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En el presente trabajo se estudib el tlujo de aminodcidos

en huevos y larvas vitelinas de la anchoveta nortena Engraulis

morgax Girard, por medio de los: an&lisis bioguimicos de

incorporacibn de carbono 14 y  cromatogratia liquida de alta

precisibn (HPLC). El efecto sobre el crecimiento y

Supervivencia aunadO a concentraciones subéptimas de alimento



para ta especie, se investigb Qurante 12 alas ue

experimentacion en el taboratorio cuitivando lés larvas aesue

su eclosibén,

En los eaperiwentoS bioguinacos se encontr& cue ay un

intercambLio ingi¢gnificante ae aminodciaos marcauos en iuevos ue

24 noras aeSpuesS Gel desove; nmenos del 16 wel material
BOY

racicactivo uel meaid se encontrt en les huevos aespués ae tres

horas de incukacibn. Blavez se obServb la saliua. ce 17

auino&ciuos con una tasa ‘ae 365.29-_LPN/huevo/uore., bLn lerves

Vitelinas ae 24 4a 30 noras wesputs ue la eclosibn, se encentre= Ba # i

hubo incorporacibn a una tasa de entrada ce 2. ;i:/ larva/hLvUe3

Sc.de alanina arcaeaa uel iiedic en un 56.0% de los cuales 46.35%

se encontraron en proteines » 6.7% en amino&ciuos sires. Pere

a la vec se observé también la saliua de 17 amino&cidos con una

tase ue 10€.46 ph/iarva/ieore (7.5 pM/larva/h tasa de salida de alanina).

Se encontr& una Girerencia significativa cntre el

creciniento Ge. jas lervas conteniaas en los tanques ae cuitive

bajo concicicnes minimas is alimentacibn (1 org/ins) itil

aliino&ciuos (16. y 40 ug/i) (0.245 , U.L270 mu/dia) | Las Llarvas

que S6io0 tenilan alilinento farticuscsac (0.174 mu/auta). Con

resvpecto al porciento ue supervivencia, se enconcr& cuc, ch 10s

tanjues con alimento y aminodcices ceutuvo entre 20.0 y 36.46 4

G.en los que no huwo adisinodaciucs entire 11,0% y 22.ci.

 



Por lo anterior se concluye gue basanuose en los

experimentos bioguimicos, tanto huevos cono larvas vitelinas no

obtienen ningun benericio eneryéticc airecto de los

ahino&ciaos. Consiaeraiaco ics resuitauos ae crecimiento y

SuperviveilCcia el wenericio obteniuo por Iles darvas es

poSiblewente secunGaario, .SUpOonienuose gue el ritopilancton y/o

el goopliancton reciben alcgtn benericio jor los aninodcidos

Gisueltos o yue posiblenmicnte haya alytn eLecto ventajoso sebre@

non
Lidieaa Calicau ael ay
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Flujo de Aminodcidos Disueltos y su Efecto sobre

el Crecimiento y Supervivencia de Huevos y Larvas

de la anchoveta norteha £ngraulis mordax Girard.

I. INTRODUCCION

La anchoveta norteha, Engraulis wordax, eS una de las

especies de peces pel&gicos ma&s abundante de la Corriente de

California, y la de Mayor importancia ecolbgica (Mais, 1974),

Este organismo es la base de una pesqueria que es compartida

Kanespor México como por Estados Unidos, se le apreradhs en la

reduccibn de harina y aceite de pescado y como carnada viva .

para la pesca deportiva (Chavez et al., 1979).

Los estudios de la anchoveta norteha se iniciaron en los

ahos 1950, como estudios incidentales a los de la sardina del

Pacifico ( Anon. , 1983). Cuando las poblaciones de ~sardina

desaparecieron, el objetivo de la investigacibn de peces

pel&gicos se centrbd sobre la anchoveta nortena. En los

comienzos de los ahos 1960 el '‘''National Marine Fisheries

Service (NMFS)'' inicib un programa de investigacibn

fisiolbgica, centr&andose principalmente en estudios de ecologia

larval (Anon., 1983), con el propdsito de explicar las grandes



fluctuaciones en el reclutamiento de los recursos importantes -

de peces marinos (Smith, 1981).

Las fluctuaciones en la fuerza de’ una clase anual de peces

marinos con estadios larvales planctbnicos, est&n tfuertemente

relacionados con la disponibilidad de.alimento adecuado para

las larvas, al término de la absorcibn del_ saco vitelino-e

inicio de la alimentacibn exdgena (Hjort, 1914, 1926). Hjort

(1914) introdujo la hipdtesis del perilodo critico para este

tiempo y lo caracteriz6 con una elevada mortalidad por

“s Shaniedbn , bajo la cual se tija el bxito o f£racaso de una

clase anual de peces marinos. May (1974) discutib la validez-

de este concepto, considerando que son miltiples las variables

que pueden afectar la supervivencia larval, como son los

factores ecolbgicos y tactores especiticos para la especie ..

Otro factor ecolbgico que se considera importante en la

supervivencia larval es la depredacibn (Hunter, 1984), ya sea

por-invertebrados (Alvariho, 1977, 1980) o por peces juveniles

o adultos (Hunter y Kimbrell, 1980). En  estudios de

laboratorio y de campo se ha encontrado que el efecto de la

disponibilidad de alimento se mezcla con el de la depredacibn.

depredadoresEn condiciones de inanicidn, el éxito de los

aumenta por la debilidad de su presa larval (Hunter, 1981;

Cisneros Mata, 1985; Hewitt et al., 1986).



Estudios de campo han comprobado que la ''deriva'' larval

también es un factor importante en la supervivencia y

reclutamiento de huevos y larvas, Ellos son conducidos hacia

zonas desfavorables del océano (fuera de ‘la ~ costa)

principalmente por el elevado transporte de Eckman,, tfuertes

surgencias, altos niveles de turbulencia y termoclinas

-profundas (Parrish et al., 1981; Lasker, 1981; Bakun, 1982;

Husby y Nelson, 1982).

Es oT imposible que un sdlo mecanismo explique la

supervivencia larval en todos los casos. No se ha determinado

en el campo la presencia o ausencia de un perilodo critico en el

desarrollo ontogenético de peces marinos (May, 1974). Sin

embargo, algunas evidencias sugieren que el perlodo de

desarrollo larval representa una etapa critica caracterizada

por baja supervivencia (Arthur, 1956) y que la disSponibilidad

de alimento es un factor importante para esa supervivencia

(Houde, 1978).

Riley (1966) demostro que la falta de aimento afecta en

gran medida a larvas de primera alimentacibn , y que la

disponibilidad de alimento en el rango de tamaho , densidad y

tipo adecuado es critico para evitar la mortalidad (Lasker,

1975, 1978; Hunter, 1977, 1981).

El considerar que las larvas estdn en  concentraciones



bajas de alimentacibn en el océano ha sido probado en -

experimentos de laboratorio, donde se estimb que las

concentraciones minimas para que la larva pueda sobrevivir son

superiores en uno o dos érdenes de magnitud a las encontradas ©

en el océano (O'Connell y Raymond, 1970; Lasker et al., 1970;

Beers y Stewart, 1967, 1971; Hunter, 1972, 1976; ° Hunter y

Thomas, 1974; Arthur, 1976, 1977). Sin embargo, lo anterior

no se ha comprobado que suceda en el aanpe, ya que las curvas

de supervivencia de larvas de peces colectadas en el mar han

sido dificiles de interpretar y no justitican firmemente el

aceptar oOo rechazar la existencia de un periodo critico,.

Adem&s, en experimentos de laboratorio, unas . especies

reaccionan de diferente manera ante la talta de alimento, y los

parametros de las condiciones alimenticias para una especie

dada varlan espacial y temporalmente (May, 1974).

Lasker (1975) demostrd que la estabilidad de la columna de

agua es otro factor importante en la supervivencia larval, ya

que-la estabilidad propicia la concentracibn de plancton en

parches y esta concent racion excede la densidad de alimento

critico para la larva encontrada en-sel laboratorio. Una

evidencia de la importancia de estos” parches, es que cuando

existe poca estabilidad de éstos, por ejemplo en una tormenta,

la mancha se dispersa y el alimento se diluye demasiado como

para sostener la supervivencia larval (Lasker, 1975, 1981).

Sin embargo, un punto que le resta importancia a 1os_ parches,



es, que las larvas de peces pel&gicos de la zona costera

utilizan menos del 1% de su habitat (poca movilidad) reduciendo

su potencial de localizacibn y utilizacibn de manchas (Smith,

1981; Rodriguez Murillo, 1983).

por lo anterior, se han considerado fuentes alternas de

alimento que puedan cubrir los requerimientos energéticos de la

larva,como pudieran ser los microtlagelados en” content racianes

altas y el microzooplancton en concentraciones bajas (Lasker et

al., 1970; ‘Yheilacker y McMaster, 1971; “wewel 1973; Scura

y Jerde, 1977; Carrillo Barrios-Gbmez y Solis Guevara,

manuscrito; Rodriguez Murillo, 1983). Otra posible fuente

alternativa de alimento es la Materia Orgdnica Disuelta (MOD)

disponible en el oceano, idea planteada originalmente por

Putter en 1909 (Jorgensen, 1976; Stephens, (1982) , el

argumentS que la MOD juega un importante papel en la nutricibn

de la mayorla de los organismos acudticos ,ya que la MOD 3u

encuentra en grandes gantddades: en el mar (Jorgensen, 1976),.de

la que los aminoadcidos solo representan el 1 o 2%.

Sin embargo, dentro de la ecologia alimenticia de larvas

de peces, sdlo se ha considerado a la materia particulada como

tUnica fuente energética (Lasker, 1975,1978; Hunter , 1977;

Scura y Jerde, 1977) por este motivo, uno de los propdsitos de

este trabajo es el de probar si la materia orgdénica disuelta

constituye otra posible fuente energética adicional para los

\



_ estadios temMpranos de la anchoveta norteha , ya-que no existen

estudios precedentes sobre el flujo y efecto de los aminoacidos

en el crecimiento y supervivencia de larvas de peces,



I~1 Antecedentes

La Materia orgdanica disuelta (MOD) constituye la parte

predominante del total de materia orgAdnica, viva y muerta,

encontrada en el océano, £1 total de la MOD en el océanoes de

aproximadamente 1.5 x 10 gramos y esta cantidad puede ser

. fgualada a la produccibn de fitoplancton de 30 ahos. (Jorgensen,

1976). Krogh (1934a) estimb que la cantidad total de laMOD en

el océano era al menos 300 veces m&s grande que la. cantidad

presente en todas las clases de organismos marinos,. Josetsson

(1973) en un estudio de diez anos estimb que del total de

materia orgdnica en el océano,' las sustancias organicas

disueltas representan el 89% , el detritus particulado el 9% ,

el fitoplancton el 2% , el zooplancton el 0.2% y los peces el

0.002%. La MOD en el océano varia con respecto a Su

concentraciobn total, su composicibdn, las proporciones relativas

de sus componentes individuales, localizacibn geografica,

profundidad del agua, estacibn del aho y la presencia y estado

£isiolbgico de microbios, plantas y animales (Siebers, 1982).

La MOD eS generalmente expresada como carbono organico

disuelto; en capas superficiales del Mar, el rango de sus

valores puede ir de 0.5 a5 mg/l (Josetsson, 1973; Williams,

1975). Los aminodcidos sélo representan el 1 o 2 % del. total

de MOD , constituyendo el resto las sustancias siguientes:

nitrbgeno orgdnico disuelto de 0.04 .a 0.54 mg/l (Duursma,



1961), los carbohidratos, como glucosa y manosa, de 5al18°

ug/l, y los Acidos grasos entre 10 y 40 ug/l ( Jorgensen,

1976).

