogioforos), inicialmente estan formados por tejido
cartilaginoso y subsecuentemente se osifican. Un patron similar de desarrollo se
observé en las vértebras y en las espinas neurales, aunque el proceso es gradual y
sigue una direccion anteroposterior. T. macdonaldi tiene un total de 25 vértebras, un
namero mayor que otras especies estudiadas, Lutjanus gutatus tiene 21 vertebras,

Seriola dumerili y Sparus aurata cuentan con 24.

Durante el desarrollo del esqueleto de T. macdonaldi se observaron distintos
patrones de formacién entre los diferentes elementos que lo conforman, algunos se
desarrollaron en forma progresiva (e.g. en direccion anteroposterior), primero como
cartilago y subsecuentemente se osificaron, siguiendo el mismo patrén progresivo de su
desarrollo inicial, como en el caso muy claro de las espinas neurales y hemales, que
primero se desarrollaron como estructuras cartilaginosas siguiendo un orden antero
posterior y posteriormente de osificaron siguiendo el mismo patron. Otros elementos del
esqueleto, como los radios de las aletas, algunos huesos planos de la cabeza y las
vértebras se formaron directamente como hueso. Otros elementos como los de la aleta
pectoral y los arcos branquiales se desarrollan inicialmente como cartilago, pero su
osificaciéon es muy tardia. Estos patrones de osificacion en peces se han descrito por

Boglione et al. (2013) como osificacion endocondral, pericondral e intramembranosa.

En la osificacion endocondral y pericondral es necesaria la formacién de
cartilago, a partir del cual se desarrolla el proceso de osificacion. La osificacion
endocondral se lleva a cabo desde el interior del elemento esquelético hacia el exterior
y la osificacion pericondral progresa desde el borde del elemento. La osificacion
intramembranosa difiere de las anteriores, ya que no se necesita la matriz de cartilago

como precursor, sino que las células mesenquimales se diferencian como osteoblastos
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que forman la pieza 6sea sin la formacién de osteocitos ( Franz-Odendaal et al., 2006;
Boglione et al., 2013).

En Totoaba macdonaldi, las vértebras, los radios de todas las aletas, los radios
branquiostegos y los opérculos muy probablemente se desarrollaron por osificacion
intramembranosa, mientras que los huesos hipurales de la aleta caudal, las espinas
hemales y neurales y coracoide que iniciaron como cartilago presentan un patrén de
osificacidon endocondral similar a lo reportado por Estévao et al. (2011) en Sparus
aurata. Algunos huesos de soporte de las aletas como basipterigio y lepidotriquios que
también iniciaron como cartilago, se desarrollan tipicamente a través de osificacion
pericondral (Boglione et al., 2013b). Es importante resaltar que para poder identificar
con exactitud el tipo de osificacion es necesario realizar estudios histologicos de

identificacion y organizacion celular.

4.1.3 Anomalias del desarrollo.

El comportamiento de las larvas de permanecer nadando contra las paredes del
tanque fue definido como “clinging behavior” en la especie Sander vitreus (Summerfelt,
1996), y como “Wall nosing” en Seriola lalandi (Cobcroft et al., 2004). Este
comportamiento es un problema comun cuando el cultivo de larvas de peces se hace
en aguas claras, y es una respuesta fototactica innata, por la cual las larvas nadan
hacia la luz. En los tanques de cultivo, la luz reflejada por las paredes del tanque atrae
a las larvas, por lo que para reducir esta conducta se recomienda el uso de luz dispersa
o de aguas turbias, las cuales ayudan en gran medida a dispersar la luz, ademas de
que disminuyen el canibalismo, que también es una conducta innata comun en muchas
especies (Summerfelt, 1996). No obstante, la atraccion de las larvas hacia las paredes
del tanque de cultivo también puede ser el resultado de una disponibilidad reducida de
alimento. El efecto de golpear constantemente contra las paredes del estanque

ocasiona dano fisico, especialmente en el craneo (Cobcroft and Battaglen, 2009).
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Las malformaciones 6seas que se desarrollan durante el cultivo larvario se
pueden atribuir a multiples factores, incluyendo factores abioticos inapropiados como la
luz, temperatura, flujo de agua y manipulacién inadecuada, entre otros, asi como a una
nutricion inadecuada, como la alimentaciéon con cantidades no apropiadas de ciertas
vitaminas y acidos grasos, aunque en algunos casos el factor genético no se debe de

subestimar (Koumoundouros, 2010).

