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RESUMEN de la tesis de Reyna Alejandra Gil Herndndez,
presentada como requisito parcial para la obtencibn del grado
de MAESTRO EN CIENCIAS en OCEANOLOGIA con opcibn en ECOLOGIA

MARINA., Ensenada, B.C.,, México, Noviembre de 1986,

Flujo de aminodcidos disueltos y su efecto sobre el
crecimiento y supervivencia de huevos y larvas de la

anchoveta norteha Epgraulis mordax Girard.,

. o . _/ — (:\T:;.*)\_/\/‘ —
Resumen aprobado por =..WH.M__....“H_H__i“f;’:’:i_.__i’:_ _____ .

M. Co Gregory Hammann

Director de tesis

En el presente trabajo se estudib el flujo de aminodcidos
en huevos y larvas vitelinas de la anchoveta norteha Epgraulis
norgax Girard, por medio de 1los -  andlisis biogulmicos de
incorporacibn de carbono 14 y cromatogratia liquida de alta
precisibn (HPLC). El efecto sobre el crecimiento %

supervivencia aunado a concentraciones subbptimas de alimento



para la especie, se investigd curante 12 alas e
experimentacibn en el laboratorio cultivando laes larvac uesge

su eclosibn,

En los experimentos biogulnicus se encontrd (ue aay Lo
10 1ncic¢nificante e amninodClaos marcacuos en ueves e
24 noras aespuds  Gel aesove; menos  del 1% wel waterial
racicactivo uel medid se encontr® enm los huevos gespuds we Lres
iicras de incubacibn., & la ver se ocbservb lé saliwa we 17
aiiino&ciuos con una tasa ‘de 305.2Y-phi/huevo/uora.  LEn larves
vitelinas ae 2& a 30 noras weipubs ue la eclosibn, se  encentrd

1./ larva/h

ue hiubo incorporccibn a une tasa de entrada ce L.50 ]

de alanina marcatca wuel nedic en un 56.0% de los cuales 464,3%
se encontraron en protelnes y 6.7% en aminodcicos sabrew.  PFerc

se ‘observd tambibn lc salica de 17 aminodcidos con uhia

a la vez

taca ue 10€.46 ph/larva/uore (7.5 pM/larva/h tass de salida de alanina).

~
-

Se encontrd una girerencia significativa critre
crecimiento ue. las lervas contenicas en los tanques we cultivo
bajo concicicnes winimas ucA alimentacibn (1 org /i) e
aiiinobciuos (16 . y 40 ug/Zi) (G245 , 0 270 mu/dla) ; leo larves

¢que s8blo tenlan alimento particuzeae (0,174 wmw/ula), Lol

4

dal

respecto al porciento de supervaivencia, se enconcrd cuc, ¢ 10

tanjues con alimento y anilodclcus cutuvo entre 2045 y 36445 3

X 1l | C.

¢n los gue no huwo aminodciuos erire 11,0% y 22,04,



Por 1o anterior se concluye Jue basanuose en los
experimentos biogulmicos, tanto huevos como larvas vitelinas no
cbtienen ningln Dbenericio energdtico airecto ae log
anino&ciats. ConlisicerahGo 1coe resultauos ae crecimiento y
superviveicia el  oLenericio obteniuc por  leées larves es
pOslblenicnte secundcario, .suponiencuse gue el ritoplancton y/c
el zooplancton reciben alg¢tn bLenericic jpor los aninodcidos

cisueltos o ue posiblencnte haya alylin eitecto ventajoso Sobre

l& calivau uel agyua.
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Flujo de Aminodcidos Disueltos y éu_Efecto sobre
el Crecimiento y Supervivencia de Huevos y Larvas

de la anchoveta norteha fpgraulis mordax Girard,

I. INTRODUCCION

La anchoveta norteha, [Epgraulis mordax, es una de las

especies de peces pellgicos més abundante de la Corriente de
California, y la.de may or importancia ecolbdbgica (Mais, 1974),
Este organismo es la base de una pesquerla que es compartida
tanto'por México como por Estados Unidos, se le aproveché 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 anchoveéa 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 1la investigacibn de peces
pelégicos se centrd sobre. la anchoveta norteha, En los
comienzos de los ahos 1960 el ''National Marine Fisheries
Service (NHMFS)'' inicidb un programa  de investigacibn
fisiolbgica, centr&ndose principalmente en estudios de ecologla

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



tluctuaciones 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, estdn zfuertemente
relacionados con la disponibilidad de alimento adecuado para
las larvas, al término de la absorcibn del saco vitelino - e
inicio de 1la alimentacibn exbgena (Hjort, 1914, 1926). Hjort
(1914) introdujo la hipdbtesis del perlodo critico para este
tiempo y lo «caracterizd con una elevada mortalidad por
\-inanicibn ; bajo la cual se tfija el éxito. o fracaso de una
clase anual de peces marinos., May (1974) discutib la validesz-
de este concepto, considerando que son mbltiples las variableg

que pueden afectar la supervivencia larval, como son 1los

factores ecolbgicos y factores especlficos para la especie .-

Otro factor ecolbgico que se considera importante en 1la
supervivencia larval es 1la debredacibnr(Hunter, 1984), yé sea
por -invertebrados (Alvariho, 1977, 1980) o por peces juveniles
o adultos (Hunﬁer 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,
En condiciones de inanicibn, el éxitq de los depredadores
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 destavorables del océtano (fuera de .la ~ costa)
principalmente por el elevado transportej de Eckman,, fuertes
surgencias, altos niveles de turbulencia y termoblinas
‘protundas (Parrish et al,, 1981; Lasker, 1981; Bakun, 1982;

Husby y Nelson, 1982).

Es éasi imposible que un sblo mecanismo explique la
supervivencia larval en todos los casos. No se ha determinado
en el campo la presencia o ausencia de un perlodo critico en el
desarrollo ontogenético de peces marinos (May, 1974). Sin
embargo, algunas evidencias sugieren que el perlodo “de
desarrollo larval representa una etapa crltica caracterizada
por baja supervivencia (Arthur, 1956) y que la disponibilidad
de alimento es un factor importante para esa supervivencia

(Houde, 1978).

Riley (1966) demostrb que la falta de alimento 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 octano ha sido probado en -
experimentos de "laboratorio, donde se estimd que las

concentraciones minimas para que la larva pueda sobrevivir son

superiores en uno o dos brdenes de magnitud a las encontradas -
en el ockano (0'Connell y Raymond, 1970; Lasker et al., 1970;
Beers y Stewart, 1967, 1971; Hunter, 1972, 1976; ' Hunter vy
Thomas, 1974; Arthur, 1976, 1977). Sin embargo, lo anterior
nd se ha comprobado que suceda en el c&mpo, ya que las curvas
de supervivencia de larvas de peces colectadas en el mar han
sido difliciles de interpretar y no justifican firmemente el
aceptar o rechazar ia existencia de un perlodo critico,
Adembs, en experimentos de laboratorio, unas . especies
reaccionan de diferente manera ante la tfalta de alimento, y los
parémetros 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 én la supervivencia larval, vya
que -la estabilidad propicia la concentracibn de plancton en
parches y esta cohcentracibn excede la densidad de alimento
critico para la 1larva encontrada en ‘el laboratorio. Una
evidencia de la importancia de estos' parches, es que cuando
existe poca estabilidad de &stos, 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 1los parches,



es, que las larvas de peces pellgicos de la zona costera
utilizan menos del 1% de su habitat (poca movilidad) reduciendo
su potencial de localizacibn y utilizacibn de manchas (Smith,

1981; Rodrlguez 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 microflagelados en'COncenﬁraciOnes
altas y el microzooplancton en concentraciones bajas (Lasker et
al,, 1970; Theilacker y McMaster, 1971; AHowell, 1973}‘ Scura
y Jerde, 1977; Carrillo Barrios-Gbmez y Solis Guévara,
manuscrito; Rodriguez Murillo, 1983). Otra posible fuente
alternativa de alimento es la Materia Orgénica Disuelta (MOD)
disponible en el oceano, idea planteada originalmente por
Putter en 1909 (Jorgensen, 1976; Stephens, "1982) , el
argumentd que la MOD juega un importante papel en la nutricibn
de la mayorla de 1los organismos acudticos ,ya que la MOD su
encuentra en grandes cantidades‘en el mar (Jorgensen, 1976), de

la que los aminoacidos solo represéntan el 1 o 2%,

Sin embargo, dentro de la ecologla alimenticia de larvas
de peces, sblo se ha considerado a la materia particulada como
tnica fuente energética (Lasker, 1975,1978; Hunter , 1977;
Scura y Jerde, 1977) por este motivo, uno de los propbsitos de
este trabajo es el de probar si la materia orgadnica disuelta

constituye otra posiblé fuente energética adicional para los

\



. estadios tempranos 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.1l Antecedentes

La Materia organica disuelta (MOD) constituye la parte
predominante del total de materia 6rgénica, viva y muerta,
encontrada en el ockano., El total de la MOD en el ockano es de
aproximadamente 1,5 x 10 gramos y esta cantidad puede ser
. igualada a la produccibn de fitoplancton de 30 ahos. (Jorgensen,
1976) ., Krogh (1934a) estimb que la cantidad total de 1la MOD en
el octano era al menos 300 veces mas grande que la. cantidad
presente en todas las clases de organismos marinos, Josetfsson
(1973) en un estudio de diez ahos estimb que del total de
materia orgadnica en el océano, las sustancias orgdnicas
disueltas feprésentan 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 octano varla con respecto a su
concentracibn total, su composicibn, las proporciones relativas
de sus componentes individualés, localizacibn geografica,
profundidad del agua, estacibn del aho y la presencia y estado
fisiolbgico de mibrobios, plantas y animales (Siebers, 1982),
La MOD es generalmente expresada como carbono orgénico
disuelto; en capas superficiales dél mar, el rango de sus
valores puede ir de 0,5 a 5 mg/l (Josefsson, 1973; Williams,
1975), Los aminodcidos sblo representan el 1 o 2 % del' total
de MOD , constituyendo el resto 1las sustancias siguientes:

nitrbgeno organico disuelto de 0,04 .a 0.54 mg/l (Duursma,



1961), los carbohidratos, como glucosa y manosa, de 5 a 18"

ug/l, y los &cidos grasos entre 10 y 40 wug/l ( Jorgensen,

1976) .,

Se han hecho varios estudios en diferentes &reas del
octano para calcular la concentracibn de amino&cidos,
encontrando + por ejemplo, valores de 33. a 77 ug/l en ‘la
Buzzards Bay, Mass., E.U.A, ( Siegel vy Degens, 1966). En
aguas costeras y estuarinas, North (1975) y Lee y Bada ©(1977)
encontraron valores de 0,2 a 2,0 uM . Henrichs y Farrington
(1979) encontraron en aguas intersticiales de sediménto costero
valores de 14 a 17 uM , Dengens et al.(1964) encontraron en
aguas oceadnicas de 1las costas de Calitfornia valores de
aminodcidos totales de 16 a 125 ug/l segbn 1la profundidad,
Clark et al.,(1972) encontraron en la Jolla, California valores
de 115 a 170 ug/l. Siebers (1982) encontrdb valores de 0.5 a 2
ug/l , argumentando que este nivel>puede variar grandemente en

cortos perlodos, aunque el promedio general fue constante.