Se han hecho varios estudios en diferentes &reas_ del

océano para calcular la concentracibn de aminodcidos,

chesntrands , por ejemplo, valores’ de 33 a 77 ug/l en ‘la

Buzzards Bay, MasSs., &.U.A. ( Siegel y Degens, 1966). En

aguas costeras y eStuarinas, North (1975) y Lee y Bada ' (1977)

encontraron valores de 0.2 a2.0 uM. Henrichs y Farrington

(1979) encontraron en aguas intersticiales de sadimento costero

valores de 14 a17 uM. Dengens et al.(1964) encontraron en

aguas ocedénicas de las costas de California valores de

aminodécidos totales de 16 a 125 ug/l segtn la protundidad.

Clark et al.(1972) encontraron en la Jolla, California valores

de 115 a170 ug/l. Siebers (1982) encontr®d valores de 0.5 a 2

ug/l , argumentando que este nivel puede variar grandemente en

cortos perlodos, aunque el promedio general tue constante.

Tadudabl ‘ements la MOD en los ecosistemas marinos debe

representar una gran fuente de potencial energético para los

organismos adaptados a la tomade estos compuestos de

soluciones diluidas,. El suplemento de energia proporcionado

por la MOD para larvas de bivalvos puede ser m&s importante que

para adultos, ya que la larva est& provista con minimas

reservas de alimento por los padres, las cuales pueden pasar



grandes periodos sin al.imento particulado (Manahan y Crisp, |

1982).

La importancia atribuida a la materia orgdanica disuelta

como posible fuente de alimento para organismos acuaticos ha

tenido numerosos cambios desde 1900. Entre las primeras

investigaciones hechas sobre MOD se encuentra la de Putter

(Jorgensen, 1976; Stephens, 1982). Su objetivo era demostrar

la parte que jugaban las sustancias organicas disueltas en los

procesos fisiolbgicos de animales marinos, observando que la

concentracibn de plancton era muy pequeha en comparacion con la

MOD. Esto lo motivb a realizar algunos an&dlisis con respecto a

la cantidad energética producida por el plancton y la obtenida

de la MOD. Considerando que el metabolismo de los organismos

est& basado sobre la oxidacibn del alimento, Putter concluyb

que los organismos tendrian que filtrar una cantidad exagerada

de agua para poder obtener del plancton sus requerimientos

energéticos y que, sin embargo, filtrando un volumen menor de

agua conteniendo MOD se podria equilibrar este gasto

energético, Como conclusion, planted la hipdtesis de que las

Sustancias orgdénicas disueltas podrian constituir el principal

nutrimento para organismos del plancton (Duursma, 1961;

Jorgensen, 1976; Stephens, 1982).

Las ideas planteadas por Putter fueron atacadas por Krogh

(1934a y b), quien, estudiando la MOD, encontrd que la
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propuesta de Putter era incorrecta _ pues las técnicas

desarrolladas hasta ese momento para la deteccibn de la MOD no

eran muy sensibles de acuerdo con él; la MOD habia_ sido

sobreestimada y los arrastres de plancton habian sido

subestimados al no utilizar una red adecuada.

En trabajos posteriores y con tecnicas mas sengibles para

la deteccibn de pequehas cantidades de MOD se dispone de una

extensa literatura relacionada con la abSorcibn de sustancias

orgdnicas disueltas y su posible papel nutritivo (Jorgensen,

1976). Todos estos trabajos tueron realizados exclusivamente

sobre invertebrados marinos tanto larvas como adultos, como las

esponjas, celenterados, bivalvas, braquibpodos, poliquetos,

crustdaéceos y equinodermos (Jorgensen, 1976). Stephens y

Schinske (1958,1961), en estudios de 35 especies incluyendola

Phyla Poritera, Cnidaria, Ectoprocta, Anélida, Sipunculida,

Mollusca, f&quinodermata, Hemicordata, Tunicata y Artrbpoda,

observaron que todos, excepto Tee artrbpodos, llevan a cabo

procesos de absorcibn de glicina y otros aminodcidos del medio

en concentraciones de hasta 2 uM.

Davis y Stephens (1983),  estudiando al protozoario

Tetrahymena Pytitormis, detectaron entrada de “material

radioactivo a la célula pero,'a la vez, en un andlisis de

cromatogratia liquida de alta precisibn (HPLC), notaron que el

aminoAcido leucina fue liberado al medio, posiblemente debido a



11

un gran gradiente de concentracibn. En un estudio de la

absorcién e incorporacibn de glicina marcada por larvas de

bivalvos, ( veligers, pediveligers y larvas de ostras y

mejillones), Manahan y Crisp (1983) encontraron que este

material es absorbido de soluciones de 1 uM, detectdndolo

primeranente en el velum de los organismos y luego enotros

érganos. &n un eStudio con larvas de Dendraster excentricus

(galleta de mar), Davis y Stephens (1984a), encontraron que las

larvas abSorvieron cOn mayor rapidez aminodcidos neutrales y en

un. menor grado aminodcidos basicos y 4&cidos analizados con

HPLC. En el mismo trabajo, ellos estudiaron la incorporacibn

de leucina marcada a larvas de la misma eSpecie, encontrando

que ésta se incorporb al organismo en un 88 a 90%, en protelinas

el 48% y en aminodcidos libres el 25%. En larvas del erizo de

mar, Strogvidesesntrotug purkbukatus, Davis y Stephens (1984b),°

encontraron que éstasS removieron 14 aminodcidos de una solucibn

IMMuy diluida , produciendo un incremento en la concentracibn

interna de aminodacidos Libres cuando las larvas fueron

incubadasS en agua sintética, En cambio, cuando fueron

incubadas en serina, la tasa de entrada de material marcado

decrecidé comparada con los controles no incubados. Siebers y

Rosenthal (1977) encontraron absorcibn de aminodcidos por

huevos del arenque Clupesa barengusg, observando que ésta aumento

con el desarrollo ontogénetico del huevo ,con valores de 0.6 +

0.1 pM/huevo/hora en embriones de cinco horas después de la

fertilizacion, hasta un valor maximo de 16.8 + 2.7
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pM/huevo/hora en huevos de 250 horas.

Los huevos de teleosteos presentan una cubierta semirigida

llamada coribn, el cual -es permeable al agua y solutos de bajo

peso molecular (Lasker y Thailacker, 1962; Potts y Rudy, 1969)

y contiene un liquido o fluido periviteldne que le sirve de

reserva, conteniendo variadas cantidades de aminodcidos libres.

Holleland y Fyhn (1986) encontraron que de la concentracibn

inicial de. aminodcidos libres de 95 nM/huevo encontrada los

primeros dias del desarrollo, ésta disminuyd a 68 nM/huevo para

los dias siete a diez después de la tertilizacibn en huevos’ de

ClupSa barengus. EFllos consideraron que .esta pérdida de

osmolitos ocurre de forma natural dentro del desarrollo de este

pez. Lasker y Theilacker (1962) encontraron que al transferir

huevos de Sardinops Saeruleg de agua de mar al agua destilada,

caSi todas las sustancias disSueltas se difundieron al medio en

tres y ned a horas. En consecuencia, se puede considerar que

el tejido embribnico por lo aeneral est& en contacto directo

con:el fluido perivitelino muy similarmente al medio en el cual

los huevos son incubados (Holliday, 1969). Shanklin (1959)

encontr6 que el fluido perivitelino de huevos de Fungules Spe

establece un rapido equilibrio con la solucibn del medio que

los rodea, Holleland y Fyhn (1986) encontraron que este fluido

se equilibra con el medio en diez minutos en huevos de Cluces

La piel de las larvas de peces-teleosteos estAbarsngus.

tormada de un epitelio de dos capas en la superficie exterior,
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la cual es incrementada por una serie de salientes ( Lasker y

Threadgold, 1968), es por esta extensa superficie que tienen

lugar los movimientos ibnicos y osmbticos (Shelbourne, 1957).

Gomme (1982) en una_revisibdn bibl iogrhfica sobre un

anélisis comparativo de la absorcibn de nutrientes en

invertebrados concluyb que la significancia biolbgica de la MOD

se puede encontrar en tres niveles. El primero, en el sistema

de transporte apical, donde la MOD puede servir para mantener

la concentracibn diferencial de nutrientes entre el organismo y

el medio y por lo tanto impide una pérdida diffusional del

organismo, El segundo, en el que el transporte sdlo provea

beneficios a la epidermis ‘sin tener ningun beneficio para

tejidos profundos y por lo tanto la regulacibn del volumen de

las células epiteliales. El tltimo, en el que el organismo

completo obtiene un beneficio nutricional de la MOD.

El papel importante que juegan las .sustancias orgAdnicas

disueltas dentro de la biologia animal ha sido revisada por

Lucas (1949, 1961 a y b). El sugirid que la adaptacibn de los

organismos a los metabolitos excretados es un factor critico en

la ecologia y la evolucién . Se sostiene que la liberacibn de

derabel ikea es importante como mediador entre las

interrelaciones en la comunidad (Lucas, 1961 b) y por lo tanto,

la MOD puede actuar directa o indirectamente sobre organismos

vivientes y atectar la dindmica de integracibn. dentro de un
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ecosistema. Las células pueden liberar ciertos metabol itos que ©

influencian a otras células , Estos metabolitos son evidentes

en foma de hormonas, esStimulantes de crecimiento, toxinas,

antibibticos, organizadores embriolbgios , agentes de

quimiosintesis y otros (Saunders, 1957) .

Ie2. Objetivos

a) Determinar si hay aSimilacibn de aminodcidos por’ huevos

y larvas vitelinas de la anchoveta nortena.

b)Determinar si los aminodcidos tienen algtin efecto en la

_Supervivencia y crecimiento de huevos y larvas de la anchoveta

norteha aunado a concentracibnes subdéptimas de alimento para la

especie,
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II. MATERIALES Y METODOS

II.1 Obtencibn de Huevos y Método de Separacibn

Los huevos de f. mordas tueron proporcionados por

perSonal del National Marine Fisheries Service de la Jolla

California,. E.U.e. El desove de la anchoveta tue realizado

siguiendo las técnicas descritas por Leong (1971).

Los huevos tertilizaaos fueron transportados . en un

contenedor térmico el mismo dia de su desove de la Jolla,Ca.

al laboratorio de Ecologia Pesquera del CICESE en. Ensenada,

BeCe, México, para los experimentos de crecimiento y

supervivencia, y al laboratorio de Biologia Celular y

Desarrollo de la Universidad de Calitornia, Irvine, para los

experimentos que correspondieron a los an&dlisis bioguimicos.

Para evaluar su condi atta, los huevos aparentemente viables

(transparentes) fueron separados con goteros de boca ancha bajo

un microscopio estereoscbpico ,

II.2 Experimentos con Aminod&cidos Marcados con Carbono 14

Las técnicas empleadas en la seccibn de andlisis

bioguimicos- siguieron los m€todos descritos por Davis y

Stephens (1984a). Los huevos usados en esta seccibn fueron de

24 horas después del desove Y las larvas de 24 - 30 horas

después de la eclosidn.
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TI.-2-1 Cambios en la Concentracibn de Alanina

Marcada (HG) del Medio

Se separaron y colectaron 2000 huevos o larvas viables en

un tamiz de luz de malla de 75 micras Para eliminar

bacterias presentes en la superficie del coribn o cuerpo ‘se

lavaron tres veces con agua de mar estéril (Cavanaugh, 1956).