4.1.3.1 Malformaciones del notocordio

El notocordio es el primer tejido esquelético que le brinda soporte al embrién y a
las larvas, ademas de la funcion de soporte, también participa en la sefalizacién del
patrén de desarrollo de la medula espinal y las somitas y da origen a la columna
vertebral a través de un proceso de endurecimiento que involucra la secrecién de fibras
de colageno sobre las que se desarrollara el tejido 6seo ( Sanatamaria et al., 1994;
Boglione et al., 2013)

Aunque las malformaciones del notocordio no tienen un mismo origen y el
proceso de deformacion aun no se comprende del todo, se han estudiado diferentes
factores teratogénicos, entre los cuales destaca la exposicion a metales pesados, para
los que se ha demostrado un efecto negativo en el notocordio, dentro de los mas
estudiados son el cadmio y cobre los cuales han provocado malformaciones
principalmente del notocordio en distintas especies de peces expuestos a estos metales

durante la etapa embrionaria. (Sfakianakis et al., 2015).

El tipo de malformaciones observadas en larvas recién eclosionadas de la carpa
comun (Cyprinus carpio) (Jezierska and Lugowska, 2000) en condiciones ambientales
sin contaminantes y a 20°C son similares a las encontradas en las larvas de totoaba
con malformacion en el notocordio, sin embargo, la prevalencia de malformaciones en

carpa fue menor (>10%) en comparacion con la de totoaba (27.8%).
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En condiciones de contaminacidn con cobre y plomo, se encontré una
prevalencia de hasta un 38 y 24% respectivamente en las larvas de carpa comun, lo
cual es mas cercano a la prevalencia encontrada en totoaba. Las malformaciones del
notocordio en totoaba, también son similares a las documentadas por Andrades et al.
(1996) en la dorada europea (Sparus aurata), al igual que la prevalencia con un 27% de

organismos sin exposicion a algun contaminante.

En un estudio mas especifico de las malformaciones del notocordio de Sparus
aurata mediante histologia, se encontré que involucraban alteraciones en el arreglo de
los paquetes musculares y en la envoltura de colageno del notocordio (Santamaria et
al., 1994). Dichas alteraciones se desarrollaron antes de que se osificara el tejido
notocordal, proceso que coincidid con el inflado de la vejiga natatoria. Todos estos
procesos morfogenéticos ocurrieron en la etapa lecitotrofica, por lo que las
malformaciones se atribuyen a una anomalia del desarrollo embrionario y a alteraciones
del metabolismo del colageno. En el caso de totoaba se observaron embriones con
deformacion del notocordio algunos de los cuales murieron, y muchos otros terminaron
su desarrollo embrionario hasta eclosionar produciendo larvas deformes, los dias
subsecuentes a la eclosidén se observo gran mortalidad de larvas deformes similar a lo

descrito por Andrades et al.(1996).

Otro factor asociado a la deformacion del notocordio en larvas recién
eclosionadas se ha atribuido al transporte. Los huevos de totoaba que se utilizaron en
este estudio se transportaron durante varias horas (>10 h) del laboratorio de

reproduccion (CREMES), hasta las instalaciones del laboratorio de peces marinos.