Indudablemenﬁe la MOD en los ecosistemas marinos debe
representar una gran fuente de potencial energético para los
organismos adaptados a 1la toma de estos compuestos de
soluciones diluidas, El suplemento de energla proporcionado
por la MOD para larvas de bivalvos puede ser mas importante que
para adultos, ya 9que la larva estd provista con minimas

reservas de alimento por los padres, las cuales pueden pasar



grandes perlodos sin alimento particulado (Manahan y Crisp,

1982) ;

La importancia atribuida a la materia organica disuelta
como posible fuente de alimento para organismos acudticos ha
tenido numerosos cambios desde 1900, Entre las pfimeras
investigaciones hechas sobre MOD se encuentra 'la de Putter
(Jorgensen, 1976; Stephens, 1982), Su objetivo era demostrar
la parte que jugaban las sustancias orgénicas disueltaé en los
procesos fisiolbgicos de animales marinos, observando dque 1la
concentracibn de plancton era muy pegueha en comparacibn con la
MOD, [Esto lo motivdb a realizar algunos andélisis con respecto a
la cantidad energética producida por el plancton y la obtenida
de la MOD.. Considerando gque el metabolismo de los organismos
estd basado sobre la oxidacibn del alimento, Putter concluybd
que los organismos tendrian que filtrar una cantidad exagerada
de agua para poder obtener Adel plancton sus requerimientos
energéticos y que, sin embargo, filtrando un volumen menor de
agua conteniendo MOD se podria equilibrar este gasto
energético, Como cdnclusibn, planteb la hipbtesis de que 1las
sustancias organicas 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 1la MOD, encontrd que 1la
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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 ¢&1; la MOD habla sido
sobreestimada y los arrastres de plancton hablan sido

subestimados al no utilizar una red adecuada.

En trabajos posteriores y con técnidas mhs sensibles para
la deteccibn de pequehas cantidades de MOD se dispone de una
extensa literatura relacionada con la absorcibn de sustancias
organicas 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,
crustlceos y equinodermos (Jorgensen, 1976). Stephens y
Schinske (1958,1961), en estudios de 35 especies incluyendo la
Phyla Poritera, Cnidarié,' Ectoprocta, Antlida, Sipunculida,
Mollusca, Equinodermata, Hemicordata, Tunicata y Artrbpoda,
observaron gue todos, excepto ios artkbpodos, 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
Tetrabynena pyriformis, detectaron entrada de ‘material
radiocactivo a la cé&lula pero,-a la vez,. en un anaélisis de
cromatogratia liguida de alta precisibn (HPLC), notaron que el

aminoidcido leucina fue liberado al medio, posiblemente debido a
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un gran gradiente de concentracibn, En un estudio de 1la -
absorcibn e incorporacibn de glicina marcada por larvas de
bivalvos, ( veligers, pediveligers y larvas de ostras Yy
mejillones), Manahan y Crisp (1983) encontraron gue este
material es absorbido de soluciones de 1 uM, detectandolo
primeramenté en el velum de los organismos y luego en otros
brganos, En un estudio con larvas de Dgndraster eXCentLisus
(galleta de mar), Davis y Stephens (19Y984a), encontraron gue las
larvas absorvieron con mayor rapidez aminodcidos neutrales y en
un. menor grado aminodcidos basicos y 4cidos analizados con
HPLC. En el mismo trabajo, ellos estudiaron la incorporacibn
de leucina marcada a larvas de la misma especie, encontrando
que é&sta .se incorpord al organismo en un 38 a 90%, en protelnas
el 48% y en aminodcidos libres el 25%., En larvas del erizo de
mar, SLrodgylocenLrokvs Ppukbuiaktus, Davis y Stephens (1984b),
encontraron que éstas removieron 14 aminodcidos de una solucibn
muy diluida , produciendo un incremento en la concentracibn
interna de aminoacidos librés cuando 1las larvas fueron
incubadas en agua sintética, En cambio, cuando fueron
incubadas en sefina, la tasa de entrada de material marcado
decrecid comparada con los controles no incubados. S}ebers y
Rosenthal (1977) encontraron absorcibn de amino4dcidos por
huevos del arenque Clupea barengus, Observando que &sta aumentd
con el desarrollo ontogénetico del huevo ,con valores de 0.6 +
0.1 pM/huevo/hora en embriones de cinco hofas después de la

fertilizécibn, 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 semirlgida
llamada coribn, el cual -es permeable al agua y solutos de bajo
peso molecular (Lasker y Thailacker, 1%62; Potts y Rudy, 1969)
y contiene un 1liquido o fluido perivitélino gue le sirve de
reserva, conteniendo variadas cantidades de aminodcidos libres.,
Holleland y Fyhn (1986) encontraron que de la concentracibn
inicial ae aminodcidos libres de 95 nk/huevo encontréda los
primeros dias del desarrollo, &ksta disminuyd a 68 nM/huevo para

los dlas siete a diez después de la fertilizacibn en huevos de
Clupsa barehgus. Ellos 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 gSardibops caerulea de agua de mar al agua destilada,
casi todas las sustancias disueltas se difundieron al medio en
tres y media horas. En consecuencia, se puede considerar que
el tejido embribnico por lo genefal estd en contacto directo
con:'el fluido perivitelino muy similarmente al medio en el cual
los huevos son incubados (Holliday, 1969). Shanklin (1959)
encontrd que el fluido perivitelino de huevos de Eggﬁu}pst SP.
establece uﬁ rédpido 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 Clupga

barepgus. La piel de 1las larvas de peces teleosteos estd

formada 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 revisibn bibliogréfica sobre un
analisis 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 Mob puede servir para_mantener
la concentracibn diferencial de nutrientes entre el organismo y
el medio y por lo tanto impide una pérdida ditfusional del
organismo, El segundo, en el que el transporte sblo provea
beneficios a la epidermis 'sin tener ningun beneficio para
tejidos profundos y por lo tanto la regulacibn del volumen de
las células epiteliales, El1 tltimo, en el que el organismo

completo obtiene un beneficio nutricional de la MOD,

El papel importante que juégan las . sustancias orgénicas
‘disueltas dentro de la biologla animal ha sido revisada por
Lucas (1949, 19611a y b). El sugirib que la adaptacibn de 1los
organismos a los metabolitos excretados es un factor critico en
la ecologia y la évolucibn . Se sostiene que la liberacibn de
metabolifos 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 afectar la dindmica de integracibn - dentro de un
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ecosistema, Las ceélulas pueden liberar ciertos metabolités que -
influencian a otras células , Estos metabolitos son evidentes
en foma de hormonas, estimulantes de crecimiento, toxinas,
antibibticos, organizadores embriolbgios ’ agentes de

quimiosintesis y otros (Saunders, 1957) .
I.2, Objetivos

a) Determinar si hay asimilacibn de aminodcidos por huevos

y larvas vitelinas de la anchoveta norteha,

b)Determinar si los aminodcidos tienen alglin efecto en 1la
. supervivencia y crecimiento de huevos y larvas de la anchoveta
norteha aunado a concentracibnes subbptimas de alimento para la

especie,
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IT. MATERIALES Y METODOS
II.1 Obtencibn de Huevos y Método de Separacibn

Lds huevos de [, nordax fueron proporcionados por
personal del National Marine Fisheries Service de la Jolla
California, E.Us El desove de la anchoveta fue realizado

siguiendo las técnicas descritas por Leong (1971).

Los huevos fertilizaaos fueron transportados _ en un
contenedor térmico el mismo dla de su desove de la Jolla,Ca.
al laboratorio de Ecoloéia Pesquera del_ CICESE en Ensenada,
B.C., México, para los experimentos de crecimiento y
supervivencia, y al laboratorio de Biologla Celular y
Desarrollo de 1la Universidad de Californié, Irvine, para los
experimentos que correspondieron a los andlisis biogulmicos.
Para evaluar su condiéibn, los huevos aparentemente viables

(transparentes) tfueron separados con goteros de boca ancha bajo

un microscopio estereoscbpico .

II.2 Experimentos con Aminodcidos Marcados con Carbono 14

Las técnicas empleadas en la seccibn de andlisis
bioquimicos- siguieron los métodos descritos por Davis y
Stephens (1Y984a). Los huevos usados en esta seccibn fueron de

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

desputs de la eclosibn,
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II.2.1l Cambios en la Concentracibn de Alanina

Marcada (ﬂ*C) del Medio

Se separaron y colectaron 2000 huevos o larvas viables en
un tamiz de 1luz 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 répeticiones,'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 lic (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 minﬁtos por mediciones de la
'radioactividad que permanecila en el medio durante un perlodo de
tres horas. Muéstras del médio de 250 microlitros fueron
removidas y puestas en viales de centelleo a los cuales se les
agregd 4.5 ml de Acuasol ( New England Nuclear). . El Acuaéol
fue acidificado 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 fue detectada con una contadora de centelleos en
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liquido Beckman LS 3801,
IT.2.2 Calculo del Flujo de Alanina Marcada (1hc)

en Huevos y Larvas

Después de la determinacibn de la radiocactividad gue
permanecia en el medio, huevos o0 1larvas vitelinas fueron
colectadas por tiltracibn sobre un filtro Whatman GF/C mediahte
una bomba'de vaclo, Los filtros tueron colocados dentro de
viales de centelleo y se les agregd 4,5 ml de Acuasﬁl. La
radioactividad en el tejido de huevos o larvas fue determinada
con la contadora de centelleo., La entrada de alapina marcada
(pM/mg/hora) fue calculada tanto con los centelleos detectados
en el medio (cada 30 min), como. con los centelleos detectados

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

ecuaciones siguientes:

Para el tejido :

DPME */T
------------------------------- (1)

DPMi/[alal (# de organismos)

Donde

DPMf* = Desintegraciones por minuto detectadas en el tejido
después de tres horas de incubacibn ,
DPMi = Desintegraciones iniciales por minuto en el medio,
[alal= Concentracibn de alanina de la solucibdn
T = Tiempo en minutos
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Para el medio:

(DPMi = DPME)/ T ‘ "
---------------------------- * [alal (Vt) (2)
DPMi ( # de organismos) :

Donde

Desintegraciones iniciales por minuto en el medio,

DPMi =

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

vVt = Volumen total de la solucibn

[ala)l = Concentracibn de alanina de la solucibn,

II.,3 Experimentos con Cromatogratla Liquida de Alta

Precisibn (HPLC High Performance Liquid Chromatography).

El flujo neto de aminodcidos entre huevos o larvas y el
medio fue ‘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
glutdmico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser), glicina (Gly),
trionina (Try)( 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 pﬁra conocer si la
concentracibn de éstos variaba con respecto al tiempo, Esta
posible variacibn puede indicar el flujo entre los aminoacidos
del medio y el tejido , Los andlisis de HPLC son descritos en

Davis y Stephens (1984a). Se emplearon las mismas técnicas



19

descritas anteriormente para la separacibn y limpieza de los-
organismos, Cada experimento se llevd a cabo por un perlodo de
tres horas, tomando wuna muestra de un mililitro cada 60
minutos, En el caso de los huevos, fue necesario colocarlos en
un agitador mecanico para evitar que se pegaran unos con otros

y disminuir el &rea de contacto con la solucibn .