Cada experimento fue realizado con cinco repeticiones, cada una

conteniendo 400 huevos o larvas vitelinas/20 ml de una solucibn

de agua de mar artificial (Cavanaugh, 1956) agregando 0.5uM de

alanina 12, (sigma Ca.) y 0.5uCi de alanina 14c (U1, New

England Nuclear) en 100 ml. Todos los experimentos se

realizaron a temperatura ambiente (21 +/- 1 °C) y -a una

salinidad de 35 ppm.

El cambio en la concentracibn de alanina marcada del medio ©

fue determinada cada 30 wingkeoe por mediciones de la

‘radioactividad que permanecia en el medio durante un periodo de

tres horas. Hiseneit ces del medio de 250 microlitros fueron

removidas y puestasS en viales de centelleo a los cuales se les

agregd 4.5 ml de Acuasol ( New England Nuclear). . El Acuasol

fue aciditicado con una gota de HCl al 0.1 N para producir la

volatilizacibn de cualquier CO, marcado en la_ solucibn que -

pudiera contribuir en los conteos de centelleo. La

radioactividad Eue detectada con una contadora de centelleos en
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liquido Beckman LS 3801,

II.-2.2 C&alculo del Flujo de Alanina Marcada (14)

en Huevos y Larvas

Después de la determinacibn de la radioactividad que

permanecia en el medio, huevos o larvas vitelinas tueron

colectadas por tiltracibn sobre un filtro Whatman GF/C mediante

una bomba de vacilo. Los filtros tueron colocados dentro de

viales de centelleo y se les agregd 4.5 ml de keau Bel. La

radioactividad en el tejido de huevos o larvas fue determinada

con la cOntadora de centelleo. La entrada de alanina marcada

(pM/mg/hora) fue calculada tanto con los centelleos detectados

en el medio (cada 30 min), como. con los centelleos detéctados

en el tejido (después de tres horas de incubacibn) mediante las

ecuaciones siguientes:

Para el tejido ;

DPM£*/T
wennnnnnnnnanneo====~ (1)

DPMi/[alal] (# de organismos)

Donde

DPM£* = DeSintegraciones por minuto detectadas en el tejido
después de tres horas de incubaci6bn ,
Desintegraciones iniciales por minuto en el medio.DPMi =

[ala]= Concentracibn de alanina de la solucibdn
7; = Tiempo en minutos
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Para el medio:

(DPMi - DPME)/ T , :

arraRRNEerteen * fala] (Vt) (2)
DPMi .( # de organismos)

Donde:

Desintegraciones iniciales por minuto en el mnedio,DPMi =

DPME = Desintegraciones finales por minuto en el medio.
T = Tiempo en minutos.

vt = Volumen total de la solucibn

[ala] = Concentracibn de alanina de la solucibn,.

II.3 Experimentos con Cromatografia Liquida de Alta

Precisibn (HPLC High Performance Liquid Chromatography).

El flujo neto de aminodcidos entre huevos o larvas y el

medio tue determinado usando la HPLC. Se utilizaron 1000

huevos o larvas vitelinas en 100 ml de agua de mar estéril

(10/ml), conteniendo una mezcla de 12 aminoAcidos : (Acido

glutamico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser), glicina (Gly),

trionina (Try) y arginina (Arg), taurina (Tau), alanina (Ala),

valina (Val), fenilalanina (Fhe), leucina (Leu), e isoleucina

(Iso)), cada uno a una concentracibn’ inicial de 0.25uM que

sirvib como punto de referencia para conocer si la

concentracibn de éstos variaba con respecto al tiempo. Esta

posible variacibn puede indicar el flujo entre los aminodcidos

del medio y el tejido , Los an&lisis de HPLC son descritos en

Davis y Stephens (1984a). Se emplearon las mismas técnicas
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descritas anteriormente para la separacibn y limpieza de los’

organismos. Cada experimento se llevb a cabo por un periodo de

tres horas, tomando una muestra de un mililitro cada 60

minutos. En el caso de los huevos, fue necesario colocarlos en

un agitador mec&nico para evitar que se pegaranunos con otros

y disminuir el &rea de contacto con 1a solucibn .

La concentracibn de cada aminodcido estuvo' representada

como un pico en el cromatograma, y fue analizada’ de la

Siguiente forma:

Area x ,t
[A.A.x]t SeeEeeem * [A.A.x]i -(3)

Area Estandard

Donde:

[A.A x]t = Concentracibn del aminodcido x ,al tiempo t.
= Area del cromatograma ocupada por el aminodcidoArea x,t

x al tiempo t.
Area Estandard = Area del cromatograma ocupada por el

estandard del aminodcido x .
[A.A.x]i = Concentracibn inicial del aminodcido x ,

El flujo de los aminod&cidos se calculd a partir de la

pendiente de curva, la que dar& positivo si los amino&cidos

salieran del organismo y negativa si entraran.

Fue necesario hacer una correccibn a los datos obtenidos

de la concentracibn de alanina marcada que permanecia en el

medio durante las tres horas de experimentacion, debido a que
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la actividad especifica de la alanina marcada (14) disminuy 6 »

por la salida de alanina sin marcar de las larvas vitelinas,

este bitimo dato fue obtenido de los andlisis de HPLC.

correcciones se hicieron de la manera siguiente:

(TSA tc] )* 400 larvas

STA [1] = weennnnnnone-----==-

snc = [ ca t+ cl ne Jtx + sta f2c]

EA pe C= 20000 DPM [ SNC ]tx * 250 ul

Las

(4)

(5)

(6)

= [DPM/nM]t0O = 100% de radioctividad en el medio.

Donde:

STA bee] Salida total de alanina sin marcar.

TSA tHe] = TaSa de salida de alanina sin marcar.

SNC Salida neta corregida.

EA Ot cance Entrada de alanina marcada no corregida.

1 .
EA [ ‘C] C = Entrada de alanina marcada corregida

tx = TieMpO Xece x= 0 a 180 minutos,
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Con los datos de la salida total y entrada y salida neta

corregidos para larvas, se hicieron los célculos necesarios

para conocer las pendientes respectivas y con estos datos

Sgdeterminar la tasa de salida total, entrada y salida neta. Los

calculos fueron hechos de la siguiente manera:

(7)
# de larvas

Donde

pendiente de la regresibn entre concentracibn y tiempo.
tiempo (60 minutos)
volumen de muestra (20 ml).<

H
O
o

“
u
n

»>II.4 Asimilacibn de Alanina Marcada (4) y Analisis de la

Composiciobn de Aminodcidos Libres de Huevos .

y Larvas Vitelinas,

Se colocaron 200 huevos o 400 larvas (dos repeticiones) en

un a que contenia 20m1 de agua de mar artificial estéril y

una mezcla de 0.5 uM de alanina 1c y 0.1 uCi de alanina ath Ce

Después de tres horas de incubacibn los huevos o larvas fueron

tiltrados como se describib previamente. Para precipitar

proteinas a los huevos y larvas se les agregd 2 ml de tricloro

acético (TCA) £frio al 5% por una hora, después de la cual fue

separado el sobrenadante,. Después de haber separado el

sobrenadante, el material precipitado (proteinas), tue lavado
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con agua de mar estéril y se le agregd 4.5 ml de Acuasol. ha

radioactividad tue detectada con una contadora de centelleo.

‘ ‘te, ;
Los cAlculos para conocer la cantidad de * 6 incorporado o

aSimilado a huevos o larvas se hicieron mediante la ecuacibn

siguientes:

DPM1L :
a * Vt (R) (8)

Vin

Donde

DPMi = Promedio de desintegraciones iniciales por minuto.
Vm = Volumen de la alicuota para el conteo.
Vt = Volumen total get experimento,.
(R) = Porcentaje de C total removido del medio por los

organismos después de tres horas.

Para conocer la composicioén de los aminodcidos libres en

huevos y larvas se usd una alicuota de 800 ul.de la muestra del

sobrenadante del TCA m&s 200 ul de O- phthaldialdehido (OPA), y

se realiz6 un andlisis de HPLC, siguiendo los métodos de Davis

y Stephens (1984a).

II.5 Experimentos de Crecimiento y Supervivencia

a) Sistema de Cultivo

En todos los experimentos se utilizaron tanques

cilindricos de pl&stico color negro de 34 centimetros de

di&metro y 14 cm de altura (Lasker et al. 1970). Estos



tanqgues se llenaron con diez Jlitros de agua de mar filtrada

haSta 0.2 micras, Se introdujeron 200 huevos a cada uno de

ellos, manteniendo “un fotoperilodo de 12 horas luz y 12

obscuridad. La temperatura se mantuvo en 17 +/- 1.°C y se

midi con un termbmetro 0-100 °c. La salinidad se mantuvo

cerca de 33.5 +/- 1 ppm, medida con’ un ref ractbmetro. El

oxigenoy el pH se midieron con un aparato Orion Research

Microprocessor Ionalyzer/901l. Todos los parametros fueron

medidos una vez al dia.

Se utilizb una mezcla de diez aminodcidos (Ala, Tyr, Phe,

Lys, Iso, Glu, Asp, Ser, Gly, Met) marca Sigma en

concent raciones del , 16 y 40 ug/l para los diferentes

tratamientos. La concentracidn tinal realmente fue mayor ala

designada Si se consideran las sustancias ‘disueltas. que ya

venian en el agua de mar tiltrada. No obstante, &sto fue

constante para todos los experimentos. La concent racibn de los

aminodcidos en los tanques no se monitoreb a lo largo del

experimento.
b) Disefo Experimental

El diseho experimental se resume en la Tabla I. Los

tratamientos 1A y 1B pueden considerarse como ''CONDICIONES DE

INANICION''; los tratamientos 2B, 3B y 4B pueden considerarse

como '' CONDICIONES TEORICAS DE INANICION'' y los tratamientos

5B, 6B, 7B y 8B pueden considerarse como ''CONDICIONES MINIMAS

DE ALIMENTACION'', Cada experimento. se llevd a cabo por
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TABLA I, DiseXo experimental: utilizecibn de aninokcidos
y aliuento particulado por larvais.de it, wordex,.

Densidad Concentracibn | Concentracibn Concentracibn

Exp org/tunugue designada de de alitnento de

aninokeidos particulado Tetreselmis
(#) ( ug/l) (org /id) (cb l/mi)

Agua 1A 206 - - _
sinte 1A’ 200 = - -
tica 1A‘! 206 = = -

Agua 18 200 - = as

de 1p! 200 = = 7

nar ip'' 200 - - -

2B 200 1 = =
" 23 200 1 - =

2p"! 200 1 = =

35 200 16 _ =
" 35° 260 16 7 oe

3B! 200 16 - -

4b 200 46 : = ws

" 4i° 200 40 - =
4p! 200 , 40 - -

5B 200 ] 1 5000
" 5b" 206 i 1 5000

S5L°' 200 1 i 50006

GE: 200 16 1 5000
ut ob! 200 16 1 5006

6b! 200 16 1 5006

TE 200 40 i 5600
" 7B 200 40 , 1 5006

7u°!' 200 40 i 5006

8B 200 - : a! 5000

" 8b! 200 - 1 §000
a 200 - 1 5000
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triplicado,

c) Alimento Particulado

El alimento particulado, -nauplios de copépodo

principalmente , fueron colectados por medio de arrastres en la

Bahia de ‘Todos Santos, Ensenada, B.C., México , utilizando una

red de plancton de 30 cm de diaémetro y luz de malla de 239

micraS y utilizando mbtodos convencionales de muestreo de

zZo0oplancton.