En Chanos el proceso de recoleccion de huevos y su transporte es comun y
puede provocar bajas tasas de eclosion y dafos en los embriones, asi como
malformaciones en las larvas, sin embargo, largos periodos de estabilidad o falta de
movimiento en el agua provoca altas mortalidades en embriones e incrementa el
porcentaje de malformacion, lo que podria estar asociado con la disponibilidad de

oxigeno para los huevos (Hilomen-Garcia, 1998).
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4.1.3.2 Inflado de la vejiga natatoria

El inflado de la vejiga natatoria en los peces fisoclistos, como es el caso de la mayoria
de peces marinos, se lleva a cabo en dos etapas, en la primera, las larvas tienen que
engullir burbujas de aire de la superficie, las cuales son fraccionadas por una sustancia
sulfactante producida en el intestino anterior y pasan a través del conducto neumatico
hasta ser depositadas en la vejiga gaseosa, la cual durante esta etapa tiene una forma
esférica (Figura 33). En la segunda etapa de inflado interviene la glandula de gas,
situada en la parte ventral de la vejiga, lo que incrementa la presion de la vejiga

gaseosa, hasta alcanzar una forma elongada (Summerfelt, 1996).

La etapa inicial de inflado de la vejiga en las larvas de totoaba de los tres lotes de
huevos cultivados fue evidente entre los 4 y 5 DDE. Las anomalias en el inflado de la
vejiga gaseosa de las larvas cultivadas durante el segundo afo, pudo tener un origen
multifactorial. Entre los factores mas comunes estan la presencia de peliculas lipidicas
en la superficie del agua, que impiden el rompimiento de la superficie y el engullimiento
de la primera burbuja de aire, necesaria para el inicio del proceso de inflado de la
vejiga. También se ha observado que durante la segunda etapa de inflado, la vejiga se
puede atrofiar por la contaminacion bacteriana provenientes de la superficie del agua
que ocasiona aerocistitis (inflamacion de la vejiga natatoria), dando paso a una
disfuncion de la vejiga o a la pérdida del gas insuflado durante la primer etapa

(Summerfelt, 1996). Las anomalias observadas en este trabajo se pueden correlacionar

Figura 33.-Larva de Totoaba macdonaldi de 5DDE con el primordio de la vejiga gaseosa.
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con este ultimo proceso, ya que los signos de falta de flotabilidad se observaron hasta
los dias de 25 al 28 DDE.

En el cultivo de larvas del primer afo, el comportamiento y sintomas que se
observaron entre los 27 y 29 DDE correspondieron al hiperinflado de la vejiga natatoria,
muy similares a los observados en Lota lota (Rekecki et al., 2016), cuyas caracteristicas
principales fueron la flotacion de las larvas en la superficie con el abdomen distendido,
lo que les impidid6 nadar normalmente y capturar presas para alimentarse, un analisis
bacteriolégico y genético del epitelio de la vejiga gaseosa en Lota lota permitio

diagnosticar una infeccion ocasionada por Vibrio anguillarum en (Rekecki et al., 2016).

4.1.3.3 Malformaciones de la columna

La deformacion de la columna vertebral que se observé en las totoabas
cultivadas en 2015 consistio en dos cifosis, una en la region cefalica y otra en la region
caudal, la cual se present6 asociada a un proceso de hiperinflacion de la vejiga
natatoria. Boglione et al. (2013) Mencionan que este tipo de anomalias no son comunes
en los juveniles de Dicentrarchus labrax y Sparus aurata cultivados, el hecho que no
reporten estas malformaciones puede deberse a que la evaluacion de malformaciones
en estas dos especies se realizd en juveniles por lo que los organismos con presencia
de una severa deformacion del esqueleto axial en etapas tempranas, por lo general,

mueren de inanicion al no ser capaces de capturar alimento.

En otro estudio con Dicentrarchus labrax, se observo una incidencia de cifosis
del 24.8% a los 45 DDE, del total de los organismos muertos en los dias subsecuentes,
el mayor porcentaje fue de peces con cifosis, por lo que el porcentaje de malformacion
se redujo a un 7.7% (Koumoundouros et al., 2002). La mortalidad diferencial entre
organismos sanos y deformes puede explicar la aparente ausencia de malformacién en
las etapas juveniles de Dicentrarchus labrax y Sparus aurata observadas por Boglione
et al. (2013).
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Las malformaciones por cifosis en la totoaba se observaron entre los dias 27 y
29 DDE, con una longitud promedio de 10.02+1.50 mm. En Dicentrarchus labrax, la
primer evidencia de cifosis se observd en organismos de 10 mm de longitud total
(Koumoundouros et al., 2002). Trotter et al. (2001) mencionan que en Latrix lineata la
cifosis se observd en casos extremos de malformacién de la vejiga gaseosa. Es posible
que en la totoaba los problemas de inflado de la vejiga gaseosa tuvieran un efecto
importante en el desarrollo de cifosis, ya que todos los organismos con problemas de
flotabilidad tenian cifosis. No obstante, otros factores como el nutricional también

podrian contribuir al desarrollo de esta malformacién.