La concentracibn de cada aminodcido estuvo representada

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

siguiente forma:

[ALBA X1t &  mem—memmeceee—eceeeee * [A.A.x1i . (3)
Area Estandard

Donde:

[A,A x]t = Concentracibn del aminodcido x ,al tiempo t.

Area x,t = Area del cromatograma ocupada por el aminodcido

. 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 aminodcidos se calculd a partir de 1la
pendiente de curva, la que dard positivo si los aminoacidos

salieran del organismo y negativa si entraran.

Fue necesario hacer una correccibn a los datos obtenidos
de la concentracibn de alanina marcada gque permanecia en el

medio durante las tres horas de experimentacion, debido a due
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la actividad especilfica de la alanina marcada (qu) disminuyd
por la salida de alanina sin marcar de las larvas vitelinas,
este bltimo dato fue obtenido de los &éndlisis de HPLC, Las

correcciones se hicieron de la manera siguiente:

(TSA [L%H )* 400 larvas

STA [1%] = ———emmmemmeeee (4)
20 ml
SNC = [ EA LY*c1 NC 1tx + sta [2cl (5)
Uy o=
EA [ ] C= 20000 DPM [ SNC ltx * 250 ul ._ (6)

= [DPM/nMlt0 = 100% de radioctividad en el medio.

Donde ¢

STA EiiC] Salida total de alanina sin marcar,.

TSA [12C] = Tasa de salida de alanina sin marcar.

SNC Salida neta corregida.

EA EJ+C]NC= Entrada de alanina marcada no corregida,
i - " ..

EA [ Lt] C = Entrada de alanina marcada corregida

Ex = Tiempo Xeeo 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 1los cdlculos necesarios

para conocer las pendientes respectivas y con estos datos

determinar la tasa de salida total, entrada y salida neta. LoOs

cdlculos fueron hechos de la siguiente manera:

(7)
# de larvas

Donde

pendiente de 1la regre51bn entre concentracibn y tiempo.

tiempo (60 minutos)
volumen de muestra (20 ml).,

<HBUT
nmuan

;II.4 Asimilacibn de Alanina Marcada (14C) y Anhlisis de la
Composicibn de Aminodcidos Libres de Huevos ‘

y Larvas Vitelinas,

Se colocaron 200 huevos o 400 1a;vas (dos repeticiones) en
un ﬁatraz gue contenia 20ml de agua de mar artificial estéril y
una mezcla de 0,5 uM de alanina‘lZC y 0.1 uCi de alanina Ce
Después de tres horas de incubacibn los huevos o larvas fueron
filtrados como se describid previamente. Para precipitar
proteinas a los huevos y larvas se les agregd 2 ml de tricloro
acético (T'CA) frio al 5% por una hora, después de la cual fue

séparado el sobrenadante, Desputs de haber separado el

sobrenadante, el material precipitado (protelnas), fue lavado
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con agua de mar estéril y se le agrégb 4,5 ml de Acuasol. La

radioactividad fue detectada con una contadora de centelleo,
i ! : :

Los cdlculos para conocer la cantidad de 1+C incorporado o

asimilado a huevos o larvas se hicieron mediante la ecuacibn

siguiente:

DPM1 ‘ »
---------- * Vt  (R) (8)
Vin
Donde :
DPMi = Promedio de desinteqraciones iniciales por minuto.
Vm = Volumen de la allicuota para el conteo.
Vt = Volumen total ﬁfl experimento,
(R) = Porcentaje de C total removido del medio por los

organismos después de tres horas,

Para conocer la composicibn de los amino&cidos 1libres en
huevos y larvas se usd una allicuota de 800 ul de la muestra del
sobrenadante del TCA mks 200 ul de O- phthaldialdehido (OPA), y

se realizb un andlisis de HPLC, siguiendo los mbktodos 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 plastico color negro de 34 centimetros de

didmetroy 14 cm de altura (Lasker et al, 1970). Estos



tangues se llenaron con diez 1litros de agua de mar filtrada

hasta 0.2 micras, Se introdujet&n 200 huevos a cada uno de
ellos, manteniendo un fotoperlodo de 12 horas luz y 12
obscuridad., La temperatura se mantuvo en 17 +/- 1.°C | y se
midid con un termbmetro 0-100 °C . La salinidad se mantuvo
cerca de 33,5 +/- 1 ppm, medida con’' un refrgctbmetro; El
oxigenoy el pH se midieron con un aparato Orion Research
Microprocessor Ionalyzer/901. Todos los parémetros fueron

medidos una vez al dia.

Se utilizb una mezcla de diez aminodcidos (Ala, Tyr, Phe,
Ly s, Iso, Glu, Asp, Ser, Gly, Met) marca Sigma en
concentraciones de 1l , 16 y 40 wug/l bara los diferentes
tratamientos, La concentracibn final realmente fue mayor a la
designada si se consideran las sustancias disueltas. que ya
venian en el égua de mar fiitrada. No obstante, &sto fue
constante para todos los experimentos. La concentrécibn de los

aminodcidos en los tanques no se monitoreb a lo .largo del

experimento,
b) Diseflo 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 1llevd a cabo por
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TABLA I, Discyo experimental: utilizucibn de aminolcidos

y aliuwento particulado por larvas.de i, wordesx.
LBensidad Concentracibn  Concsutrucibn Concentrucibun
Exp org/taunque designada de de alimento de
srminobcidos particulado Tetrusclmis
(#) (ug/l) (ere/lil) (¢t 1/ml)
Agua 1A 200 - - -
sinte 1A' 200 - - -
tica 1A"! 200 = - -
Agua 1D 200 = - -
de 1.B? 200 - - -
mar 1B 200 - - -
25 200 1 = -
L 2B’ 200 1 - -
2p'! 200 1 - -
3B 200 16 - -
t IR’ 260 16 - -
3B*" 200 16 - =
4L 200 40 . - -
n 41 200 40 - -
4p'? 200 ) 40 — -
5B 200 1 1 5000
L SB" 2006 1 1 5000
s5p* 200 1 1 5000
6L 200 , 16 . 1 5000
" 61! 200 16 i 5000
6pr 200 16 1 5000
78 - 200 40 i 5600
W TB? 200 40 ' 1 5000
78"’ 200 40 1 5000
8L 200 - : 1 50600
a 8L’ 200 - 1 5000
s.pr ¢ 200 - 1 5000
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triplicado,

¢) Alimento Particulado

El alimento particulado, ~nauplios de copépodo
principalmente , fueron colectados por medio de arrastres en la
Bahla de Todos Santos, Ensenada, B.C,, México , utilizando una
red de plancton de 30 cm de diémetroy luz de malla de 239

micras y utilizando métodos convencionales de nmuestreo de

zooplancton,

Las muestras obtenidas fueron tamizadas a bordo con una
luz de malla Nytex de 120 micras para remover loO0s organismos
gque 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 colécb en agua de mar
filtrada y tratada con 1luz wultravioleta ,agregindoseles una
concentracibn de 5000 cél/ml de Jetraselmis sp. Se les mantuvo
en un recipiente de 50 litros éon aéreaé;bn y se les agregd una
solucidbn de penicilina G ,déndo una concentracibn <rinal de 6
(Neunes y Pongoiini, 1965) .25 mg/l, .para evitar crecimiento
bacteriano., Para la alimentacibn en la segunda semana se

cultivaron rotiferos siguiendo los mktodos de cultivo de Hunter

(1983) .

La concentracibn de microzooplancton en los tanques se

midid una vez al dla tomando wuna . allicuota de 5 ml de tres
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niveles del tahque: superficial, medio y profundo, Se .
analizaron los 15 ml con un microscopio estereoscbpico y una

chmara de conteo (Rodriguez Murillo, 1983 ).

El nanoflagelado Tgtraselmis sp fue cultivado y mantenido

en el laboratorio segln métodos tradicionales de cultivo de

fitoplancton (Ukeles, 1965), Para el andlisis de . la

concentracibn de fitoplancton se siguid el misma método Que

para microzooplancton, sblo gque en este caso se revisd una

alicuota de 1 ml (Rodriguez Murillo, 1983) con un
hematocitbmetro Fuchus—-Rosenthal,técnica descrita por Corkett y

Urry (1968).Se tratd de mantener una concentracibn de 5000

cél/nl,

IT.5.1 Crecimiento

Tres a cinco larvas fueron colectadaé con una pipeta y sus
longitudes fueron medidas con un microscopio estereoscbpico
equipado cbn un micrbmetro ocular, el cual fue calibrado con un
micrometro de etépa marca ' Zeiss' de 1 +/- 0.01 mm, midiéndolas
desde la extremidad de la maxila hasta el tinal dél‘notocordio
(longitud estandar). Se tomaron al azar de cada tanque 1los

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

La tasa de crecimiento fue obtenida por medio de una

regresibn lineal de 1la longitud de las larvas contravlos dlas
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después de la eclosibn, La lineélidad y pendiente se probaron-
con la prueba F del andlisis de varianza (Sokal y Rholf, 1979).
Los datos fueron transformados a Logaritmo natural y luego a
logaritmo base diez y sometidos a un andélisis de covarianza
para encontrar posibles diferencias en las tasas de crecimiento
entre las Trepeticiones , entre los tratamientos y entre el
tratamiento de agua sintética y agua de mar,. Los .valores
medios fueron comparados usahdo la prueba de comparacibn

multiple de Newman y Keuls con un alfa de 0.05 (Sokal y ~ Rholg,

1979).,

Para realizar los anllisis estadlsticos se utilizaron 1los
programas contenidos en las librerlas Esimsl y Minitab,

disponibles en la computadora Prime 400 del Centro de Cbmputo

del CICESE.

II.5.,2 Supervivencia

Las larvas muertas fueron removidas de los tanques Yy
contadas diariaménte entre las 18 00 y 20 00.horas con una
pipeta y ayuda de una lampara. 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 . supervivencia fue determinaaa siguiendo el
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planteamiento de O'Connell y Raymond (1970) resumido en la

siguiente expresibng:

~ :
Sn= (P - ZMi / P) * 100 (9)

pEx]

Donde s
Sn= % de la poblacibn que sobrevive hasta el dla n.

P Poblacibn 1inicial. * ,
M Mortadicad el dia i ', i= 1,2,3,06000

mu

* Se considerb como poblacibn inicial la suma de las
larvas que murieron cada dla a lo largo del experimento mas las

sobrevivientes en cada tangue, tomando en cuenta el porciento

de eclosibn para cada uno de los desoves,.