Las muestras obtenidas fueron tamizadas a pbordo con una

luz de malla WNytex de 120 micras para remover los organismos

que pudieran depredar a la fraccibn de muestra necesitada, A

su llegada al laboratorio la muestra se tamizd nuevamente con

la misma malla de 120 micras y_ se enlach en agua de mar

filtrada y tratada con luz ultravioleta ,agregdndoseles una

concentracibn de 5000 cél/ml de Jetraselmis spe Se les mantuvo

en un recipiente de 50 litros &6n aereacibn y se les agregd una

solucibn de penicilina G , dando una concentracibn final de 6

(Neunes y Pongol ini, 1965).25 mg/l], para evitar crecimiento

bacteriano. Para la alimentacibn en la segunda semana se

cultivaron rotiferos siguiendo los métodos de cultivo de Hunter

(1983).

La concentracibén de microzooplancton en los tanques_ se

midibé una vez al dia tomando una. alicuota de 5 ml de tres
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niveles del tanque: superficial, medio y prof undo, Se .

analizaron los 15 tml con un microscopio estereoscbpico y una

camara de conteo (Rodriguez Murillo, 1983 ).

Fl nanoflagelado Tetraselmis sp fue cultivado y mantenido

en el laboratorio segun métodos tradicionales de cultivo de

fFitoplancton (Ukeles, 1965). Para el anlieis de la

concentraciobn de fitoplancton se siguib el misma metodo que

para microzooplancton, sblo que en este caso se revisd una

alicuota de 1 ml (Rodriguez Murillo, 1983) con un

hematocitdbmetro Fuchus-Rosenthal, técnica descrita por Corkett y

Urry (1968).Se trat6é de mantener una -concentracibn de 5000

cél/iml,

TI.-5.1 Crecimiento

Tres a cinco larvas fueron colectadas con una pipeta y sus

longitudes fueron medidas con un mMicroscopio estereoscbpico

equipado con un micrbmetro ocular, el cual fue calibrado con un

micrometro de etapa marca “Zeiss* de 1 +/- 0.01 mm, midiéndolas

desde la extremidad de la maxila hasta el final del notocordio

(longitud estandar). Se tomaron al azar de cada tanque los

dias 0,3,5,7,9,11 y 12 después de la eclosibn.

La tasa de crecimiento fue obtenida por medio de una

regresibn lineal de la longitud de las larvas contra los dias
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después de la eclosibn. La linealidad y pendiente se probaron :

cOn la prueba F del an&lisis de varianza (Sokal y Rholt, 1979).

Los datos fueron transformados a Logaritmo natural y luego a

logaritmo base diez y sometidos a un andlisis de covarianza

para encontrar posibles diferencias. en las tasas de crecimiento

entre laS ‘repeticiones , entre los tratamientos 4 entre el

tratamiento de agua sintética y agua de mar. Los valores

medios fueron comparados usando la prueba de comparacidn

multiple de Newman y Keuls con un alfa de 0.05 (Sokal y’ Rholé,

1979).

Para realizar los an&lisis estadisticos se utilizaron los

programas contenidos en las librerlas Esimsl y Minitab,

disponibles en 1a computadora Prime 400 del Centro de Cdmputo

del CICESE.

II.5.2 Supervivencia

Las larvas muertaS fueron removidas de los tanques y

contadas diarjamente entre ‘las 18 00 y 20 00. horas con una

pipeta y ayuda de una l&mpara. Las. larvas se consideraron

muertas al presentar una coloracibn blanco opaco y no ‘responder

a estimulos tactiles, Los experimentos concluyeron hasta el

doceavo dia.

La. Ssupervivencia rue determinada siguiendo el
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planteamiento de O'Connell y Raymond (1970) resumido en la

siguiente expresibn:;

_ ;

Sn= ( P- &Mi / P) * 100 (9)
an

Donde:
Sn= % de la poblacibn que sobrevive hasta el dia n.
P = Poblacibn inicial. * .
M Mortaiiaad el dia i ¢', i= 1,2,3,...0N.u

l

* Se considerb6 como poblacibén inicial la suma de las

larvas que murieron cada dia a lo largo del experinento mas las

sobrevivientes en cada tangue, tomando en cuenta el porciento

de eclosioén para cada uno de los desoves..

Para compensar las larvas removidas para el crecimiento,

se siguib el planteamiento de Warner y Blaxter (1980)

calculando una supervivencia esperada, la cual incluye las

larvas vivas al final del experimento y las larvas que pudieron

sobrevivir si ellas no hubieran sido sacadas para
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determinaciones de crecimiento, Siguiendo la expresibn:

a=in+ n- mn . (10)

a - m
= Seeman (11)

1 - tn

Donde:

a Tasa del % de mortalidad total

o
u

Tasa del % de mortalidad atribuida por
determinaciones de crecimiento.
Tasa del © de mortdlidad esperada si el

muestreo no hubiera ocurrido,
l-n = % de Supervivientes esperados.

a

n

Bl coeficiente instant&neo de mortalidad (Z) fue calculado
Siguiendo la relacibn descrita en Warner y Blaxter (1980):

Z = ln No - ln NE
heeMeeeeee a ~ (12)

Donde;

Nuinero de larvas totales
Numero eSperado de supervivientes
Tiempo (12 dias).

No

NE
t H

o
u

ou



III.1.1

No se encontrdb una

III.

evidencia

RESULTADOS

Clara ae la

Huevos Marcados con Carbono 14 '

alahnina marcada durante las tres horas ae incubacibn,

30

entrada de

aunque se

observ’ un decremento de radioactividad en el meaio de 3.3% +/7

3.4% (Tabla II, Fig.l).

No hubo una eviaencia clara de entraaa de material marcado

en base al nivel de radioactividad en los huevos.

tres horas de incubacibn, menos ael a® del-

radioactiyvidad del medio fue detectada en ios huevos.

Después de

total ae

Desintegraciones por minuto (DPiH) de alaninaTabla II.
Marcada de muestraS ael medio durante tres horas

ae experimentacibn con huevos ae £, wordax.

Repeticiones .
Tielpo 1 2 3 4 5
(min)

0! 11575.55 9854.29 106%5.32 10209.00 9543.81
30' 9607.62 10227.00 9944.76 10159.00 10040.00
60' 10375.00 10136.00 9917.14 9985.71 9708.57
90! 10335.00 9911.43 10324.00 10352.00 9949.52

120' 10241.00 10044.00 101 24.00 10193.00 9923.81
150! 10062.00 10015.00 10009.00 10039.00 9843.61

1680! 9848.57 10035.00 9991.43 10133.00 9903.61

% de Cambio

0-3 horas 14.9% -1,&% 6.5% 0.7% -3.8%

Promedio total X = 3.3. +t/- 3.4 &
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Fig, 1.- Desintegraciones de alanina marcada (40) por minuto de
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con huevos de Engraulis mordax para las cinco repeticiones,
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IIg.1.2 Cromatogratia Liquida de Alta Precisibn

(HPLC) en Huevos

Bn las FiguraS 2 A,B,C y D se presentan los cromatogramas

del HPLC. Comparando las concentraciones del mismo aminodciao

con el tiempo, la salida de aminod&cidos de los huevos durante

el perloao de incubacibn puede ser vista claramente en la Tabla

TII. 6&1 nuimero total de aminodcidos del medio se incrementd ae

12 a 17, con la aparicibn del &cido asp&rtico (Asp), glutamina

(Gln),tirosina (Tyr), metionina (MNet),y lisina (Lys). £1 flujo

para los 17 aminodcidos presentes estuvo en un minimo ade 3,87

plM/huevo/hora para el &cido glutdmico y una salida m&xima de.

56.84 pM/huevo/hora para la isoleucina; la concentracibn de

este aminodAcidO en el medio aumentb de 250 a 1$77 nM al rinal

de laS tres horas de incubacibn (Yabla III). Sumando el total

de aminodAéciaos el tlujo total tue ue 365.29 pli/huevo/hora (

Tabla III, Fig. 3).

III. 2 Larvas Vitelinas

Til. 2.1 Cambio en la Concentracibn en el liedio ae

Alanina Marcada

Hubo entrada de material marcado a la larva, en un

del que se encontr6 presente en el meaio al inicio dael

experimento (Tabla IV, Fig. 4). La tigura cuatro presenta el

porcentaje de material tmarcado removido del agua por la larva

con una pendiente de -0.22 (r = 0.95).
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Concentracibn y tlujo total de cada aminodcido
durante tres horas de experimentacibn con

huevos de £.mordax.

fabla III.

ree teed et heed sted let tee feek feet teed tow beet toed tt ter) fed tt temp td comh deep med teed tec} ten deed tered md come bees fet fremy rd eecsd cme Se tet eemet aemn res nome in} YE Geek peed Gen Meet cee eee beet cm met coe md med hen hey ee frum en tet teary,

A. Ae 0 60 120 180 Tasa de Salida
(min) (min) (min) (min) (pM/huevo/hora)

Asp 0 162.2 208.2 259.3 6.24 ©
Glu 250 274.6 318.0 364.7 3.87
Asn 250 372.9 458.9 485.8 7.93
Ser 250 667.7 914.2 1001.4 25.00
Gln O- 2607.9 406.9 456.4 15.08
‘Gly 250 450.5 559.8 608.0 11.83
Ther 250 524.6 660.5 728.2 15.70
Arg 250 557.0 710.7 762.0 17 «0°
Tau 250 349.4 366.1 446.1 6.05
Ala 250 1011.6 1361.5 1640.9 45.20
Tyr 0 183.7 269.4 346.1 11.24
Met 0 404.9 374.8 - 16.74

Val 250 986.1 1412.5 1722.4 48.44
Phe 250 424.0 531.8 643.0 12.87
Leu 250 661.4 961.5 1156.6 30.20
Iso 250 1142.1 1645.0 1377.0 56,64
Lys 0 464.4 764.9 918.5 30.56

Total 365.29

Tabla IV. DPM de alanina inarcada detectados en muestras del
medio durante tres horas de experimentacibn con
larvas vitelinas de £. fordax.

Repeticiones
Tiempo’ 1 2 3. 4 5
(min)

0! 5560.00 5489.73 5601.67 5276.41 5655.56
30' 5498.38 5471.35 5629.44 4798.00 5402.63
60' 5084.50 5088.00 5161.54 4693.50 4952.50
go! 4740.00 4762.00 4842.00 4461.00 4165.50

120' 4390.00 4046.50 4340.50 4424.00 3836.00
150! 3895.00 3617.50 3850.50 3921.00 3395.50
160! 3867.00 3469.00 3975.00 3330.00 3404.00
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III. 2.2 Flujo de alanina marcada (4c) a larvas vitelinas

Los valores calculados para la entrada de 14c en larvas se

presentan en la Tabla V. El promedio es de 5.44 +/- 0.51

pM/mg/hora (1.71 +/- 0.16 pM/larva/hora). En la Tabla VI se

presentan los valores calcul ados del decremento ae

desintegraciones por minuto en muesStras del medio. En este

caso , el valor promedio fue de &.74 +/- 1.31 pM/mg/hora (2.75

+/- 0.41 pM/larva/hora).

Tabla V. Entrada de alanina marcada a larvas vitelinas

midiendo la radioactividad en el tejido.