Kjarsvik et al. (2009) observaron una prevalencia de cifosis cervical del 11% en
las larvas de Gadus morhua de 45DDE, esta malformacion es similar a la encontrada
en T. macdonaldi, La alimentacién de las larvas de G. morhua con alimentos
microparticulados con inclusion de DHA (acido docosahexaenoico) y EPA (acido
eicosapentaenoico) en la fraccion de fosfolipidos o en lipidos neutros, no propicié una
diferencia en la incidencia de cifosis, por lo que estas malformaciones no se atribuyeron
a algun factor nutricional. La exposicion de las larvas de G. morhua a una fuerza
mecanica anormal puede ocasionar la deformacién de las vértebras cervicales, ya que
el notocordio se expone a una fuerza mecanica excesiva, probablemente generada por
la presion de la vejiga natatoria durante el proceso de desarrollo y osificacion de las
vértebras (Grotmol et al., 2005).

4.1.3.4 Malformaciones operculares

En las larvas de Dicentrarchus labrax la edad mas temprana en la que se
pudieron identificar las malformaciones operculares fueron a los 17 y 19 DDE, a esta
edad también se observd la etapa de preflexion y flexion del notocordio
(Koumoundouros, 2010). En la dorada, la deteccion mas temprana de esta
malformacioén fue a los 40 DDE, cuando los organismos tenian una longitud de 8 mm y

el opérculo aun no estaba completamente osificado (Verhaegen et al.,, 2007). La
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diferencia en tiempo de la aparicion de dichas malformaciones puede deberse a la

diferencia en el desarrollo ontogénico de cada especie.

En Totoaba macdonaldi, la malformaciones del opérculo se pudieron observar de
manera similar a D. labrax entre los 17 y 19 DDE, la observacién se hizo en vivo con la
ayuda de un microscopio, posteriormente se puedo corroborar la malformacion
mediante la técnica de doble tincion o analisis histoldgicos. La deteccion temprana de
las malformaciones en la produccion comercial es poco practica, ya que requiere de
personal entrenado (Verhaegen et al.,, 2007), por lo que para fines practicos el
diagndstico de la prevalencia de malformaciones operculares se puede hacer en
estadios mas avanzados, como a los 33 DDE, cuando las malformaciones operculares
son evidentes a simple vista y los organismos anormales pueden ser removidos

manualmente.

Las malformaciones operculares se han estudiado ampliamente, ya que son de
las mas comunes en los peces marinos cultivados. Su origen se ha atribuido a diversos
factores, como a la deficiencia de &acidos grasos (Gapasin and Duray, 2001),
temperatura (Abdel et al., 2004; Georgakopoulou et al., 2010), deficiencia de vitamina C
(Chavez de Martinez, 1990), contaminacion (Lindesjod et al.,1994) y daino mecanico
(Cobcroft and Battaglene, 2009).

En el cultivo del afo 2016-2, se cuantific6 un menor porcentaje de organismos
con malformaciones, incluyendo la malformacién opercular, que fue la mas importante.
Esta disminucién en la prevalencia de malformaciones puede tener diferentes
explicaciones, sin embargo, existieron dos factores diferentes con respecto a los
cultivos anteriores: un evento de infeccidon con Amylodinium que ocasioné una muerte
masiva; y las condiciones de iluminacion en el tanque, ya que se redujo la intensidad de

luz en el tanque de cultivo larval.
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Figura 64. Larva de Totoaba macdonaldi parasitada con Amyloodinium sp. las flechas negras indican
la ubicacién de algunos parasitos.