Para compensar las larvas removidas para el crecimiento,
se siguid el planteamiento de Warner y Blaxter‘ (1980)
calculando una supervivencia esperada, la cual incluye 1las
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=m++n - mn ‘ (10)
a = m
fi & e - (11)
1 - m .
Donde ¢
a Tasa del % de mortalidad total

nn

Tasa del % de mortalidad atribuida por
determinaciones de crecimiento.,

Tasa del % de mortalidad esperada si el
muestreo no hubiera ocurrido,
l-n = & de supervivientes esperados,

mn

n

Bl coeficiente'instantaneo de mortalidad (Z2) fue calculado
siguiendo la relacibn descrita en Warner y Blaxter (1980):

Z = 1ln No = 1ln NE

------------------ , vy K12)
" ,
Donde:
No = Nhmero de larvas totales
Nf = Numero esperado de supervivientes
= Tiempo (12 dlas).

£
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alanhina marcada durante las tres horas oe 1ncubacibn,
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entrada de

aungue se

observd un decremento de radioactividad en el meaio de 3,3% +/-

3.4% (Tabla

11, Fig«lls

No hubo una eviagencia clara de entradga de material marcado

en base al nivel de radioactividad en los huevos,

tres

horas

de incubacibn,

menos

ael

[©)

% del-

radiocactividad del medio fue detectada en lous huevos,

Después ae

total ae

Desintegraciones por minuto (DPI) due alanina

Tabla II,
marcadaa de nuestras ael medio durante tres horas
ae experimentacibn con huevos ue L, WOLdaxe.
Repeticiones '
Tiempo 1 2 3 4 5
(min)
o' 11575.55 9854,29 10685.,32 10209.00 9543,81
30' 9807.,62 10227.00 9944,76 10159.00 10040.,00
60' 10375.,00 10136.00 9917.14 95985,71 9708.,57
90" 10335,00 9911.43 10324.00 10352.00 9946,52
120" 10241,00 10044.00 10124,.00 10193.,00 9923.81
150" 10062,00 10015.00 10009.00 10039.00 Y843,61
180" 9648.57 10035.00 9991.,43  10133.00 9903,81
% de cambio
0-3 horas 14,9% -1,8% 0.5% 0.7% -3,06%
Promedio total X = 3.3, /= 3.4 %
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Fig. 1.- Desintegraciones de alanina marcada (]4C) por minuto de
muestras del medio durante tres horas de experimentacidn

con huevos de Engraulis mordax para las cinco repeticionmes.
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II1.1.2 Cromatograria Liguida de Alta Precisibn

(HPLC) en Huevos

En las tiguras 2 A,B,Cy D se presentan los cromatogramas
del HPLC. Comparando las concentraciones del mismo aminodcido

con el tiempo, la saliaa de aminodcidos de los huevos durante

el perloao de incubacibn puede ser vista claramente en la Tabla
III. El ntmero total de aminodcidos del medio se incrementd ae
12 a 17, con la aparicibn del 4cido asphrtico (Asp), glutamina
(Gln),tirosina (Tyr), metionina (let),y lisina (Lys). El flujo
para los 17 aminodcidos presentes estuvo en un minimo de 3,87
pM/huevo/hora para el &cido glut&mico y una salida maxima de .
56,84 pM/huevo/hora para la isoleucina; la concentracibn de

este aminodcido en el medio aumentd de 250 a 1Y77 nM al rinal
de las tres horas de incubacibn (Tabla III). Sumando el total

de aminodciaos el flujo total fue ue 365.2Y pli/huevo/hora (

Tabla III, Fige 3).
I11.2 Lar&as vitelinas
III.2Z2.1 Cambio en la Concentracibn en el liedio de

Alanina Marcada

Hubo entrada de material marcado a la larva, en un
del que se encontrd presente en el meaio al 1inicio del
experimento (Tabla IV, Fig. 4). La Ligura cuatro presenta el

porcentaje de material marcado 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
huevosg de E.nordax.

Tabla III,

el e e e e e I B e B N R L e e e e e e N N e e e

A. A, 0 60 120 160 Tasa de Salida
(min) (min) (min) (min) (pM/huevo/hora)
Asp 0 162, 2 208.2 2559%.3 .24
Glu 250 274,06 318.0 364,7 3,87
Asn 250 372,9 458.9 485,06 7.93
ser 250 667.7 914,2 1001.4 25,00
Gln 0- 267.9 406,.9 456,.4 15,08
‘Gly 250 450.5 559.8 608.0 11.83
Thr 250 524.,6 660,5 728, 2 15,70
Arg 250 557,.0 710.7 762.0 17.50
Tau 250 349,.4 366.1 446,1 6.05
Ala 250 1011.6 1361.5 1640.9 45,20
Ty'r "0 183.7 269.4 3406,1 11.24
Met 0 404,9 374.8 - 16,74
Val 250 986,1 1412,5 1722.4 48,44
Phe 250 424,.0 531.6 643,0 12,87
Leu 250 661.4 961.5 1156.6 30,20
Iso 250 1142,1 1645.0 1877.0 56,064
Ly s 0 464,.4 764.9 918.5 30.56
Total 365.29
Tabla IV. DPM de alanina marcada detectados en muestras del

medio durante tres horas de experimentacibn con

larvas vitelinas de E. mordax.
Repeticiones
Tiempo’ 1 2 3 - 4 5
(rain)

o' 5560,00 5489.73 5601.67 5276.41 5655.56
30" 5498.38 5471.35 562Y.44 4796.00 5402.63
60' 5084.50 5088.00 51861l.54 40693.50 4952.,50
90" 4740,00 4762.00 4842.00 4481.00 4165.50

120" 4390,00 4046.50 4340.50 4429%.,00 3836.00
150" 3895.00 3617.50 3850.50 3921.00 3395.50
160" 3667.00 3469.00 3975.,00 3330.00 3404.00
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2000
Iso
1750
"..VOI
" _»Ala
1500
.~.‘.
1250
= _,..Leu
=
= 1000 -
— - Ser
é Lys
! ) _ —oLy
< 750+ # il Arg
— ‘ ' » A Thr
: Phe
............ .Gly
500 — s =
/ _oAsn
250
0]
TIEMPO (min)
Fig. 3.- Concentracidn de 17 aminodcidos en el medio durante tres

horas de incubacién de huevos de E. mordax.



en el medio

DPM
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100+ 104.9 + (-0.22)x

Y
r 0.95
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70
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0 30 60 éb léO léO 180
TIEMPO (min)

40

Fig. 4.- Porciento de radioactividad que permanecié en el medio de
larvas vitelinas de E. mordax durante tres horas de

experimentacién (n= 5).
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III,2.2 Flujo de alanina marcada (L4C) a larvas vitelinas

Los valores calculados para la entrada de 14C en larvas se
presentan en la Tabla V. E1 promedio es de b5.44 +/- 0,51
pM/mg/hora (1,71 +/- 0.l6 pM/larva/hora). En la Tabla VI se
presentan 1los valores calculados agel decremento ae
desintegraciones por minuto en muestras del medio, En este
caso , el valor promedio fue de 8,74 +/- 1.31 pl/mg/hora (2,75

+/= 0,41 pM/larva/hora).

Tabla V. Entrada de alanina marcada a larvas vitelinas
midiendo la radioactividad en el tejido,

Repeticibn (pM/myg/hora) (pM/larva/hora)
No, 1 ' 5.40 1.70
No. 2 6,19 1595
No. 3 5ie 21 1.64,
No. 4 5.60 1.76
No. 5 4,81 1+51
Total X 5.44 1.71

D. B. 0.01 0.16



Tabla VI. Entrada de alanina marcada a larvas vitelinas de
E. mOrday 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 2,42
No. 4 7.68 2,42
No, 5 10,53 3.31
Total X 8.74 2,75
D, E, 1.31 0.41

IIT.3 Cromatogratria Liquida de Alta Precisibn

(HPLC) en Larvas Vitelinas,

En las figuras 5 A,B,C y D se presentan los cromatogramas
para muestras de cada hora en un experimento de tres horas. Se
ve una ptrdiaa de aminodcidos de 1la larva , aungue en una
cantidad menor que en el caso con huevos. En la Tabla VII se
presenta la concentracibn individual w«e 1los 17 aminodcidos
durante tres horas y la tasa de salida neta de éaoa uno . La
tasa minima se observd pafa la taurina con 1.30 pl/larva/hora y
una mbxima para isoleusina con 19.31 pM/larva/hora con una tasa
de salida total de los 17 aminodcidos de 1l0b.46 pM/larva/hora.
Puede tambibn ser observado que para el caso del acido
glut4imico y asparagina, los valores presentan una pendiente
negativa induicando una entrada de estos aminodcicos a la larva
(b= =-2,08 y b= -2.25 pHM/larva/hora respectivamente, Tabla VII,

Fig, 63.
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800
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Fig, 6.- Flujo de 17 aminoicidos de larvas Vitelinas de E. mordax
durante tres horas de incubacidn.
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Tabla VII. Concentracibn de cada aminodcido Yy Ssu tasa de
Llujo durante tres horas de incubacibn de larvas

vitelinas de p.mordax.

A, A, 0 60 : 120 180 Tasa de salida
(min) (min) (min) (min) (pli/larva/hora)
Asp 0 132.4 189.0 158.4 D 32
Glu 250 153,0 19 .06 160,0 - 2,08
Asil 250 1901 1910 1/t e LB
ber 250 34,3 H04.6 413,.1 . 6.39
Gln 0 77.9 1&3.06 15357 5467
Gly 250 238.4 314.0 273.7 1,46
hr 250 329.5 376.1 363.7 4,49
Arg ‘ 250 A 1 319,86 30l.3 2,02
Tau 250 209.7 201.4 2764 1.30
Ala 250 350.9 426.3 450, 4 6.96
Tyr 0 240.4 334,.9 442,0 759
liet 0 267 5 314.5 514.60 15,90
Val 250 502, 2 0603,.8 132.8 15,50
Phe 250 3535 389.4 445,4 6.22
Leu 250 297 .4 369.5 460,06 7.04
Iso ; 250 545,.5 683,5 647.6 19.31
Lys 0 126.6 193.9 23177 7.62

Total 106,46

————————————————————————————————————————————————————— — o o o ———

En la figura 7A se presentan los resultados de la entrada
y sallida de la alanina en larvas vitelilnas e k. NOrday
determinada por el monitoreo de la alanina marcada (]Jt) que
entrb (linea l). y la saliua de aianina silnh marcar 82(D
determinada por HPLC (linea 2) . Observamos que la

concentracibn de alanina adael meaio aumentd ae 250 a 456.4 nb
gurante las tres horas del experimento (Tabla VII). En 1la
figura 7B se observan los valores sin correglr y corregidos de

la entrada de alanina marcada. Al aplicar esta - pequeha

correccibn se observd (ue no hay una diferencia significativa
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Fig. 7.- A : Cambios en la concentracidn de alanina del medio ‘determinada
por la desaparicién 'de alanina marcada del medio (1) y por la
cromatografia liquida de alta precisidn (HPLC) (2), por larvas
vitelinas de E. mordax durante tres horas de incubacidn. 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 de covarianza ( = 0.05; P = 0.17) entre
las curvas, En la figura 8 se observa el porcentaje de carbono
14 corregido removiao del meaio wwurante las tres horas de
incubacibn ce larvas vitelilnas e E., norgax con un valor de

33.2%.