Repeticion (pM/mg/hora) (pM/Larva/hora)

No.1 : 5.40 | 1.70
No. 2 6.139 1.95

No.3 5.21 1.64.
No. 4 5.60 1.76
No.5 4.81 1.51

Total X 5.44 1.71
D. i. 0.91 0.16



Tabla VI. Entrada de alanina marcada a larvas vitelinas de

& morgax consideranuo la disminucibn
de radioactividad del medio,

Repeticibn (pM/mg/hora) (pM/larva/hora)

No.1 | 8.06 2.53
NO. 2 9.63 3.07
No. 3 7.68 2242
No.4 7.68 2042
No.5 10.53 3.31

total X 8.74 20/5
D. E. 1.31 0.41

III.3 Cromatogratia Liquida de Alta Precisibdn

(HPLC) en Larvas Vitelinas,

En las tiguras 5 A,B,C y D Se presentan los cromatogranas

para muestras de cada hora en un experimento de tres horas. Se

ve una pérdiaa de aminodcidos de la larva, aungue en una

cantidad menor que en el caSo con huevos. En ta Vabla VII se

presenta la concentracibn individual ae los 17 aminodcidos

durante tres horas y la taSa de salida neta de cada uno . La

tasa Minima se observbd para la taurina con 1.30 pl/larva/hora y

una w&xima para iSoleusina con 19.31 pM/larva/hora con una tasa

de salida total de los 17 aminodcidos de 106.46 pM/larva/hora.

Puede también ser observado que para el caso del &cido

glutdiico y asSparagina, los valores presentan una pendiente

negativa ingicando una entrada de estos aminodciagos a la larva

(b= -2,08 y b= -2.25 pM/larva/hora respectivamente, Tabla VII, —

Fig. 6).
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durante tres horas de incubaci6n.



Tabla VII. Concentracibn de cada aminodcido y su tasa de
tlujo durante tres horas ue incubacibn de Larvas
vitelinas de £.mordax.

(me ee me eensee eeeseeeeeeeeeeeeeeeeeseseeee eeee

A. Ae 0 60 120 180 Tasa de salida
(min) (min) (min) (min) (pi/Larva/hora)

Asp 0 132.4 189.6 156.4 Beda
Glu 250 153.0 194.6 160.0 = 2,08
Asi Z50 L5UeL 141.U Lsdel = Be 20
ber 25U 354.5 5U4.6 413.1 . 6.39
Gln 0 77.9 163.8 153.7 5.67

‘Gly 250 238.4 314.0 273.7 1,46
"he 250 325.5 376.1 383.7 . , 4649
Arg 250 av lod 319.8 301.3 2.02
Tau 250 209.7 261.4 276.4 1.30
Ala 250 350.9 426.3 456.4 6.96
tyr 0 240.4 334.9 442.0 7.99

Kiet 0 267.5 314.5 514.6 15.90

Val 250 502.2 603.8 732.8 15.50

bhe 250 353,5 369.4 445.4 Oe22
Leu 250 297.4 369.5 460.6 7.04
Iso 250 545 09 683.5 b47.6 19.31
Lys 0 126.6 193.9 231.7 7.62

Total 1086.46
(eeee ee ces ee ees ee eeee eeeseeeeeeeeeeeseneeee ee eeeeeeee ee we ee eeee

En la figura 7A se presentan los resultados de la entrada

y saliaqa de la alanina en tJlarvas vitelinas ae — morgax

determinada por el monitoreo de la alanina marcada cb) que

entrod (linea 1) y ita salida de alanina sin marcar ie C)

determinada por HPLC (linea a)» Observamos que la

concentracibn de alanina adel meaio aumentd ae 250 a 456.4 nM

Gurante las tres horas del experimento (Tabla VII). En ita

tigura 7B se observan los valores sin corregir y corregidos de

la entrada de slanina’ marecada, Al aplicar esta - pequena

correccibn se observ®é que no hay una diterencia Siynifticativa
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vitelinas de E. mordax durante tres horas de incubacién. B:Curvas

de los valores no corregidos (1) y corregidos (3) de la entrada

de alanina marcada expresada en logaritmos.
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al aplicar un an&lisis dae covarianza ( = 0.05; P= 0.17) entre

jas curvas, En la tigura 8 se observa el porcentaje de carbono

14 corregido removiao del meaio wuurante ias tres horas de

incubaciobn Ge tlarvas vitelinas ae — moraax con un valor de

33.2%.

aS tasas calculadas para 1a saiica total y salida neta y

la entraaa ae amino&cidoOs coOrregidas para larvas Se presentan

en la rigura 9 y Tabla VIII.

Tabla VIII. Valores en nli ae la saliaa total y entraaa y
saliaa neta (corregiuas) ae alanina de
larvasS vitelinas de —£. morcax.

Ti enpo SALIDA ENTRADA SALIDA NEVA
0! 500.006 500.00 500.00

30' - 449.00 =
60' 650,38 414.00 603.70
go! = 394.00 =

120' 803.54 374.00 667.90
150' 7 360.00 -
160! 952.00 332.00 fo20 00

PENDIENTE 2-50 ~0.. 86 Lad
TASA 7.5 pM/i/h 2.58 pli/1/h 4.11 pM/i/h
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tres horas de experimentacion.
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incubacion.
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TfI.4 Incorporacibn we Ala@nina Marcacua C) (Asiinilacibn)

por Larvas Vitelinas ae jf.moragx.

bel 33.2% (valor corregiuo) ae La alaéninaé tiarcada yue Lue
reuovida del wmwedio, sblo el 5b.0% se pudao meair , el 44.3% se
encontr®6& en proteinas y el 6.7% en <anmincdcidos libres, el
restante 44.0% no rue detectado (Wabla Ix). Asi, ue ta alanina
aSimilada el &&%8 ‘Lue <ancorporauo a protelnas y el 12% a
allinodAécidos Libres.

Tabla IX DiStribucibn ae 14 © en Larvas vitelinas ae £,.
Wordax después de tres horas ue incubacibn .

& Reioviao , 33.2%

Proteinas (CA insoluble) - 4G, 3% &ES

Aminodciuos libres (TCA soluble) 6.7% 12%

ITII.4.1 Composiciébn ae Aninodciaos Libres en Huevos

y Larvas Vitelinas,

bl an&iisis crolatogrérico Ge la COMlposicibn ae

aWinodciaos Libres wostrb& que la coneentracibn totai en huevos

es a@ 4557.15 pli/huevo ue los 17 aminodcidgos presentes . bl

aminodaciao m&S abundanta tue la isoleucina con 6535.1,8 pli/nuevo

, vepresentando el 14.95%, le sigue la valina y alanina con

14.193 y 9.96 respectivamente, Consliaeranuo un volunen ael

huevo de aproxinacdamente 2.45ul, se obtuvoe un total de 1778.43

pli/ui ( ‘Tabla x).

De la misma ttanera se analizd tla concentracibn en

jlarvas,encontrando un total ae aminodciaos Libres ce 3221.72



pli/larva, La isoleucina true 14 was abunuante

por la valina y

Consideranao el

uno obtiene un total ae 10,227.66 pH/nig por Larva

Leucina

peso

(12.27

una Larva

1G.07%)

Ag

(21.5%), Seguida

respectivanente,

(aproximadamente 0.315 nig)

(tabla X).

En la tigura 9 Ay B se presentan los cromatogramas de los

aminoAciaoOs Libres en huevos y larvas vitelinas de

respectivauente.

Tabla X. Concentraciones ae
y larvas vitelinas de la anchoveta nortena
aespués dae tres noras ue ilicubacibn.

amino&ciaos

moraax

libres en huevos

ASp

Glu

Asn

Ser

Gin

Gly
The

AXG

Tau

Ala

Ty x

liet

Val
Phe
Leu

Iso

Lys

40.86
LesesS
113.43
23063 2
136.76
160,93
165.50
160.40
228.72
431.62
140.604
212.16
oLlb.71
134.29
375.24
653.18
430.20

16.69
50.43
46.30
64.17
55.82
65.70
67.55
65,47
93.35

176.25
57.40
86.60

252.53
54,81

153.16

Larvas

(phi/iarva)  (ph/mg)

62.30 197.608
£04.49 049.17

36.95 l1lo.17
114.15 362.36

155.90 494.92

Ob./z4 216.16

1259.00 412.06

1U1.3U 321.5%&

167.16 594.15

69.90 265.41

265.31 905.76

157,28 499.30

395,23 1254.71

194.42 617.20
343.70 1051.11

645.26 2207 629

193.44 615.68

3221.72 10227.6%8
sessceecseeseeeeeeee
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III.5 Crecimiento y Supervivencia

Los resultados obtenidos al aplicar el andlisis de

covarianza entre el tratamiento con agua sintética (1A) y Agua

de mar (1B) (condiciones de inanicibn ) indican gue para el

crecimiento no hay una diferencia signiticativa con un &30,.05

(p = 0.6105) , sin embargo, para la supervivencia la diterencia

eS Significativa (P < 0.01).

Los datos obtenidos de los pardmetros frisicos en los nueve

tratamientos se muestran en la tabla XI. El promedio de

temperatura se mantuvo entre 16.4 y 17.3 a¢ en todos los

tratamientos, a excepcibn del tratamiento 1B, donde la

variacibn en las repeticiones estuvo entre 17.2 y 20.4 9C .Los

promedios de salinidad tueron 32 ppm para el tratamiento 1A

(agua sintética) y entre 34 y 35.6 ppm para los okres ocho

tratamientos. No tue posible tomar los valores de oxigeno para

los tratamientos lA y 1B por problemas en la presicibn del

aparato,los otros siete tratamientos se hantuvieron sin grandes

variaciones entre ellos (7.15 a 7.55 ml/1). El pH estuvo

aproximadamente coOnstante entre 8.00 y 8.24.

fn la tabla XII se muestra el porcentaje de eclosibn y la

concentracibn promedio de alimento tanto de gooplancton como de

titoplancton. LaS tres concentracibnes de aminodcidos usadas

se agregaron un dia antes de la introduccibn de los huevecillos
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TABLA XI, Parametros fisicos s:temperatura (°c), salinidad
(ppm), oxigeno (ml/1), y pH promedio de los
experimentos llevados a cabo en el laboratorio
con estdios larvales de £. mordax.

Bxperimentos Temperatura Sal iniaad Oxigeno pH
(°C) (PPM) (ML/L)

1A 17.3 32.0 meee &.00
1A Liaw d 32.0 "eens . 600
1A Lvae 32.0 wooo 8.04

1B 17.2 34.0 amma 8.00
1B 18.9 34.3 oo 8.02
1B 20.4 34.8 ——=— 8.00

2B 17.0 34.6 7.38 6.21
2B 17.1 34.4 7.28 8.20
2B Lia 34.2 7.28 8.24

3B 17.2 35.1 t pad 8.02
3B 17.1 35.0 7.94 8.09
3B 17.1 35.0 Voal 8.03

4B 16.5 34.7 7.20 8.22
4B 16.4 34.7 7.20 8.21
4B ; 16.4 34.2 7.30 6.24

5B 16.7 35.6 7.33 8.04
5B 16.7 35.6 7.38 8.02
5B L7 «3 35.6 7.15 8.04

’ 6B Lisd 35.1 7.49 8.05
.6B L7 sl 35.2 7.48 8.00
6B 17 ad. 34.6 7.95 . 8.02

7B 16.8 35.1 7,13 8.04
7B 16.7 35.6 7.32 8.01
7B 16.7 35.6 7.36 8.02

&B 16.9 34.6 7.40 8.06
8B 16.9 34.6 © 7.43 8.06
&B 16.8 34.8 7.39 8.02
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Tabla XII. ReSumen de datos del diseno experimental para los
estadiosg larvales de £. mordax.