Tucker (1998) menciona que de manera general, las larvas de peces marinos se
cultivan en intensidades de luz que van desde uno hasta 11,000 lux y que se necesitan
10 lux al inicio de la alimentacién exdégena y que en algunas especies se necesita aun
menos. En este trabajo, los tres cultivos se llevaron a cabo bajo condiciones de luz
relativamente bajos (77.14-1142.12 lux), sin embargo, la menor intensidad de luz
utilizada el afio 2016-2 (10 veces menor que en las primeras dos producciones),

produjo la menor cantidad de peces deformes.

La intensidad de luz inadecuada contribuye a que las larvas se agreguen y
golpeen constantemente en las paredes del tanque, produciendo dafio mecanico y
malformaciones craneales, en especial de la mandibula, como en Latrix lineata
(Cobcroft and Battaglen, 2009) y de los opérculos, como en Sparus aurata (Galeotti et
al., 1999). Es posible que la disminucion en la intensidad de luz en el cultivo de Totoaba
macdonaldi contribuyera a la disminucion de malformaciones craneales. Amoroso et
al.(2016) también mencionan que las malformaciones operculares se pueden deber a

una relacién entre los habitos de alimentacién y la agresividad de las larvas.

La infeccion con Amyloodinium también pudo contribuir a la disminucion de la
prevalencia de malformaciones operculares, ya que la exposicidon de las branquias
predispone a los organismos a las infecciones ( Koumoundouros, 2010; Boglione et al.,
2013b). Esta deformacién pudo ocasionar la muerte selectiva de aquellos organismos
sin cobertura opercular (Noga, 2010), sin embargo, en larvas la infestacion se ha

reportado principalmente en la piel (Paperna, 1980) . La revision de las larvas de
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totoaba con y sin opérculos, confirmoé que este parasito no afecto las branquias, pero la
intensidad de la infestacion fue mas severa en las aletas y el cuerpo. Cabe aclarar que
no se hizo la cuantificacion del numero de organismos muertos con y sin opérculos, por
lo que no es posible establecer una relacion entre la infestacion y la mortalidad de

organismos normales y con malformaciones operculares.

Las malformaciones de mandibula se desarrollaron en un pequeio porcentaje
del total de los organismos deformes, y se presentaron en la mandibula inferior, por lo
que estos lo organismos mantenian la boca abierta y para alimentarse tenian que tomar
el alimento de la superficie y sumergirse para poder tragarlo. Este tipo de malformacion
también se ha observado en Oncorhynchus tshawytscha y se ha denominado “opern-

jaw syndrome” o sindrome de la mandibula abierta (Crouch et al., 1973).

4.1.3.5 Prevalencia de malformaciones en juveniles

El porcentaje de deformacion promedio en las totoabas de los tres cultivos fue
del 23.05% y esta comprendido en el intervalo mencionado por True (2012) para esta
especie. En este trabajo, se observé una diferencia entre los tres lotes cultivados los
que confirma que la prevalencia de malformaciones es muy variable entres especies y
entre condiciones de cultivo. Estas variaciones pueden ocurrir incluso con la misma
especie entre diferentes centros de produccion y también entre diferentes lotes
(Boglione et al., 2013), por lo que es dificil hacer comparaciones entre diferentes
especies, sin embargo el porcentaje de malformaciones en el cultivo de totoabas es
relativamente bajo, ya que se han reportado una prevalencia de malformaciones de
hasta el 95% en Latrix lineata y hasta un 70% en Seriola lalandi (Cobcroft and
Battaglene, 2013). Estas malformaciones pueden representar grandes pérdidas
econodmicas en la produccion comercial, por lo que su estudio es fundamental para

entenderlas y para reducirlas al minimo.
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4.2 Fase B: Desempeiio biolégico

4.2.1 Cultivo de juveniles deformes y sanos

4.2.1.1 Crecimiento

De manera general, los parametros de crecimiento en organismos de las tres
condiciones (sanos, MOM, MOB) fueron similares o mejores que los reportados en otros
trabajos en donde se han cultivado juveniles de totoaba. Minjarez-Osorio et al. (2012)
cultivaron totoabas de 74.7+0.5 g, a una densidad inicial de 1.86 gL-1, con un alimento
de 55% de proteina y calcularon una tasa especifica de crecimiento del 1.8 en un
tiempo de cultivo de 56 dias. En este estudio la tasa de crecimiento especifica,
utilizando un alimento similar (65% de proteina), para un periodo similar fue mayor
(sanos=4.17, MOM=4.05, MOB=3.95), sin embargo, la densidad de cultivo inicial fue 3.3

veces menor y peso inicial fue 11 veces menor.