Las tasas calculadas para la salida total y salida neta vy
la entraca ae aminodcidos coOrregidas para larvas se presentan

en la rigura Y y Tabla VIII.
Tabla VIII. Valores en nli cae la salida total y entraca Yy
saliaca neta (corregiuas) aue alanina de
larvas vitelinas de E. mordax.

Tienpo SALIDA ENTRADA SALIDA LETA
0' 500,00 500.00 500.00
30" = 449.00 =
60" 656,38 414,00 603.70
g0' = 394.00 =
120" 803.54 374.00 667,90
150" - 360.00 -
180" 952.00 332.00 752.00
PENDIENTE 2+50 -0.86 1,37

TASA 7.5 pi/1/h 2.58 pli/1/h 4.11 pl/i/h
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100 1@
Y =100.2 +(-0.86)x
r = 0.99
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Fig. 8.- Porciento de radioactividad corregida que permanecid
en el medio de larvas vitelinas de E. mordax, durante
tres horas de experimentacidn.
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1e0 7 Tasa de
salida
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900
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d
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700 -
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500
4004 ” Tosa de
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2.58 pmol/1/h
&
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>
l [ I T T ; T
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Fig. 9.- Tasa de salida total, entrada y salida neta de alanina

de larvas vitelinas de E. mordax después de tres horas de
incubacion.
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IIT1.4 Incorporacibn ue Alanina lHarcaaa +C) (Agimilacibn)

Del 33.2% (valor corregiuo) ae la alanina narcada ue Lue

&

reinovida del wedio, sblo el bb,0% se puuo nedir , el 4%,3% se
encontrb en protelnas y el 06.7% en eamincdicidos Llibres, ci
restante 44.0% no tfue detectado (vTabla IX). Asl, ue l1a alanina
asimilada el 86% Lue incorporaao a protelnas y el 12% a
aminodcidos libres, '

Tabla IX Distribucibn e 14C en larvas vitelinas e £,
pordax despubs de tres Loras de 1lncubacibn ,

% Reioviuo 33.2%
Protelinas (rCA insoluble) - 4Y,3% B6S
Aminodcidos libres (TCA soluble) 6.7% 12%

IIT.4.1 Composicibn aue Aminodciaos Libres en Huevos

vy Larvas Vitelinas.,

£l  andliilsis cromatogr&rico ue la conposicibn ue
aninodciaos libres wostrd que ialconcentra01bn total en nhuevos
es ue 4357,1b5 pli/huevo de los 17 aminodcidos presentes 51
aminodcico m&s abundanta tue la 1soléuu1na con 653.18 pM/nuévo
, representando el 14,99%, le sigue la wvalina y alanina con
14{19% Yy Y.9% respectilvamnente, Consiaeranuo un volumen ael
hhuevo de aproxinacamente 2.45ul, se obtuvoe un total de 17786.43
pti/ui ( 'tabla X).

De la wisma manera se analizdb la concentracibn en

larvas, encontrando un total de aminocdcicos libres ce 3221.72
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pi/larva, La isoleucina rue la ubs abunuante (21.5b%), segulda
por la valina y leucina (12.27 y 1G.07%) respectivauente.
Consideranuo el peso de una larva (aproximadamente 0,315 mg)

uno obtiene un total ce 10,227.686 pli/ny por larva (Tabla X).

En la figura Y Ay B se presencan log cromatogramas de los
amino&ciaos libres en huevos y larvas vitelinas de L, moraax
respectivauente,

Tabla X. Concentraciones ce aminodcliaos llbres en huevos
y larvas vitellnas de la ancnoveta nhorteha
cespubs de tres horas ue lhicubacibn,

ASP 40,886 " 16.6Y 62,30 197.66
Glu 123.55 50.43 204,49 649,17
ASD 113.43 46,30 304bY 11617
Ser 230,72 Y4 ,17 114,15 362,36
Gln 136.76 55,82 155,90 494,92
Gly . 160,93 65,70 6.7 2 216,16
Thr 165,50 BT .55 125,00 412,06
Arg 160,40 bb.47 101.30 321.5¢6
Tau 226,72 43,35 167.16 594,15
Ala 431,62 17825 - 69 .90 265,41
Ty r 140,64 57 40 265,31 Y05.76
liet 212,18 56,60 157.28 499,30
val ' 6li.71 252,53 395,23 1254,71
Phe 134,29 54,81 1%4.42 617 .20
Leu 375,24 153,16 343,70 1051.11
IS0 653,18 266.60 695,26 ° 2207.25
Ly s 430,20 175,60 - 193,94 615,68

e o e S e G e e e e S - G S S e e S e S e e e S e e e e e Smm e S e S S e S S e e G S e e e e e T S e e S G e S e

e o o o e s e s e e s e e e e e e e e e s e e e e e e S B e S G e S o Gme s S S e e S S S M e o G A e S o Eme Gma S e v See e
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III.5 Crecimiento y Supervivencia

Los resultados obtenidos al aplicar el andlisis de

covarianza entre el tratamiento con agua sintética (1lA) y Adua

de mar (1B) (condiciones de inanicibn ) indican que para el
crecimiento no hay una diferencia signiticativa con un o{20,05

(p = 0,6105) , sin embargo, para la'supervivencia la diferencia

es significativa (P < 0.01).

Los datos obtenidos de los par&metros fisicos en los nueve
tratamientos se muestran en la tabla XI,. El promedio de
temperatura s€ mantuvo entre 16.4 ¥ 17:3 éC en tédos los
tratamientos, a excepcibn del tratamiento 1B, donde la
variacibn en 1las 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 otrés ocho
tratamientos, No rue posible tomar los valores de oxlgeno para
los tratamientos 1A y 1B por problemas en la presicibn del
aparato,los otros siete tratamientos se nantuvieron sin grandes
variaciones entre ellos (7.15 a 7.55 ml/1). El pH estuvo

aproximadamente constante entre 8.00 y 8.24,

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

concentracibn promedio de alimento tanto de zooplancton como de

titoplancton. Las tres concentracibnes de aminodcidos usadas

se agregaron un dia antes de la introduccibn de los huevecillos



TABLA XI, Par&metros tlisicos :temperatura (°C), sal inidad

(ppm) , oxigeno (ml/l), y pH promedio de los
experimentos llevados a cabo en el laboratorio

con estdios larvales de f. Dordaxe.

Experimentos

1A
1A
1A

1B
1B
1B

2B
B
2B

3B
3B
3B

4B
4B
4B

5B
5B
5B

6B
. 6B
6B

7B
7B
7B
&B
8B
&B

Temperatura

Saiinidad
(PPM)

32,0
32,0
32.0

34,0
34,3
34.8

34'6
34,4
34,2

35.1
35.0
39«1

Oxilgeno
(ML/ L)

8,00

. 8.00

8.04
8,00
8.02
6,00

e
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Tabla XII. Resumén de datos del diseho experimental para 1los
estadios larvales de E. NOLdax.

P e e e T e ettt

EXPERIMENTOS = AMINOACIDOS ECLOS ION CONC. DE CONC. DE

( ug/1 ) (%) ALIMENTO FITOPLANCTON
(org/ml) (cé&l/ml)

Desig/Actual Desig/Actual

1A = Vi - =

1A = (¥ ' - =

1A - 77 - -

1B = 77 s -

1B & 77 = =

1B . 77 = -

2B 1 77 = -

2B 1 77 = =

2B 1 77 : - -

3B 16 90 - -

3B 16 90 - =

3B 16 90 = =

4B 40 77 - =

4B _ 40 77 - -

4B 40 77 =

5B 1 60 1 0.7 5000-4000

5B 1 80 1l 0.6 5000-3900

5B 1 60 1l 0.8 5000-4600

6B le 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

6B = &0 1 0.8 5000-44600

8B = 60 1 0.8 5000-4600

6B - 80 1 0.9 5000-5100



Yy no se aygregaron mas, ni se monitored su concentracibnA a 1lo
largo del experimento. LOS ensayos se llevaron a cabo con tres
desoves, [El porcentaje de eclosibn en cada uno de ellos fue de
80%, 90% y 80%, razbn por la cual, el ntimero inicial de larvas
varid en caada tanque, La concentracibn de alimento particulado
(microzooplancton) nunca sobrepasd la concentrqcibn designada
inicialmente; el rango estuvo entre 0.6 y 1.0 org/ml en todos
los tanques, Con respecto al ritoplancton, de la concentracibn
designada inicialmente de 5600 cél/ml se mantuvo entre 3900 vy
5400 cel/ml en todos los tanques,

III.5.1 Crecimiento

En la tabla XIII se presenta el nlmero de larvas por
muestra, asl como el rango, el promedio y. la desviacibn
estandard de las tallas (mm) de las larvas meaiaas en 1los nueve
tratamientos durante 1los 12 dlas del experimento, Ajul
observamos que la mayor variacibn entre larvas de un mismo
tratamiento se detectd en el experimento 5B para el ala 11, con
una D.E, = 1,120 mm y en el experimento 3B para el ala siete,
con una D.E. = 0.936 mm, Las larvas que alcanzaron mayores
tallas fueron las ael experimento 7B (con 1 org/ml mas 40 ug/l
de una mezcla de aminodcidos) (i = 6,45 +/- 0.564 mm). Fue
necesario eliminar una de las repeticiones ue los tratamientos

6B y 7B debido a que hubo desconfianza en las mediciones,

Un patrbn adicional es eviaente en esta Tabla: un



Ui
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incremento en las tasas de creciniento de los experimentos

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

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

condiciones de alimentacibn comparacdos con los experimentos

bajo condiciones reales de 1inanicibn (1A y 1B) Y bajo

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



Tabla AII. Datos we crecimiento ae larvas de . werdax en nueve
aglrerentes tratamicntos, durante l dlas we experimentacibn,