EXPERIMENTOS _ AMINOACIDOS ECL OS ION CONC. DE CONC. DE
( ug/l ) (3) ALIMENTO FITOPLANCTON

(org/ml) (cél/ml)

Desig/Actual Desig/Actual
1A = 77 oa -
1A “ 77 . -
1A - 77 os “

1B . 77 _ -
1B = 77 = -
1B “ 77 = -

2B 1 77 - -
2B 1 77 i“ -
2B 1 77 = =

3B 16 90 we =
3B 16 90 = -
3B 16 90 i me

4B 40 77 - =
4B 40 77 - -
4B 40 77 =. =

5B 1 &0 1 0.7 5000-4000
5B ib 80 1 0.6 5000-3900
5B 1 &0 1 0.8 5000-4600

6B 16 80 1 0,9 5000-5400
6B 16 80 1 0.9 5000-4900
6B 16 80 1 1.0 5000-4600

7B 40 80 1 1.0 5000-4100
7B 40 80 1 0.8 5000-4700
7B 40 80 1 0.9 5000-4900

&B - &0 1 0.8 5000-4800
&B = &0 1 0.8 5000-4600
8B - 80 lL O49 5000-5100



y no se ayregaron mas, ni se monitored su concent racibn a lo

largo del experimento, Los ensayos se llevaron a cabo con tres

desoves, &l porcentaje de eclosibn en cada uno de ellos fue ae

80%, 908 y 80%, razbn por la cual, el ntmero inicial de larvas

varid en cada tangqgue. La concentracibn ae alimento particulado

(microzooplancton) nunca Sobrepasdé la concentracibn designada

inicialmente; el rango estuvo entre 0.6 y 1.U org/ul en todos

los tanques. Con respecto al titoplancton, de la concentracibn

designada inicialmente de 5000 cél/ml se mantuvo entre 3900 y

5400 cél/ml en todos ios tanques,

III-d-1 Crecimiento

En la tabla XIII se presenta el numero ade larvas_ por

muestra, aSi como el rango, el promedio y. la desviacibn

esStandara de las tallas (mm) de las larvas mediaas en los nueve

tratamientos durante los 12 dias del experimento. Agul

observamos que la mayor variacidn entre larvas de un mismo

tratamiento se detectb en el experimento 5B para el aia ll, con

una-D.E& = 1.120 ma y en el experimento 3B para el aia. siete,

con una D.E. = 0.936 mm, Las larvas que alcanzaron mayores

tallas fueron las gel experimento 7B (con 1 org/ml m&s 40 ug/l

age una mezcla de aminodcidos) (x = 6.45 +/- 0.564 mm). Fue

necesario eliminar una de las repeticiones ae los tratamientos

6B y 7B debidaoO a que hubo descontianza en 1aS mediciones,.

Un patrdén adicional es eviaente en esta ‘Tabla: un
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incremento en las tasas de crecimiento de los experimentos

desarrollados bajo condiciones minimas de alimentacibn (5B, 6B,

7B y 8B), eS decir, en aquellos experimentos bajo ''mejores''

condiciones de alimentacibn comparados con logs experimentos

bajo cOndiciones reales de inanicibn (1A y 1B) y bajo

condiciones tebricas de inanicibn (2B, 3B y 4B).
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fin la tabla XIV se presentan los resultaqgos ael andlisis

ae regresibn entre la Jtongitud estanaara ae las larvas y la

edad en alas. En eSta se observa que los ctratamientos 1A, 1B,

2B, 3B, 5Be 7B y 6B siguen un wouelo lineal (P> 0.05) a

excepcibn de 10s tratanientos 48 (P=0.0115) y el 6B (P &

0.0081) La linealidad es importante sdblo para saber si las

pruebas aplicauas son 1aS adecuaaas para conocer la tasa ae

crecimento ge las larvas,

Tabla XIV. And&dlisis ae reygresibn lineal y Prueba F ue los
datos de creCimiento ue larvas ae £& jorgax.

Exp Hipdtesis P Prueba Ecuacion Tasa ae
F ' crecimiento

1A Lineal uaa 6.1534 37.16 © Y=3.G%b670.105x 0.105
1B Lineal ldad 0.0642 12.506 Y=3,U597U.116x U.116
2B Lineal iuaa 0.2069 1D. ve Y3o3 eeuUe. Uebed
ob Liteud luad 0.2219 &.07 Y=3.341+U.103x U.1U3
4b Lineal iuaa 0.0115 19.07% Y=3.200t0.051x U.U51
5b Lineal idad 0.3423 154.19 =3.029+0.,235x 0.239
ob Lineal iaaa 0,U0b1 b4.yy* Y=3.055+U.,245x 0.245
7L Lineal idaad 0.1148 237.65 Y= 2.95640. 270x U.27U
bb Linealidaa U.3159 266.27 Y=3.106+0.174x 0.174

1A Bb = O 0.1035 33.51
1B B.= O 0.1751 25.63
2B B= 0 0.0574 7.67
3B B= U 0.1046 + bed
4b B = U 0.2010 25.58
5B B = U 0.U002 36.44*
6L Lb = OU 0.0006 76.03*
7B B= U 0.0001 4d .41%*
&B bB = U0 0.0001 70,.92*

* signiticativo al 0.05
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La tigura ll representa graticamente los datos de

crecimiento para todos los experimentos. Aguelios con un

minimo crecimiento estadisticamente no signizicativo fueron los

primeros cinco (1A, 1B, 2B, 3B y 4B), cCaracterizados por

condiciones reales y condiciones tebricas de inaniciodn, con

tasas de crecimiento de 0.105, 0.116, 0.045, 0.103 y 0,051

mh/dia respectivamente. Entre @stos, las tasas de crecimiento

de los tratamientos bajo condiciones reales de inanicibn (1A y

1B) fueron casi laS mismas, mientras que en los siguientes

tres, desarrollados bajo condiciones tebricas de inanicibn (2B,

3B Oy 4B), bstas fueron ligeramente Menores, aunque

estadisticamente ninguna de ellas tue Signiticativa ( = 0.05).

En los experimentos bajo condiciones mininas ae alimentaciodn

(5B, 6B, 7B y 8B) las taSas de crecimiento fueron mayores

significativamente, con tasas de crecimiento diario de 0.239,

0.245, 0.270 y 0,174 mm/dia respectivamente, Pueae observarse

para estos experimentos una relacién entre el incremento en las

tasas de crecimiento y el incremento de la concentracibn de

aminoA&cidos; de una tasa de crecimiento de 0.174 mm/dia en el

tratamiento con condiciones minimas de alimentacibn, pero sin

aminod&ciaos (&B), hasta una tasa waxima de crecimiento de 0.270

mu/dia para el tratamiento con condiciones minimas de

alimentacibn y adem&s con la mayor concentracibn ue aminodcidos

(7B; 40 ug/l)

En el andélisis de covarianza entre eL .1.atamiento original
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y sus repeticiones, se encontrb que hay tasas de crecimiento

similares y que los organismos provienen de la misma poblacibn

con un nivel de contianza del 95% (abla XV), por 10 cual se

procedibé a tratar original y repeticiones como un sdlo paquete

en los an&élisis posteriores ,

Del reSultado del and&lisis de covarianza entre los

tratamientos cOn tasas de crecimiento signiticativo. (5B,6B,7B y

8B) representadoO por condiciones minimas de alimentacibn hay

diferencias altamente signiticativa entre los primeros tres

tratamientos (5B,6B y 7B) que contenian aminoAcidos y el 8B que

no los tenia (P = 0.001; ¢= 0.05 ) ( Tabla XVI y Fig.12).
>
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Tabla XV. An&dlisis de covarianza para probar la homogeneidad
ae pendientes (tasas de crecimiento) entre original
y repeticiones de los cuatro tratamientos con
alimento particulado,

5B 0.038 0.003 0.037 0.003 0.039 0.002 0.0045 0.7435

6B 0.036 0.002 0.037 0.003 =-HH== 2.7155 0.8699

7B 0.042 0.002 0.040 0.008 <=--=--- 0.5558 0.5716

8B 0.032 0.002 0.031 0.002 0.034 0.004 0.7442 0.6905

fabla XVI. An&lisis de covarianza para probar la diferencia
en las tasas de crecimiento entre los cuatro
tratamientos cOn alimento particulado,

F.de Variacion Ge Le 5.C. C.M. F

= x" x

Trat.Ajustados=3sti(i«é«iSti17.6558**
reqreston 1 5,22 5,222

EX ror 235 0.69 0.002

Homogeneiaad 3 0.04 0.014 5.2209

Error Homegain. 232 0:65 0.002

Total 239 6.07

** diferencia altamente significativa al 0.05
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III.5.2 Supervivencia Larval y Mortalidad

La Tabla XVII resume el ntmero ae larvas muertas y

removiaas diariamente de cada tanque, el nimero © ae

supervivientes y el ntimero de organismos totales. La mayor

mortalidad ocurrid entre el pexto y séptimo dia despuésde la

eclosién bajo condiciones de inanicibn (1A .y 1B) y_ bajo

condiciones tebricas de inanicibn (2B, 3B y 4B). Por el

contrario, bajo condiciones minimas de alimentacibn (5B,' 6B, 7B

y 8B) la mayor mortalidad se presentb posteriormente, entre el

séeptimo y octavo dia después de la eclosibn. La mortalidad

total (duracibn del experimento) tue también diterente entre

estos grupos: se presentS al octavo dia bajo condiciones de

inanicibn (1A y 1B) y también en el experimento 2B; al décimo

primer dia en dos de los experimentos bajo condiciones tebricas

de-inanicién (3B y 4B) y al concluir artiticialmente al décimo

segundo dia los experimentos bajo cénaied ones minimas de

alimentacién (5B, 6B, 7B y 8B). &n estos cuatro experimentos

se encontraron todavia supervivientes.

La tabla XVIII y la Figura 13 resomen los .datos de

porciento de Supervivencia para todos los tratamientos y sus

repeticiones, Pueden obServarse tendenciaS similares a las

descritas en la tabla XVII. En adicibn, se presentan en

general aos patrones de Supervivencia que parecen ‘eeprepentar

por un lado a los experimentos desarollauos bajo condiciones de
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inanicion (lA y 1B) y bajo condiciones tebricas ae inanicibn

(3B y 4B, exceptuando el tratamiento 2B), y por otro lado a los

experimentos desarrollados bajo condiciones minimas de

alimentacibdn (5B, 6B, 7B y 8B).

J

En el primer caso, el porciento de Supervivencia se

mantuvo por arriba del 74% hasta el sexto dia después de la

eclosibn, seguido de una dr&stica mortalidad que did lugar a un

porciento de Supervivencia entre el 0 y el 16.5% para el’ octavo

dia después de la eclosibn. En el segundo caso, el 75% minimo

de supervivencia también se observd hasta el sexto dia después

de la eclosion, seguido de una mortalidad comparativamente md&s

reducida y menos pronunciada que dib lugar a un porciento de

supervivencia superior al 20% que se mantuvo aproximadamente

constante desde el noveno dia después de la eclosibn,. hasta el

dia 12 en el que el experimento fue concluido artificialmente.

En estos tanques la supervivencia final tue de 21.3%, 33.0%,

34.1% y 18.28 para los experimentos 5B, 6B, 7B y 8B

respectivamente.