Espinosa-Chaurand et al. (2015) evaluaron el efecto de la alimentacién de
totoabas con dietas isoprotéicas e isolipidicas, elaboradas con harina de cabezas de
camarén (55.5%, 15%), durante 57 dias. Los autores mencionan que con el mejor
tratamiento (sustitucion del 30% de harina de pescado por harina de cabezas de
camaron) la tasa de crecimiento fue menor que la obtenida por Minjarez-Osorio et al.
(2012), pero la tasa de conversion alimenticia fue menor (1.6). Este menor crecimiento
también se puede relacionar con las caracteristicas de las totoabas al inicio del cultivo,
ya que su peso inicial y la temperatura fueron menores (26.5 g y 20.5°C

respectivamente) y la densidad de cultivo de 26.3g L-'.

La tasa de conversion alimenticia cuantificada en este estudio (sanos=0.6+0.09,
MOM=0.59+ 0.1, MOB=0.59+0.08) fue similar a la descrita por Rueda-Lopez et
al.(2011) para juveniles de totoaba (0.7 £0.01) alimentados con una dieta de 52% de
proteina y 8% de lipidos, bajo condiciones de densidad inicial (0.48 g L") y temperatura
(25£1°C) similares a los del presente trabajo, sin embargo, la tasa de crecimiento
especifica fue menor (2.5+0.01) en comparacién con las totoabas sanas (sin
malformacién), MOM Y MOB (4.17+ 0.05). Lo antes mencionado puede deberse a que
la talla inicial de los organismos cultivados por Rueda-Lopez et al.(2011) fue
practicamente el doble (12.12+0.09).
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4.2.1.2 Malformaciones de la columna vertebral

El proceso de deformacion de la columna en los juveniles de totoaba fue similar
al observado en Pagrus major por Kitajima et al. (1981), ya que se observaron
organismos con lordosis hasta el dia 40 DDE vy el porcentaje de deformacién aumenté
hasta alcanzar un 90% al dia 120 DDE. Estos eventos de lordosis fueron causados por

fallas en el inflado de la vejiga gaseosa.

4.2.1.3.-Remodelacion de opérculos

Durante el cultivo de los juveniles de totoaba, se observé que en algunos
ejemplares que carecian de un opérculo, se regenerd. Un proceso similar se observo en
Sparus aurata, después de 16 meses de cultivo el 61% de los organismos con

malformacién opercular monolateral se recuperaron (Beraldo and Canavese, 2011).

Amoroso et al. (2016) también observaron una recuperacion de los opérculos de
hasta el 99% en Salmo salar, aunque el grado de malformacion era leve, principalmente

por acortamiento del opérculo.

En el presente trabajo, la recuperacion opercular fue mucho menor que en los
trabajos mencionados (maximo de 17% en MOB), sin embargo es un evento sin
precedente en Totoaba macdonaldi. Es necesario el desarrollo de mas estudios para
identificar los factores que propician tal recuperacion, ya que tanto en Sparus aurata
como en Salmo salar, no se probaron factores de recuperacion, sin embargo, los
autores mencionan que la edad del organismos, temperatura en primera instancia. La
luz y la densidad del cultivo en forma secundaria, pueden contribuir a la regeneracion

opercular.
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La importancia de conocer con precision los factores que propician la
recuperacion y el momento en el desarrollo en que ocurre, es importante, ya que
permite definir el momento en el que es mas conveniente la eliminacion de aquellos
organismos deformes y que no recuperaran su estado “normal”, lo que puede contribuir

a reducir los costos de produccion.