DIAS EXPERIMENTO No, DE LAKRVAS RaAllGO DE 1ALLA LEDIA D, &
" MU ESTREADAS (ki)
] 1A 1y 2.8 = J.4% 3.10 U176
3 1A Y 3.20 = 3.45 3. 33 0. 07Y
P] 1A 15 3,00 = 3,90 3.3 Ul 217
u 1B 10 2Tl = 3:45 3.0Y Uo202
3 14 [ 320 = 3,34 367 U.Ub2
5 1y 10 3.3 = Fs90 3.00b U, 220
U 28 15 2,62 = 3452 3.243 0,201
5 28 15 3.1% = 3,00 3.3¢4 U130
Vi 21 15 3.0 = 3,40 3.44 U, 255
5 b 5 3,60 = 3,90 3.74 U.10b
U 38 1u 3,00 = 3.45 3.24 U.161
5 3B lu 3.7 = 4,50 4,00 Vo197
7 3B Y 3.1 H,bb 4,00 VY30
Y 3u 5 3:15 = 4.5 4,01 U.5b7
u 4 lu 3,00 = 3,55 J-25 L. 205
5 4 1u 3.35 - 3,6b 3.44 V.0Y2
q 44 1u 323 = 3,75 3.42 U.104
Y 4U 10 3.55 - 3,490 373 U.,134
1% 41 lu 3.55 ~ 3,95 3.0 Uolzl
U 54 1u 2,94 - 3,30 J.0Y 0,137
5 5L lu 3.75 = 4,20 3,93 U.11b
7 Bt 10 4.43 - 5,40 4,06 U.315
) 51 10 4.35 - 6,45 2,04 U.5u5
11 5B 1u 4.65 = 7,50 S04 1,120
iz 518 10 © 5,10 = 6.45 H,u2 Us39Y
[§] ob 10 2.65 = 3,45 3.2 . U.1&b
) oL 10 J.Y0 = 4,50 4,02 U.lbe
7 b 10 4,05 = 5,05 4,52 U, 292
Y bB 10 4,65 = 6,53 5,41 U557
11 ou 10 5,03 - b.UL3 5,48 U.645
12 (3] 1 9,70 = b.b55 5,92 U.279
[V} 0 10 2,85 = 3,45 5.09 0,209
5 78 10 3.90 = 4,35 4,19 Ue.1b1
7 71 10 4.20 = b, 2b 4.77 Ue317
Y 71 10 4,86 = 6.Ub 5,29 U,406
11 78 10 5,10 = 6,98 9. 04 L.51Y
12 it 10 5.70 = 7.50 G.45 0.564
[0} bl 10 2,94 - 3.30 3.07 0,143
5 bl 10 3.75 - 4,15 3.Y4 U,130b
7 b 10 3.75 = 5,10 4,37 U, 457
4 ] lu a.2b = 5,1b 4,03 U, 352
11 bl 10 4.50 - 5,40 4.2 U,20Y
1z bls 10 4,50 = 5,7v b5el5 G, 240

\Ji
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En la tabla XIV se presentan los resultados oel andLl1s1s

ae regresibn entre la longitud estanaarc de las larvas y la
edad en alas., En esta se observa que los tratamientos 14, 1B,
2B, 3B, 5B, 7B y 6B siguen un wouelo lineal (P> 0.U5) a
excepcibn de Los tratamlentos 4b  (P=0,0115) y el 6B (P =
0.006l) La linealidad es importante sblo para saber si las
pruepbas aplicauas son las adecuaocas pdra conocer la tasa ae

Erecimento ge las larvas,

Tabla XIV. Anbdlisis de regresibn lineal y Prueba F ue los
datos de crecimiento ue larvas e Be. LOLUdxe.

Exp Hipbtesis P Prueba Ecuacibn Tasa ue
F ' crecimiento

1A Lineal 1uaa 06.1534 37.16 - Y=3,0406+0,105% U.105

1B Lineal 1dad 0.0042 1Z.50 Y=3,05940.,116x% Us116

8 Linealiuaau 0,269 LYYl Y=5q2blvUeumbil. Ue Uil

S0 Lineal luaa U,2219Y .07 Y=3,341+0,103x% U.1U3

G4l Lineal 1uaa U,0115 19, b7% Y=3,200+0,051x% U, 051

5B Lineal igad 0.,3423 154,1Y =3,029+0, 23 5% Ues23Y

oB Linealicaau 00,0081 Y4, yy* Y=3,059+0,245x U 245

705 Linealiuad 0.1148 237 .65 Y=24,956+0,270x Us 270

ol Linealidaa U.3159Y 266,27 Y=3.,100+0,174x% 0.174

1A B =0 0,1035 33.51

1B B.= 0 0.1751 25,063

B B =0 0.,0574 7,67

3B B =0 0.1048 . B3l

41 B = U 0,2010 23,50

5B B = 0 0.0002 306.44%

6B B =0 0.0006 76,03%

8 B = 0,0001 Y 41 %

6B B =0 00,0001 70,92%

* gigniricativo al 0,05
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La figura 11 representa gJraticamente los datos de
crecimiento para todos los experimentos, Ajquellios con un
minimo crecimiento estadlsticamente no signiricativo fueron los
primeros cinco (lA, 1B, 2B, 3B vy 4B), caracterizados por
condiciones reales y condiciones tebricas de 1nanicibn, con
tasas de crecimiento de 0,105, 0.1l6, 0.045, 0,103 y 0,051
min/dila 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 ue inanicibn (2B,
3By 4B) , bstas fueron ligeramente nenores, aungue
estadlsticamente ninguna de ellas fue signiticativa ( = 0,05).
En los experimentos bajo condiciones minimas ae alimentacidn
(5B, 6B, 7B y 8B) las tasas de crecimlento rueron mayores
signitficativamente, con tasas de crecimiento diario de 0,239,
0,245, 0,270 y 0,174 mm/dla respectivamente. Puede observarse
para estos experimentos una relacibn entre el incremento en las
tasas de crecimiento y‘el incremento de la concentracibn de
amino&cidos; de wuna tasa de crecimiento de 0,174 mm/dla en el
tratamiento con condiciones minimas de alimentacibn, pero sin
amino&cidos (bB), hasta una tasa méxima de crecimiento de 0,270

mm/dia para el tratamiento con conaiciones minimas de

alimentacibn y ademls con la mayor concentracibn ue aminodcidos

(7B; 40 ug/l)

En el andlisis de covarianza entre el .1atamiento original



e

" (33uduraTidadsax 1/8n gy £ 91¢}) sopropoutwre op mwcﬁuctcou:ou. sal1l : 4y
£ g¢ ‘gz "Ieu op endy : g *edT393Uts endy : Y| °OTIOJeIOQe] [9 US
UOTORIUSWTISAXS Op SBIp 7| SjuURINp Xeplow “jJ op SCAIR| Sp 0ludTWIdAL) -°|] ST

(Svig)ava3

¢l 0l 8 9 ¢
[_[_Fu__L.wh

|

1

i

8¢

=W ¥ W ¥ 4

(Svia)ava3
2l 0O 8 9 % 2 0
b L L UE S B b
T
4
8+ 3
B
L
(Svia)ava3
2l 0l g8 9 b 2 0
p Ll 2t b1 bttt

|

81

LG L S |

01

01

(Svia) ava3 _
2101 8 9 ¥ 2 0 =
U O T T W S T I Y =
D
2z -
n,
)0

¥3
93 m
~wm
g¢ g =
>
(=)
ol »
1)

(Svig) av.a3

2 0 8 9 v 2 O —
T T O S Y o
B =
g @
1
f\b.l\..ﬁlv)ﬂ
. 30
Vi .r.wIWl_.J
— w
— 8 -
- >
L =
- .01 o
>
o)



60

. "OpeTMOTIIRd OjUSWTTE uoH OTO0S : g8 ‘opeTnoT
2 ) o : . i - 'N
ojuduiie spu sopisgouiwe OP CIJZW : 4. £ g9 ‘ds ..otmﬁhwﬁ__ﬁ.._ﬂ.w mm
uoToBlUANTIadXS op seip 74 Sjueinp Xepiow ‘g op SeAleT SP OjusTWTIOdaI) -+y) ‘814

(Svig) ava3 (Svid) ava3l
¢l 01 8 9 v 2 o ¢l 0l 8 9 ¢ 2 o
L__.______h__ 0 O O O A T
- 3 _
; = -
\\Alv -
— 9 -
[ g B
g8 = g2 |
— 01 -

(Svia) ava3 (Svia) ava3
¢l 0l 8 9 ¢ 2 0 ¢l o 8 9 & 2 0
B0 T T T I T I 0 T T A O O A I A
P a
- N
s 2
89 = 8¢ e
— 8 —
— 01 -

| (ww)
YANVLSI ANLI9ONOT

o

o

“ Twwv) h
YVONVLSI GNLIINOT

o



61

y sus repeticiones, se encontrb que hay tasas de crecimiento
similares y que los organismos provienen de la mismé poblacibn
con un nivel de confianza del Y5% (Tabla Xv), por lo cual se
procedid a tratar original y repeticiones como un sblo paguete

en los andlisis posteriores .

Del resultado del andélisis de covarianza entre los
tratamientos con tasas de crecimiento signiticativo (5B,6B,7B y
8B) representado por condiciones minimas de alimentacibn hay
ditferencias altamente signitficativa entre 1los primeros tres
tratamientos (5B,6B y 7B) que contenlan am;noécidos y el 8B que

no los tenla (P = 0,001;€= 0,05 ) ( Tabla XVI y Fig.l2).
?
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Tabla XV. Anldlisis de covarianza para probar la homogeneidad
de pendientes (tasas de crecimiento) entre original
y repeticiones de los cuatro tratamientos con
al imento particulado,

5 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 ====== 241155 0.8699

7B 0,042 0.002 0.040 0,008 w=—=== 0.5556 0.5716
88 0.032 0,002 0.031 0.002 0.034 0,004 0.7442  0.6905

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

F.de Variacibn Ge Le S. C. Ce Mo F
5 X X
Trat. ajustados 3 0.15  0.052 17.6558 **
Regresibn 1 5.22 5,222
Exrror 235 0,69 0.002
Homogeneidad 3 0.04 0.014 52209
Error Homogen. 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 ce larvas muertas y
removiaas diariamente de cada tanque, el ntimero - ae
supervivientes y el nltmero de organismos totales, La mayor
mortalidad ocurrid entre _el.sexto y séptimo dla despubs de la
eclosidbn 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
séptimo y octavo dla después de la eclosibn, La mortalidad

total (duracibn del experimento) fue tambiktn diterente entre

estos grupos: se presentd al octavo dia bajo condiciones de
inanicibn (1A y 1B) y tambikn en el experimento 2B; al décimo
primer dia en dos de los experimentos bajo condiciones tebricas
de ‘inanicibn (3B y 4B) y al concluir artificialmente al décimo
segundo dla los experimentos bajo cbnuiciOnes minimas de

alimentacibn (58, 6B, 7B y 86B). En estos cuatro experimentos

se encontraron todavia supervivientes.,

La tabla XVIII 4y la Figura 13 reéumen los datos de
porciento de supervivencia para todos los tratamientos y sus
repeticiones, Pueden observarse tendencias similares a 1las
descritas en la tabla XVII. En adicibn, se presentan en
general aos patrones de supervivencia que parecen .representar

por un lado a los experimentos desarollados bajo condiciones de
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inanicibn (1A y 1B) y bajo condiciones tebricas ae i1nanicibn
(3B y 4B, exceptuando el tratamiento 2B), y por otro lado a los
experimentos desarrollados bajo condiciones minimas de
alimentacibﬁ (5B, 6B, 7B y &B).
/ i