No hubo una diterencia Significativa (P > 0.05) entre el

tratamiento original y sus. repeticiones, a excepcibn del

tratamiento 2B (tig.1? 2b), posiblemente debido a una mfnala

eleccibn de los huevecillos.

En los resultados obtenidos ‘al aplicar la correccibn por



Tabla XVII. Numero de larvas muertasS diariamente a lo largo del
experimento (M), numero ae Supervivientes (S) y
totales (T) en un experimento ae 12 dias ©
en el laboratorio,

DIAS
exp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 #21 12 MS T

1A 09 03 O02 07 #14 #O1 84 36 - ~ - - 156 0 156
1A 10 04 03 O07 O03 05 83 16 = - - - 131. 0 131
1A 12 04 02 06 O62 O01 46 57) = - - - 130 0 130

1B 6010 «6005)«€©€07)=«3602) «(03's =17','s«BlsiaBAsie - - - 150 0 150
1B 009 )«€©01 )«6€©005)«©602):«602):C 27: 131 «038s = - - - 180 0 180
1B 09 00 06 OO 03 02130 28 O1 - - 179 oO 179

2B «©6003. «20 «339 «620 «62003+=«C#0s0B—s—sB0'—s— = - “ - 119 0 4119
2B. 00112 22 02 02 01 00 OL - “ “ - 140 O 140
28 «601 «6000: «C25. 25 038s 00 48 «255 Cle ~ ~ - 157 0 157

3B «602:«00:«©616)«605 «=C05 S09 «(16 «277s 5 “ - 161 oO 161
3B. 600 «=02:«04: «03 04: «(08 «626 130 «17)~=~=COtséiOdD - 196 0 196
3B 601 «=603- S03 S02: «S03, «S01 «O18 «97:«09 S15) OBC i611 COtCid

4B O02 23 13 03 O03 O07 16 79 06 OS 02 - 159 OQ 159
4B 01 14 16 O1 O02 03 18107 G3 04 - - 169 oO 169
4B 05 05 12 02 02 04 23 72 12 = - - 137 O 137

5B 00 O09 25 O1 10 01 10 11 O06 17 0 0 90 32 122
5B 02 06 O5 00 06 O05 13 33 22 «04 0 0 96 16 £112
5B 00 19 O05 O01 09 05 20 34 11 O01 0 0 105 32 137

6B 01 20 O01 O01 08 O05 O09 26 O8 - O7 Ol
6B 00 05 02 02 O07 O00 O8 32 22 04 02
6B 00 06 O02 O01 O68 O7 O05 15 O09 10 04 c

o
c

C
c
> S
O

s
e

b
e

w b
e
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Tabla XVIII. Datos de supervivencia no corregidos de los-.estadios
larvales de — mordgax,mantenida en diterentes
concentraciones de aminodcidaos y alimento particulado

en el laboratorio.

EXP  # INICIAL DURACION PORCIENTO.DE_SUPEBVIVENCIA
DE LARVAS DEL EXP DIA DIA DIA DIA FINAL

6 7 8 Y DEL EXP

1A 156 8 76.9 23 0k 0 = =
1a‘ 131 8 75.6 Lies 0 7 -
la'' 130 8 79.2 43.8 0 - -

1B 150 8 76.7 22el 0 = =
1B' 180 8 74.4 1.7 0 - ~
1B'' 179 9 88.8 16.2 0.6 = ~

2B' 140 8 0.7 0.7 0 - -
25"? 157 8 65.6 35.0 0 - -

3B 161 a 77.0 67.1 19.3 0 =
3B! 196 11 89.3 76.0 9,7 1.0 -
3B!! 161 12 51.9 60.7 20.5 14.9 0

4B 159 ll 67.9 57.9 &.2 4.4 0
4B' 169 10° 7B. 67.5 41 2.4 . O
4p! 137 9 76.1 61.3 8.8 0 =

5B 122 12 62.3 54.1 45.1 40.2 26.2
5B" 112 12 ; 80.6 70.1 43.4 17.5 14.3
5B! * 137 12 71.5 56.9 32.1 24.1 23.4

6B 119 . 12 69.7 62.2 40.3 33.6 26.9
6B! - 133 12 88.0 62.0 57.9 41.4 36.8
on’ 100 12 78.0 73.0 56.0 49.0 35.0

7B 146 12 69.9 67.8 60.3 42.5 38.4
7B! 129 12 85.3 80.6 50.4 36.4 28.7
7er*: 105 12 1303 67.6 56.2 43.8 3502

8B 127 12 75.6 62.2 31.5 15.7 11.0
&B! 153 12 94.1 71.9 34.6 29.4 20.9
&B'' 149 12 85.2 78.5 49.7 27.5 22.8
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pesca (Tabla XIX) se observa que, aunque el ntmero de

Supervivientes esperados se incrementb, el porcentaje de

supervivencia esperado tue el mismo yque el obtenido al

considerar tnicamente mortalidad natural, Los coeficientes

instantaneos de mortalidad (Z) m&s bajos fueron en el

experimento 7B con un rango de 0.079 a 0.108 y los mayores' en

el experimento 8B con un rango de 0,123 a 0.183.
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Tabla XIX, Datos corregidos de supervivencia considerando la
mortalidad por pesca: Numero de Supervivientes
actuales, ntimero de Supervivientes esperados,
porciento de supervivencia esperada y coeficiente
de mortalidad instantaneo (Z).

oseseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

EXP #} inicial Larvas Larvas Superviv, Superviv, % de sup. Coefic.
de larvas medidas muertas actuales esperada esperada de mort.

1A 169 13 156 0 - = =
1A’ 144 . bo 131 0 - - -
1A‘! 143 La 130 0 - - -

1B 160 10 150 0 ne = -
1B' 189 9 160 0 - - =
1B*! 188 7 179 0 - - -

2B 134 is L195 0 = =
2B! 155 15 140 0 ~ - =
2B'! 177 20 Loe 0 - = -

3B 173 12 161 0 “ - -
3B' 206 12 196 0) = “ =
“3Bt! 176 15 161 0 - = “

4B 1&4 25 L535 0 - - -
4B' 194 25 169 0 - at =
4B'' lo2 25 137 0 - - we

5B * £S2 30 90 32 40 26.3 0.111
5B! 142 30 96 16 20 / 14.3 0.162
5B'! 167 30 105 _ 32 ag 23.4 0.121

6B 149 30 87 ra 40 26.9 0.109
6B' 163 30 84 49 60 36.8 U.083
6B'' 130 30* 65 35 45 34.9 0.089

7B 176 30 90 56 68 38.7 0.079
7B! 159 30 94 39 43 2743 0.108
7B! 135 30* 68 37 48 35nd ‘0.086

8B 157 30 113 14 17 Led civil, 0.183
8B! 183 30 121 32 3% 20.9 0,132
6B! ' 179 30 115 34 40 22.7 0.123

* se eliminaron estos aatos para laS curvas ae crecimiento,
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IV. DISCUSION

Utilizacion de allinodcigeos por huevos ge Fe wordax. kn

los experimentos con huevos ae f£. wkoraax se observb que el

intercalibio de material ‘mar cado tue insigniticante,

representando menos del 1% del material radioactivo del medio,

Al haber una entrada inSigniticante de alanina tmarcada hacia

los huevoS de eSta eSpecie y existiendo por el contrario una

salida de 17 aliinodcidos, no se puede hablar de un proceso dae

abSorcibn de aminodcidos y por consiguiente de ningtn beneficio

energético para los huevos de £ jorcax. Estos resultados son

contrarios a los reportados por Siebers y Rosenthal (1977)

quienes trabajando con huevos) del arenque Cliupea harengus,

encontraron que hay absorcién ae aminodcidos en un rango de 0.5

+/- 0.1 a 16.8 +/- 2.7 pl/huevo/hora y que ésta depende del

Gaesarrollo embriolbgico del huevo. Sin embargo, estos

resultaaos tueron obteniaos en base a experimentos

desarrollados con carbono 14, y a través de la utilizacibn de

este metodo se puede. detectar tnicamente lo que entra al

organismo, pero no lo que sale adel lem, Para este caso, la

entrada de sustanciasS marcadas no demuestra una entrada neta

del sustrato (Johannes et al., 1969; Davis y Stephens, 196&3).

Por esta razbn y en base a la técnica utilizada, Siebers y

Rosenthal (1977) concluyeron la existencia ae un beneficio

nutricional para los huevos de ¢. harengus. Tal .conclusibn

debe ser demostraaga por andlisis m&s directos y especificos,



N
I

w
w

ccomo al utilizar la HPLC, como se hizo en este estudio que

indica el flujo total entre el organismo y el medio,

Utilizando técnicas m&s precisas en Su trabajo con huevos

de ¢. barenpus, Holleland y Fyhn (1986) encontraron, al igual

que para este trabajo con huevos de —& morgax, una disminucibn

en la concentracibn de aminodcidos libres, de 95 a 6&8 nM/huevo

entre el tercero y. séptimo ala. Fn base a sus resultados

concluyeron que este tendmeno fue el resultado de un proceso

natural dentro del desarrollo ontogenético ael organismo. Es

tambien posible que la salida de aminodcidos de los huevos de

E. mordax pudiera explicarse como un proceso ‘similar al

encontrado en © harengus.

Para el caso de huevos de invertebrados  . marinos,

aparentemente si ha podido aetectarse la absorcibn de

ailinoAcidos, Por ejemplo, Manahan (1962) encontrb absorcibn de

glicina de una concentracibn ambiental ae 0.57 uM en huevos’ de

Crassostrea gigas 60 minutos después de la tertilizacibn y Epel

(1972) encontrd absorcién de aninosieidas Giez minutos después

de la tertilizacion en huevos ael erizo ae mar

Stongydocentrotus purpuratug.

Uirdligacion ge gilinegciggs peor dtarvas Vitelingas ge Be

mokaax. Los reSultados de los experimentos deSarrollaaos con

larvas vitelinas de £ morcax indican una diferencia entre los
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tlujos de 14 obtenidos midiendo la radioactividad en el tej ido

de la larva vitelina (5.44 +/- 0.51 pli/mg/hora) y aquellas de

mediciones en el medio (8.74 +/- 1.31 phi/mg/hora).

PoSiblemente ésto representa el carbono metabolizado por la

larva. Del 33.2% Ge alanina marcada que disminuybd ael medio,

solo el 56.0% pudo ser medido; 49.3% incorporado a proteinas y

6.7% a aminodciaos libres, £1 taltante 44.0%, como se menciond

anteriormente,tue quiz&és perdido cono ** cos, un producto de la

respiracibn metabdélica. Resultados similares tueron reportados

por Davis y Stephens (1984 a} -quienss encontraron 48% del Ite

incorporado a protefnas, 25.1% dentro de aninodcidos libres y

14.7% presumiblemente como CQ en larvas ae galleta de mar

Dendraster excentricus. Manahan (1982) también encontrb que

después de 100 minutos de incubacibén ae larvas de bivalvos’ en

glicina radioactiva, 47% estuvo incorporada a protelinas, 12.6%

en-aminodcidos libres y 38% fue oxiaado a CO>p.: pavig y

Stephens (1964 b) mencionaron que para eq uinodermos, si el

proceso de incorporacion fuera -continuo y Si se asume que 50%

de los altinodcidos libres son incorporados en macromoleculas,

ésto puede ser una estimacibn de la tasa ae sintesis de

proteinas. Sin embargo, no se puede asSumir la misma hipdtesis

para larvas vitelinas de £— Mordax debido a que se observ6- una

incorporaciobn del 49.3% ae He a porteinas, pero a la vez hubo

una gran salida de aminodcidos al medio como se observbé en los

anélisis de HPLC.