4.2.2 Metabolismo activo

En el metabolismo activo de juveniles de totoaba deformes y sanos, se observd
una mayor dispersion de los datos en organismos con malformacién bilateral, en
comparacion con los peces sanos y con malformacién mono lateral. Holker (2003)
estudio el efecto del tamafio y la temperatura en el metabolismo de Rutilus rutilus y
refiere que aquellos valores del metabolismo por encima de la banda definida como
metabolismo de rutina, son el resultado de movimientos espontaneos o periodos

pequenos de mayor actividad.

De la misma manera, Herrmann y Enders (2000) mencionan que estos
incrementos en la tasa metabdlica, son el resultado de algun tipo de estrés en el
organismo, que causa movimientos espontaneos. Por esta razon, algunos autores
como Fry (1971), mencionan que para poder entender el comportamiento en el
metabolismo de los peces, es necesario monitorear el movimiento de los organismos
dentro de la camara de medicién para poder asociar las tasas metabdlicas con eventos

de mayor o menor actividad.

En el presente trabajo no se hizo una medicion sistematica de la actividad de los
peces dentro de la camara metabdlica, sin embargo, si se observaron algunos periodos
de mayor o menor actividad durante el tiempo de mediciéon de cada organismo, por lo
que la mayor dispersiéon de las tasa metabdlicas en los peces con deformacion
opercular bilateral pueden corresponder a momentos de mayor actividad dentro de la

camara, provocado por algun factor estresante.
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Es posible que el mayor nivel de actividad de los organismos con malformacién
opercular bilateral tenga distintos origenes. Lijalad y Powell (2009a) estudiaron el
efecto de la deformacién de la mandibula inferior de salmones diploides y triploides
sobre su capacidad de natacion aerdbica, y mencionan la posibilidad de que los
organismos con deformacion de la mandibula inferior puedan recurrir a utilizar la
respiracidon ram como una estrategia para compensar el funcionamiento deficiente de la
camara bucal, que es necesaria para la correcta irrigaciéon de las branquias con agua

rica en oxigeno.

Los peces que utilizan la respiracion ram no utilizan las camaras opercular y
bucal para ventilar las branquias, solo es necesario que mantengan la boca abierta
mientras nadan, para que el agua circule a través de sus branquias. Esta forma de
ventilar las branquias es eficiente para los peces que se mantienen nadando de forma
continua, como los atunes y la sardinas, por lo que el trabajo de ventilacion depende de
los musculos involucrados en la natacion y no de los musculos que mueven la boca y

los opérculos (Helfman et al., 2009)

Roberts (1975), menciona que el uso de la ventilacibn ram es ampliamente
utilizada por otros peces que no se consideran de natacion rapida o de nado continuo,
la transicidn entre la respiracion de bombeo activo (que depende de la bomba bucal y

opercular) y la respiracién ram, depende principalmente de la velocidad de nado.

En algunas especies en las que se ha evaluado el cambio de respiracion bucal
opercular a respiracion ram son Morone saxatilis y Pomatomus saltatrix encontrando
que estos peces tienen estrategias de ventilacion facultativa y la transicion de
ventilacion de bombeo de la camara branquial y opercular a ram tiene efecto en el

consumo de oxigeno y es dependiente de la velocidad de nado (Freadman, 1981).

Aunque diversos autores mencionan que la respiracion ram es eficiente y reduce
el gasto de energia, hay que considerar que durante la respiracion ram los musculos
necesarios para la ventilacion y para la natacion no permanecen relajados, ya que la
apertura de la boca tiene que ser regulada continuamente, aunque el costo energético

de estos procesos puede ser en algunos casos despreciables (Freadman, 1981;
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Roberts, 1975). En el caso de Totoaba macdonaldi con malformaciones operculares, el
incremento en la tasa metabdlica, puede ser el resultado del costo energético asociado
a la natacion necesaria para mantener irrigadas las branquias por ventilacion ram, o a

una etapa intermedia entre ventilacion de bombeo activo y ventilacién ram.