En el primer caso, el porciento de supervivencia se
mantuvo por arriba del 74% hasta el sexto dla despuls de la
eclosibn, seqguido de una drastica mortalidad que did lugar a un
porciento de supervivencia entre el 0 y el 16.5% para el octavo
dia desputs de la eclosibn, En el segundo caso, el 75% minimo
de Supervivencia tambikn se observd hasta el sexto dla después
de la eclosibn, seguido de una mortalidad comparativamente ms
reducida y menos pronunciada que dib lugar a un porciento de
supervivencia superior al 20% ue se mantuvo aproximadamente
constante desae el noveno dla después de la eclosibn,. hasta el
dia 12 en el que el experimento fue concluido artificialmente.
En estos tanques la supervivencia final fue de 21.3%, 33.0%,
34,1% y 18.2% para los experimentos 5B, 6B, 7B y B

respectivamente,

No hubo una diterencia significativa (P > 0.05) entre el
tratamiento original y sus . repeticiones, a excepcibn del
tratamiento 2B (fig.l12 28), posiblemente debido a una mala

eleccibn de los huevecillos.,

En los resultados obtenidos al aplicar la correccibn por
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Tabla XVII. Nhmero de larvas muertas diariamente a lo largo del
experimento (M), ntmero de supervivientes (S) y
totales (T) en un experimento de 12 dias
en el laboratorio,

DIAS

Exp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 8 n

1A 09 03 02 07 14 01 84 36 - = - - 156 0 156
1A 10 04 03 07 03 05 83 16 - - £ - 131. © 131
1A 12 04 02 06 02 01 46 57 - = - - 130 0 130
1B 01 05 07 02 03 17 81 34 - = s - 150 & 150
1B 09 0L 05 02 02 27 131 03 ~- = - - 180 0 180
1B 09 00 06 00 03 02 130 28 01 - - - 179 0 179
2B 03 20 39 20 03 01 03 30 - - - - 119 0 119
2B 00 112 22 02 02 01 00 01 ~- - - - 140 0 140
28 01 00 25 25 03 00 48 55 - - - -~ T8 0 157
38 02 00 16 05 05 09 16 77 31 - - -~ 161 & 161
338 00 02 04 03 04 08 26 130 17 01 01 - 19 0 196
38 0L 03 03 02 03 01 18 97 09 15 08 01 161 0 161
4B 02 23 13 03 03 07 16 79 06 05 02 - 159 0 159
4B 01 14 16 0l 02 03 16 107 03 04 - - 169 0 169
4B 05 05 12 02 02 04 23 ‘72 12 - " ~"157 @ 131

90 32 122
16 id2
105 32 137

5B 0o 09 25 01 10 01 10 11 06 11
5B 02 06 05 00 06 05 13 33 22 04
5B 00 19 05 01 09 05 20 34 11 01

ocCcCo

ccCco
v
(<3}

87 32 119
j 49 133
65 35 100

6B 01 20 01 01 08 05 09 26 08 - 07 01
6B 00 05 02 02 07 00 oO08 32 22 04 02
6B 00 06 02 01 06 07 05 15 09 10 04

Lol e
o
o

7B 03 14 09 05 08 05 03 11 26 06 0 0 50 56 l46
7B 01 03 06 02 03 04 06 39 18 10 01 01 94 35 129
7B 00 02 03 01 13 09Y 06 12 13 09 U 0 68 37 105

8B 02 1z 04 05 04 04 17 39 20 05 0 01 113 14 127
8B 01 00 01 05 01 01 34 57 o0& 10 03 00 121 32 153
8B 00 08 04 03 07 00 10 43 33 06 01 00 115 34 149

— s e G - G G G G oo fmm S G S S o (mn Ghe S S Gms S Gme S GEn Goe M Gme S S S G Gms G S S s Ghe Gun G Gmn S e G S e G GRS G G e G e G50 (e G e G G G =
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Tabla XVIII., Datos de supervivencia no corregidos de los.estadios

larvales de F mordax,mantenida en direrentes
concentraciones de aminodcidos y alimento particulado

en el laboratorio,

EXP  # INICIAL DURACION PORCIENTO. DE_SUPERVIVENCIA

DE LARVAS DEL EXP DIA DIA DIA DIA FINAL
6 7 Y Y DEL EXP

1A 156 8 76.9 23 4 0 = =
15" 131 8 75.6 12.2 0 - =
1a'! 130 8 79.2. 43,8 U - =
1B 150 8 16.7 224l 0 = =
1B' 180 8 74.4 L7 0 - =
B!’ 179 9 88.8 l6.2 0.6 = -
2B 1189 8 2747 2542 0 = =
2B' 140 & 0.7 0.7 0 = -
2B*" 157 8 65,6 35,0 0 - -
3B l61l 9 717.0 67.1 1.9.3 0 =
3p*! 101 12 91,9 60,7 20,5 14.9 0
4B 159 ) 67.9 57.9 b2 4.4 0
4B' 169 10 781 67.5 4,1 2.4 0
4B" " 137 9 78.1 61.3 6.8 0 =
5B 122 12 62,3 54,1 45,1 40,2 26,2
5B 412 12 _ 80.6 70,1 43,4 17,5 14,3
5a'* 137 12 T1:5 56,8 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
6B'"' 100 12 76,0 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
7B' ' - 105 12 13.3 67.6 56,2 43.8 35,2
8B 127 12 75.6 62,2 31.5 15.7 11.0
6B 153 12 94,1 71.9 34,6 29.4 20,9

gB'! 149 12 85.2 78¢5 49.7 27.5 22,8
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pesca (Tabla XIX) se observa que, aunque el nlmero de
supervivientes esperados se 1ncrementd, el porcentaje de
supervivencia esperado tfue el mismo gue el obtenido al
considerar btnicamente mortalidad natural, Los coeficientes
instantaneos de mortalidad (Z) m&s bajos <rueron en el
experimento 7B con un rango de 0,079 a 0.1086 y los mayores en

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

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

1A 169 13 156 0 - B =
1A’ 144 o ihed 131 0 - = =
ia'! 143 13 130 0 - - o

1B 160 10 150 0 o= = -
1B* 189 9 160 0 - B =
1g*? 188 7 179 0 - = =

2B 134 15 119 0 - - -
2B° 155 15 140 0 - - =
2Bt 177 20 157 0 - o -

3B 173 12 lol 0 = - o
3B 208 12 196 0 - - e
3B 176 15 lel 0 - = o

4B 164 25 158 0 = e =
4B 194 25 169 0 - = =
4B'"' lo2 49 137 0 - - =

5B - 152 30 90 32 40 26,3 0,111
5B 142 30 96 16 20 - 14,3 0.162 .
584 167 30 105 32 48 23,4 U.121
6B 149 30 87 32 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 35 43 273 0,108
7B 135 J0* 68 37 48 3w 0,086
6B 157 30 113 14 17 Lol el U.183
8B' 1.83 30 1.21 . 36 20,9 0.134
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

Utilizacibn de amnipnodcidos por buevos ge E.  wordaxe  En
los experimentos con huevos de [. worgax se observdb que el
intercambio de material marcado fue insigniticante,
representando menos del 1% del material radioactivo del medio,
Al haber una entrada insigniticante de alanina marcada hacia
los huevos de esta especiey existiendo por el contrario una
salida de 17 amino&cidos, no se'puede hablar de un proceso de
absorcibn de aminodcidos y por consiguiente de ningln beneficio
energético para los huevos de E wordax. Estos resultados éon
contrarios a los reportados por Siebers y Rosenthal (1977)
quienes trabajando con huevos del arenque Clupea harebdus,
encontraron que hay absorpibn ae aminodcidos en un rango de 0.5
+/- 0.1 a 18.8 +/- 2.7 pH/huevo/hora y dque ¢é&sta depende del
gesarrollo embriolbygico del huevo, 840 embargo, estos
resultados tueron obtenidaos en base a experimentos
desarrollados con carbono 14, y a traveks de la utilizacibn de
este mbtodo se puede detectar btnicamente lo que entra al
organismo,.pero ho ‘lo que sale el mismé; Para este caso, la
entrada de sustancias marcadas no demuestra una entrada neta
del sustrato (Johannes et al., 1969; Davis'y Stephens, 1963).
Por esta razbn y en base a 1la técnica Qtilizada, Siebers y
Rosenthal (1977) concluyeron la existencia ae ﬁn beneficio
nutricional para los huevos de (. harengus. Tal -conclusibn

debe ser demostrada por andlisis mbas directos y especlficos,
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como al utilizar la HPLC, como se hizo en este estudio que

indica el flujo total entre el organismo y el medio,

Utilizando té&cnicas més precisas en su trabajo con huevos
de C. barepus, Hollelandy Fyhn (1986) encontraron, al igual
que para este trabajo con huevos de E. nmordax, una disminucibn
en la concentracibn de aminodcidos libres, de 95 a 68 ‘nM/huevo
entre el ‘tercero y . séptimo ala. En base a sus resultados
concluyeron ¢ue este tenbmeno fue el resultado de un proceso
natural dentro del desarrollo ontogenético cel organismo. Es
tambitn posible que la salida de amino&dcidos de los huevos de
E. mordax pudiera explicarse como un proceso “similar al

encontrado en L. bharengus.

Para el caso de huevos de  invertebrados . marinos,

aparentemente si ha podido detectarse 1la absorcibn de

alminodcidos, Por ejemplo, Manahan (19&2) encontrb absorcibn de

glicina de una concentracibn ambiental e 0.57 uM en huevos de
Crassostrea gigas 60 minutos despubs de la fertilizacibn y Epel
(1972) encontrb absorcibn de aminodcidos diez minutos después

de la fertilizacibn en huevos ael erizo ae mar

Stongylocentrotus purpuratus.

Dtilizacibn de aminedcioes por larves vitelinas de E.

norgax. Los resultados de los experimentos desarrollados con

larvas vitelinas de E pordax indican una diferencia entre 1los
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tlujos de 1lic obtenidos midiendo la radioactividad en el tej ido
de la larva vitelina (5.44 +/= 0.51 ph/mg/hora) y aquellas de
mediciones en el medio (8,74 by = 1:31 pli/mg/hora) .
Posiblemente &sto representa el carbono metabolilzado por la
larva . Del 33.2% de alanina marcada que disminuybd el medio,
solo el 56.0% pudo ser medido; 49,.,3% incorporado a protelnas y
6.7% a aminodcidos libres, El faltante 44,0%, como s€ menciond
anteriormente, fue quizas pérdido como:l4cq2, un producto de la
respiracibn metabblica. Resultados similares fueron reportados
por Davis y Stephens (1984 a).quienes encontraron 48% del lqc
incbrporado a protefnas, 25.1% dentro de aminodcidos libres y
14.7% presumiblemente como CO» en larvas de galleta de mar
Dendraster ex56enLrilcus. Manahan (1982) tambitn encontrd que
desputs de 100 minutos de incubacibn ae larvas de bivalvos en
glicina radioactiva, 47% estuvo incorporada a protelnas, 12.6%
en -aminodcidos libres y 38% fue oxicado a CO2 .- Davis. Y
Stephens (1964 b) mencionaron gue para equinodermos, si el
proceso de incorporacibn fuera -continuo y si se asume que 50%
de los aminodcidos libres son incorporados en macromoléculas,
tsto puede ser dna estimacibn de la £asa de sintesis de
protelnas, Sin embargo, no se puede asumir la misma hipbtesis
para larvas vitelinas de [ pordax debido a ue se observdb una
incorporacibn del 49,3% Ue]”C a portefnas, pero a la vez hubo