En un experimento con larvas de tres ulasS del erizo de mar

strongydecentrors purpuraus, se encontr6é que después de una

incubacibn en una mezcla de aminodcidos previo al experimento,

hubo saliaa de glicina y serina y la tasa ae salida aumentd con

el desarrollo larval (Davis y Stephens 19b64b). Sin embargo,

cuando estos mismos autores trabajaron con larvas ae wesfis dias

de edad, hubo un decremento significativo en el flujo de

serina, Rice et al. (1980) también encontraron pérdida de

aminodcidos de larvas de ostra (Ostrea edulis)’ pero

consideraron que ésto se debib a la gran densidad de organismos

en el experimento (400/ml), y que la caliaaa del agua

circundante de las larvas pudo haberse deteriorado, Johannes

et.al. (1969) reportS la pérdida de aminodcidos de un

ectoparasito marino Bdelloura candida a una taSa cuatro veces

mayor que la tasa de entrada, de una concentracibn de 0.5 uM de

aminodcidos marcados, a la vez hubo incorporacibn aelte en el

organismo que se. atribuy6 a un posible cambio dirusional.

Debido a que se observ’ que la salida de aminodcidos de larvas

vitelinas de £. morgax (7.5 pM/larva/hora) tue tres veces

mayor que la entrada (2.5 pM/larva/hora), no se puede hablar de

un beneticio energético de los aminodcidos, aunque haya habido

incorporacién a proteinas, esto posiblemente tue debido a un

intercambio, Consiaerando los cinco aminodciacos que salieron

tanto de huevos como de larvas y que no se ayregaron en el

medio inicial, eS posible que se deba también a un proceso de

difusibn . Davis y Stephens (1984 b) encontraron que para la

2
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serina, el tlujo cambib en proporcibn al gradiente de

concentracioén sugiriendo también un proceso de ditusibn.

Eiecko ge amipodsciggs cy el crecimiento y Supervdivencia de

Lakvas de £. NOLGAZ e Alun cuando Los experimentos de

‘utilizacibn de aminodcidogs sugieren que las larvas de £.

morgax no pueden haberlos utilizado como tuentes airectas ae

energla, los datos de crecimientoy supervivencia indican la

posibilidaad de utilizaci6n indirecta a través de los

mMicrotlagelados presentes y/o a través del zooplancton del cual

se alimentan.

Por ejemplo tanto el crecimiento como la supervivencia se

increwentaron signiticativamente a partir de tla adicibn de

aminodcidos, y entre los experimentos aesarrollaaos con estas

substanciaS orgdnicas diSueltas,tanto el crecimiento, como

también la sSupervivencia final se incrementaron con un

incremento en la concentracibn de aminodcidos.

El etecto positivo de los dm iitohed dee eS “particularmente

eviaente en los experimentos desarrollados bajo condiciones

reales de inanicibn en tanques con agua ue ivwar Sintética y en

tanques con agua de mar natural. La Supervivencia de larvas de

E mordax en éstos ultimos se increment6 significativamente,

Sugirienao la importancia de las substancias orgdnicas

disueltas presentes en torma natural en el tmedio ambiente
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IMarino.

No existe en la literatura intormacibn para comparar los

datos encontraagos en este trabajo. Este es el caso

particularmente para larvas de £, Morgaxe Sin embargo, la

informacibn disponible (Quinonez Vel&fzyuez, 1985; Rodriguez

Murillo, 1983) apoyan los resultados derivados de este estudio

y contemplan también la importancia ecolbyica de la materia

organica disuelta en el crecimiento y el la supervivencia dae

larvas de peces marinos.

Por ejemplo, lias tasas de crecimieto (0.17-0.27 mm/dia) de

larvas de Ef, mordax bajo las condiciones minimas ae

alimentacion empleadas en este estudio son Superiores a las

reportaagasS en la literatura (0.07 im/dia) para larvas, de esta

especie bajo condiciones de alimentacibn comparables y son

Similares a la tasa de crecimiento (0.03 mm/dia) encontrada

para larvas de f. morgdax bajo condiciones subdptimas cae

al imentacibn ( > condiciones minimas de alinentacibn) (Lasker

et ale, 1970; Kramer y ‘Zweitel, 1970). Los valores m&s

elevados de tasas de crecimiento reportadas para larvas de esta

especie bajo condiciones dptimas ae alimentacibn se encuentran

entre 0.40 - 0.50 wmmn/dia (Laskec ¢«t ale, 1470; Quinbnez

Velazquez, 1985).

Por otro lado, las tasas de crecimiento (0.04-0.11 mu/aia)
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de larvas de §,. morgax encontradas en este trabajo bajo

condiciones tebricas de inanicibn (aminodcidos presentes en

diferentes concentraciones como tinica ''ruente ae alimento'')

son similares a las encontragas por Quihbnez Vel&zquez (1985)

para larvas de esta especie (0.09 im/dia) también bajo

condiciones tebricas de inanicién (material organico

particulado como tnica ''fuente ae alimento''). Las tasas de

crecimiento encontradaS para ambos casos son mayores que las

reportadas en la literatura para larvas de Ee "WorGax

(0.04-0.07 mm/dia) bajo condiciones reales de inanicibn y

ligeramente menores a las reportadas por Lasker et ale, (1970)

para larvas de f&. morgax bajo condiciones boptimas de

alimentacidn (0.14 mm/dia).

Un beneficio eviaente de la presencia ae aninodcidos se da

en-el erecto aparente que tienen en prolongar 1a sSupervivencia

a larvas de —& morgax hasta en n&s de tres dias, comparada con

los experimentos deSarroliados bajo condiciones reales y

condiciones tebricas de inanicibn, La siyniricancia ecolbgica

de factores que pudieran extender el tienpo de supervivencia de

larvas de peces es evidente y ha siao discutida por Rodriguez

Murillo (1983).

Prolongar la Supervivencia de larvas de peces en su fmeaio

natural bajo condiciones’ ae alimentacibn Iles permitiria

incrementar las probabilidades de encontrar mejores condicicnes
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alimenticiasS y de esta manera reducir tanbitn la mortaliaad por

inanicioén y depredacibn, que se podria traducir en un mejor

reclutamiento para una clase anual ma&as tortalecida. Esta -

importancia serla al menos signifticativa hasta antes de que las

larvas llegaran al punto de inanicibn irreversible (Lasker et

ale, 1970; ° May, 1971; Houde, 1974), o a un punto de tal

deterioro energético en el que la depredacibn serla una causa

signiticativa de mortalidad por la susceptibilidad de las

larvas a este rénomeno (O'Connell y Raymona, 1970; Alvarino,

1977; Hunter, 1984; Cisneros-Mata, 1985).

Los postulados m&s importantes en la ecologia alimenticia

de larvas de peces marinos basan el €xito en la sSupervivencia

Ge éstas en una serie de premisas centradas en la

disponibiliaad de alimento del tipo y tamanho adecuado (Lasker

et al., 1970; Lasker, 1975; Hunter, ‘1977, 1961; Scura y

Jerde, 1977), en la concentracibn minima necesaria (O'Connell y

Raymond, 1970; Houde, 1977,1978; Houde y Schecter, 1981),.y

augemas diSponible antes del inicio ge la inanicibn irreversible

(Lasker et ale, 1970; May,1971; Houde, 1974).

Ante condiciones naturales caracterizadas por aparentes

concentraciones subéptimas de alimento (Beers y Stewart, 1967,

1971; Arthur, 1976, 1977) y eondd éLenes medioambientales

impredecibles y aleatorias (Lasker, 1975), el &xito alimenticio

Ge larvas de peces Marinos y Su concecuente erecto en la clase



anual correspondiente tendrilan que eStar Supeditadas a la

coincidencia espacio-temporal de estos tactores.

Los resultaaos obtenidos en los experimentos de

crecimiento y supervivencia aunados a otros estudios en los que

se hace evidente el etecto positive de '' Fuentes no

convencionales'' ae alimento para larvas de Ee WOragax,

sugieren que exiten otras fuentes de energla potencial en el

océano que pudieran ser utilizadas con éxito por larvas de

peces fiarinos (Mottratt, 1981; Rodriguez Murillo, 1963;

Quihbnez Vel&zquez, 1985; Carrillo Barrios-Gbmez. y . Soltis

Guevara, manuscrito (b)).

De lo expuesto en este trabajo se puece resumir que en

huevos ae £. morgax hubo una entrada insigniricante de

material marcado- y hubo liberacibn elevada de aminodcidos.

Posiblewente esto se aebib a un proceso tisioldgico del

organismo como sucede en Clupea harengug (Holleland y Fyhn

1986). Si la materia oryanica disuelta puede proveer un

beneficio energético a las larvas vitelinas, es poco evidente,

como lo muestran los an&dlisis bioguimicos; Sin embargo,

consiaerando los experimentos de crecimento y Supervivencia es

claro que directa o indirectamnente, estan recibienao algtn

beneficio de los aminodécidos; cuando y bajo que mecanismo no

es claro todavia, pero quiz&s sea en algtn momento posterior a

la absorcibn del vitelo. Desde luego que ésto se tomaria con
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cierta reserva, ya que no se conoce realmente el estado

tisiolbygico de la larva, y &sto es de suna importancia en la

naturaleza, ya sea para poder competir con otros organismos por

alimento o para evitar la depredacibn,
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V. CONCLUSIONES

1.- Los huevos de —. mordax no obtienen ningtn beneficio

energético de los amino&cidos, debido a que no se observun

proceso de absorcibn, sino una pérdida de aminodciaos ,

2.- Aunque hay incorporacibn ae alanina marcada a las

larvas vitelinas en un 49.3 % en proteinas, y 6.7 % en

aliinoAcidos libres, existe también una salida ade aminodcidos

tres veces mayor que la entrada, por lo cual se concluye, que

laS larvaS vitelinas no estén obteniendo ningtn beneficio

energético de la absorcibn de aminoacidos,.

3.- LoS experimentos bioguimicos demuestran que tanto

huevos, como larvas vitelinas no utilizan aminodcidos. Sin

embargo, loS experimentos de crecimiento y supervivencia

demuestran que las larvas estdn recibiendo algtn beneticio de

los aminodcidos libres, bsto eS posiblemente aebiao a un erecto

sinergista entre el fitoplancton, zooplancton y amino&dcidos

después de la absorcibn del saco vitelino, por lo cual se

concluye que indirectamente las larvas recibieron un posible beneficio

nutricional de los aminoacidos.



RECOMENDACI ONES

1.- Realizar monitoreos bioquimicos ael flujo de

aminodcidos entre el medio y la larva a diterentes

concentraciones, por medio de an&lisis de HPLC y 14,

2e- Realizar andlisis bioquimicos con esStadios larvales al

término de la abSorcibn del saco vitelino, ya que es en este

momento cuando un Suplenento energético por la MOD puede ser

muy importante,

3.- En los experimentos de Supervivencia y crecimiento

controlar la concentracidbn de aminodcidos a ilo largo del

experimento, posiblemente al principio,a la mitad y al tinal

del experimento ya que son an&dlisis muy inporkantes: pero

laboriosos.

4.- Tener extremo cuidauo en el manejo de huevos y_ larvas

de £. mordax en la separacibn, tamizado y sitoneo, ya que son

organismos muy delicados y f&cilmente pueden ser adahados.
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