Esta posible adaptacion en organismos con malformacion opercular bilateral
referente al nado y tipo de ventilacion en compensacion de su limitada capacidad de
ventilacion utilizando la camara bucal y opercular puede ser comparada con las
estrategias de algunos peces amazonicos bajo condiciones de hipoxia, Soares et al.
(2006) reportaron diez especies de peces que recurren a nado superficial bajo
condiciones de hipoxia, lo que implica una estrategia de comportamiento. También
reportan dos especies que presentan alta tolerancia a condiciones de hipoxia por
adaptaciones fisiologicas, que en este caso se abordé con el andlisis de dos

parametros sanguineos.

4.2.3 Analisis de sangre

Al comprar la concentracion de eritrocitos y el hematocrito entre los organismos
deformes y sanos, no se observaron diferencias significativas. Bafuelos-Vargas et al.
(2014) cultivaron juveniles de Totoaba macdonaldi a una temperatura similar (23.5°C) y
con una dieta de 55% de proteina y encontraron porcentajes de hematocrito de 29.9% y
concentraciones de eritrocitos 2.88x10° células por mililitro; estos valores son similares
a los observados en la presente investigacion con la misma especie y especificamente
en los organismos en los organismos sanos (31.5+4.4% de hematocrito y 2.49+0.19
células por mililitro). En la curvina blanca (Atractosion nobilis), otra especie de la familia
Sciaenidae, se reportan concentraciones de eritrocitos de 2.9 x10° cél mI! y porcentajes
de hematocrito de 27.8 % en organismos juveniles alimentados con una dieta de 50%

de proteina y 18% de lipidos provenientes de harina y aceite de pescado (Perez, 2012).

Aunque no se encontraron indicios de algun efecto de las malformacion en estos

dos parametros sanguineos (conteo de eritrocitos y hematocrito) existen otros



75

parametros sanguineos que se pueden alterar baja condiciones de deficiencia de
oxigeno en el medio tales como cambios en el volumen de eritrocitos, incremento en la
concentracion de pigmentos respiratorios como la hemoglobina y cambios en la afinidad
por el oxigeno (Hochachka, 2002), por lo que el efecto de las malformaciones sobre las

respuestas hematoldgicas no debe ser descartado.
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Capitulo 5 Conclusiones

e El proceso de osificacion en Totoaba macdonaldi es similar al de otras especies
de peces marinos de peces cultivados, a los 35 DDE el esqueleto esta osificado.

e El porcentaje de malformaciones en las totoabas cultivadas en el CICESE es del
23.05%, de las cuales las malformaciones operculares son las mas comunes,
con un 86.9% de los organismos deformes, el resto corresponden a otras
malformaciones del esqueleto axial y apendicular.

e Las malformaciones operculares en Totoaba macdonaldi se pueden observar en
una etapa temprana del desarrollo larval y consiste en la flexién del borde del
opérculo hacia el interior de la cavidad branquial y su deteccion se puede hacer
entre los 17 y 19 DDE, edad en la que los opérculos ya se encuentran osificados.

e Las malformaciones operculares no afectan el desempefio bioldgico en
condiciones de cultivo en términos de crecimiento y parametros hematologicos, a
diferencia del metabolismo activo en donde se encontré un incremento en los

organismos con malformacion opercular bilateral.
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Recomendaciones

e Hacer cortes histolégicos de las diferentes estructuras éseas durante el
desarrollo larval de T. macdonaldi para saber con exactitud su tipo de osificacion.

e Medir el la velocidad critica de nado de organismos con malformaciones
operculares y sanos, para saber el efecto de dichas malformaciones en su
capacidad natatoria.

e Incrementar el numero de ejemplares por condicién (x>3) en la medicién de
metabolismo activo y monitorear la actividad de los peces durante la medicion.

e Hacer el cultivo de juveniles con malformaciones y sanos durante mas de dos
meses para probar si existe algun efecto en el crecimiento de las deformaciones
operculares en periodos mas largos.

e Explorar el efecto de las malformaciones operculares en otros parametros
hematologicos como volumen de eritrocitos, concentracidn de pigmentos
respiratorios, capilaridad, entre otros.

e Probar el efecto de la intensidad luminica en la prevalencia e intensidad de

deformaciones craneales.
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