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

andlisis de HPLC,



En un experimento con larvas de tres ulas del erizo de mar
SLIODGY1QSEDLLOLYS DULPLLGUS, Se encontrd que despuds de una
incubacibn en una mezcla de aminodcidos previo al experimento,
hubo salica de glicina y serina y la tasa ae salida aumentd con
el desarrollo larval (Davis y Stephens 1984b). Sin embargo,
cuando estos mismos autores trabajaron con larvas ae éeis dlas
de edad, hubo un decremento significativo en el flujo ae
serina, Rice et al, (1980) tambikn encontraron pérdida de
aminodcidos de larvas de ostra (Ostrea edulis)’ pero
coﬁsiaeraron gue ¢&sto se debid a la gran denéidad de organismos
en el experimento (400/ml), y gue la calicaa del agua
circundante de las larvas pudo haberse deteriorado, thannes
et.al. (1969) reportd 1la pérdida de aminodcidos de un
ectoparasito marino Bdelloura canuida a una tasa cuatro veces
may or que la tasa de entrada, de una concentracibn de 0,5 uM de
aminodcidos marcados, a la vez hubo incorporacibn ueﬂb en el
organismo que se . atribuyb a un posible cambio dirusional.
Debido a que se observdb ue la salida de aminodcidos de larvas
vitelinas de E. mordax (7.5 pl/larva/hora) Lue tres veces
may or que la entréda (2,5 pM/larva/hora), no se puede hablar de
un benetficio energético de los aminodcidos, aungue haya habido
incorporacibn a protelnas, esto posiblewnente tue debido a un
intercambio, Consiaerando los cinco aminodcicos que salieron
tanto de huevos como de larvas y que no se agregaron en el
medio inicial, es posible gque se deba también a un proceso de

difusibn . Davis y Stephens (1964 b) encontraron que para la

2
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serina, el tlujo cambib en proporcibn al gradiente de

concentracibn sugiriendo tambikn un proceso de difusibn,

Eiecko de amipodcidos cb el crecimwiento y supervivencia de
Jarvas de L. NOLGa K. Alin  cuando los experimentos ge
‘utilizacibn de aminodcidos sugieren que las larvas ~de E.
norgaxs no pueden haberlos utilizado como iuentes airectas ae
energla, los datos de crecimiento'y supervivencia 1lndican la
posibilidad de wutilizacibn indirecta a través de los

microtlagelados presentes y/o a travbks del zooplancton del cual

se alimentan,

Por ejemplo tanto el crecimiento como la supervivehcia se
incrementaron signiticativamente a partir de la adicibn de
aminodcidos, y entre los experimentos aesarrollaaos c¢on estas
substancias organicas disueltas,tanto el crecimiento, como
también la supervivencia tinal se incremnentaron con un

incremento en la concentracibn de aminodcidos,

£l efecto positivo de los aminoéciuog es ‘particularmente
eviaente en los experimentos desarrollados bajo condiciones
reales de 1nanicidbn en tangues con agua ue lwar sintética y en
tanques con agua de mar natural. La supervivencia de larvas de
E mordax en é&stos Ultimos se incrementd significativamente,
sugiriendo la 1importancia de las substancias organicas

disueltas presentes en tforma natural en el medio ambiente
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marino,

No existe en la literatura intormacibn para comparar 1los
datos encontraaos en este trabajo. Este es el caso

particularmente para larvas de L, MOrGaxe Sin embargo, la
informacibn disponible (Quihéhez Velbzyuez, 1965; Rodriguez
lMurillo, 1983) apoyan los resultados derivados de este estudio
y contemplan tambikn la importancia ecolbyica de la materia
orgdnica disuelta en el crecimiento y el la supervivencia de
larvas de peces marinos,

Por ejemplo, las tasas de crecimieto (0.17-0.27 mm/dia) ae
larvas de E. nerdax bajo las condiciones minimas ae
al imentacibn empleadas en este estudio son superiores a las
reportacas en la literatura (0.07 wm/dia) para larvas  de esta
especie bajo condiciones de alimentacibn comparables y son
similares a la tasa de crecimiento (0.03 mw/dla) encontrada
para larvas de [. nordax bajo condiciones subbptimas «qe
alimentacibn ( > condiciones minimas de alimentacibn) (Lasker
et al., 1970; rKramer y 4wveitel, 1976). Los valores més
elevados de tasas de crecimiento reportadas para larvas de esta

especie bajo condiciones bptimas ae alimentacibn se encuentran

entre 0,40 - 0,50 mnm/dla (Laske: «t al., 1Y70; Quinhbnez

Vel &zquez, 1985).

Por otro lado, las tasas de crecimiento (0,04-0.11 mwm/ala)
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de larvas de [, pordax encontradas en este trabajo bajo
condiciones tebricas de inanicibn (amino&cidos presentes en
diferentes concentraciones como tinica "iuente ae alimento'')
son similares a las encontradas por Quihbnez Velbzgquez (1985)
para larvas de esta especie (0,09 mnm/dla) también bajo
condiciones tebricas de inanicibn (material organico
particulado como tnica ''fuente de alimento''). Las tasas de
crecimiento encontradas para ambos casos son mayores que las
reportadas en la literatura para larvas de E. "o A
(0,04-0,07 mm/dila) Dbajo conauiciones reales de 1inanicibn vy
ligeramente menores a las reportadas'por Lasker et al., (1970)
para larvas de FE. mordax bajo condiciones bptimas de

al imentacibn (0,14 mn/dia).

Un beneficio eviuente de la presencia ce aminodcidos se da
en -el efecto aparente que tienen en prolongar la supervivencia
a larvas de f. pordax hasta en mbas de tres dlas, comparada con
los experimentos desarrollados bajo conaiciones reales vy
condiciones tebricas de inanicibn., La signiricancia ecolbgica
de factores que pudieran extender el tienpo de supervivencia de
larvas de peces es evidente y ha sido discutida por Rodrliguez

[Murillo (1983),

Prolongar la supervivencia de larvas de peces en su niealo
natural bajo condiciones ae alimentacibn les permitiria

incrementar las probabilidades de encontrar mejores condicicnes
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al imenticias y de esta manera reducir tambitn la mortalicad por
inanicibn y depredacibn, que se podrla traducir en un mejor
reclutamiento para una clase anual mds <fortalecida, Esta -
importancia serla al menos significativa hasta antes de que las
larvas llegaran al punto de inanicibn irreversible (Lasker et
al,, 1970; ~ May, 1971; Houde, 1974), o a un punto de tal
deterioro energético en el que la depredacibn serla una causa
significativa de mortalidad por 1la susceptibilidad de las
larvas a este fknomeno (0'Connell y Raymond, 1970; Alvariho,

1977; Hunter, 1984; Cisneros-Mata, 19&5).

Los postulados mbs importantes en la ecologla alimenticia
de larvas de peces marinos basan el &xito en la supervivencia
de &stas en una serie de premisas centradas en la
disponibilicad de alimento del tipo y tamaho adecuado (Lasker
et - al., 1970; Laske;, 1975; Hunter, '1977, 1961; Scura vy
Jerde, 1977), en la concentracibn minima necesaria (0'Connell y
Raymond, 1970; Houde, 1977,1978; Houde y Schecter, 1981),.y
auem&s disponible antes del inicio de la inanicibn irreversible

(Lasker et al., 1970; May,1Y971; Houde, 1Y74).

Ante condiciones naturales caracterizadas pof aparentes
concentraciones subbptimas de alimento (Beers y Stewart, 1967,
1971; Arthur, 1976, 1977) vy coﬁdiciones mediocambientales
impredecibles y aleatorias (Lasker, 1975), el &xito alimenticio

de larvas de peces marinos y su concecuente efecto en la clase
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coincidencia espacio-temporal de estos tactores,

Los resultados obtenidos en los experimentos de
crecimiento y supervivencia aunados a otros estudios en los que
se hace- evidente el efecto positivo‘ ce "' fuentes no
convencionales'' ae alimento para larvas de E. Loragax,
sugieren que exiten otras <fuentes de energia potencial en el
ockano que pudieran ser utilizadas con éxito por larvas de
peces marinos (Mottfatt, 1981; Rodrliguez Muriilo, 1983;
Quihbnez Velblzquez, 1985; Carrillo Barriog-Gbmez. y . Solls

Guevara, manuscrito (b)).

De lo expuesto en este trabajo se puede resumir que en
huevos de [, morgax hubo wuna entrada 1insigniiicante de
material marcado y hubo liberacibn elevada de aminodcidos.
posiblemente esto se cebib a un proceso tisiolbgico del
organismo como sucéue en Clupea barepgus (Holleland y Fyhn
1966), Si 1la materia orgyadnica disuelta puede proveer un
benetficio energéﬁico a las larvas vitelinas, es poco evidente,
como lo muestran los andlisis bicgulmicos; sin embargo,
consiaerando los experimentos de crecimento y supervivencia es
claro que directa o indirectamente, estan recibiendo algln
beneficio de los aminodcidos; cuando y bajo ¢ue mecanismo no
es claro todavia, pero quizls sea en algln momento posterior a

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

fisiolbgico de la larva, y bsto es de suma importancia en 1la
naturaleza, ya sea para poder competir con otros organismos por

alimento o para evitar la depredacibn,
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V. CONCLUSIONES

l.- Los huevos de E., mordax no obtienen ningtin beneficio
energttico de los amino&cidos, debido a gque no se observd un

proceso de absorcibn, sino una ptrdida de amino&ciaos .

2,- Aungue hay 1incorporacibn de alanina marcada a las
larvas vitelinas en un 49,3 % en protelnas, y 6.7 % en
aminodcidos libres, existe tambikn una salica de aminodcidos
tres veces mayor que la entrada, por lo cual se concluye, que
las larvas vitelinas no est&n obteniendo vninghn beneficio

enercgético de la absorcibn de amino&cidos.

3.- Los experimentos biogulmicos demuestran que tanto
huevos, como larvas vitelinas no utilizan aminodcidos. Sin
embargo, los experimentos de crecimiento y supervivencia
demuestran que las larvas estédn recibiendo alglin beneficio ae
los aminodcidos libres, bsto es posiblemente aebido a un eiecto
sinergista entre el <fitoplancton, zooplancton y amino&cidos
después de la absorcibn del saco vitelino, por lo cual se

concluye gue indirectamente las larvas recibieron un posible beneficio

nutricional de los aminoacidos.



RECOMENDACIONES

l.- Realizar monitoreos bioquimicos ael tlujo de
aminodcidos entre el medio y 1la larva a ditferentes

concentraciones, por medio de andlisis de HPLC y Lhe,

2.- Realizar andlisis biogqulmicos con estadiocg larvales al
término de la absorcibn del saco vitelino, ya que es en este

momento cuando un suplemento energético por la MOD puéde ser

muy importante,

3.- En los experimentos de supervivencia y crecimiento
controlar la concentracibn de aminodcidos a 1lo largo del
experimento, posiblemente al principio,a la mitad vy él final
del experimento ya que son andlisis muy importantes. pero

laboriosos,

4,- Tener extremo cuidauo en el manejo de huevos y larvas
de L. nordax en la separacibn, tamizado y sitoneo, ya que son

organismos muy delicados y fhcilmente pueden ser dahados,
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