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Resumen de la tesis que presenta Jonathan Pinto Jiménez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Desarrollo larval y composicion de acidos grasos de la langosta roja Panulirus interruptus alimentada con
nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con diferentes dietas

Resumen aprobado por:

Dr. Eugenio Diaz Iglesias Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Codirector de tesis Codirector de tesis

La langosta roja Panulirus interruptus, representa un ingreso econdmico sustancial para México. Sin
embargo, aunque la pesca de esta especie se considera estable, las poblaciones se encuentran en su
maximo sostenible. La langosticultura es una opcién sustentable para satisfacer la demanda en el mercado.
No obstante, existen diferentes factores que han impedido su desarrollo a escala industrial, principalmente
debido a cuestiones tecnoldgicas y nutricionales durante el desarrollo larval. En esta investigacién, se
evalud el efecto de dos dietas en el desarrollo de larvas filosoma tempranas, a base de Artemia franciscana
enriquecida con dos fuentes de acidos grasos altamente insaturados. El enriquecimiento se aplico por tres
horas con dos tratamientos, uno con una mezcla de las microalgas marinas Isochrysis sp. y Phaeodactylum
tricornutum en combinacidn con aceite comercial Omegamex® en relacién 1:1 (MA+A), y otro con uso
exclusivo de aceite Omegamex® (A). No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia y el
crecimiento entre los tratamientos en los estadios Il al IV. La duracion del periodo de intermuda fue menor
en las larvas estadio Il (18 dias) alimentadas con la dieta A. Sin embargo, en los estadios Ill y IV las larvas
alimentadas con la dieta MA+A presentaron un mayor peso seco y peso organico. El analisis de acidos
grasos de las dietas dio como resultado una baja concentracion de acidos grasos polinsaturados (AGPI) en
la dieta MA+A, siendo mas alta en la dieta A (4.75 %, 1.66 pg-mg?). La concentracién de DHA, fue mayor en
la dieta A (0.73 %, 0.15 pg-mg?), y no se encontraron diferencias significativas en EPA y ARA. En las
filosomata, la mayor concentracién de AGPI y AGAI fue en el estadio Il alimentadas con la dieta MA+A,
mientras que el DHA, fue mayor en las larvas alimentadas con la dieta A en los estadios Il y IV, lo cual
refleja la mayor concentracidn de este acido graso en la dieta A. A pesar de tener bajas concentraciones de
ARA (0.01- 0.02 ug-mg?) en las dietas, las filosomata presentaron altas concentraciones de éste acido graso
en ambos tratamientos (3.94-7.23 pug-mg?), lo que podria sugerir que las larvas tempranas de P. interruptus
tienen la capacidad de secuestrar de manera preferencial ciertos acidos grasos debido a su alto
requerimiento.

Palabras clave: Filosoma, Panulirus interruptus, microalgas, dietas mixtas, Artemia enriquecida,
acidos grasos.



iii
Abstract of the thesis presented by Jonathan Pinto Jiménez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Aquaculture.

Larval development and fatty acid composition of the red lobster Panulirus interruptus feed with Artemia
franciscana nauplii enriched with different diets.

Abstract approved by:

Dr. Eugenio Diaz Iglesias Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Thesis codirector Thesis codirector

The fishery of red lobster Panulirus interruptus represents a substantial economic income for México.
However, although the fishery is considered stable, the populations are in the maximum sustainable yield.
The lobster aquaculture could be a suitable option to satisfy the market demand. However, there are
different factors affecting its development to industrial scale, mainly due to technological and nutritional
issues during the larval development. In this research the effect of two types of diet on the development of
early phyllosoma stages were tested using Artemia franciscana nauplii enriched with two sources of highly
unsaturated fatty acids. Two treatments were used: a mixture of the microalgae Isochrysis sp. and
Phaeodactylum tricornutum in combination with the commercial oil Omegamex® with 1:1 ratio (MA+A),
and the other with Omegamex® oil only (A). There were no significant differences in survival and growth
(total length) between treatments at phyllosoma stages Il, lll and IV. The intermoult period was significantly
shorter at stage Ill (18 days) in feed whit diet A. Larval stages Ill and IV feed with MA+A had higher dry and
organic weight. The fatty acid analysis in diets showed low polyunsaturated fatty acids (PUFA)
concentrations, being higher in diet A (4.75 %, 1.66 pug-mg™). The DHA concentrations was also higher in the
diet A (0.73 %, 0.15 ug-mg?) and no significant differences were found in EPA and ARA concentrations
between diets. In phyllosomata stage Il PUFA and highly unsaturated fatty acids were significantly higher in
the phyllosoma feed with treatment MA+A. However, DHA concentration was significant higher in
phyllosoma feed with treatment A in stages Ill and IV, and reflected the higher concentration of DHA
present in diet. Despite low concentration of ARA in diets, the phyllosomata presented high concentrations
from both treatments, suggesting that early larvae of P. interruptus can preferentially sequester certain
kind of high output fatty acids.

Keywords: Phyllosoma, Panulirus interruptus, microalgae, mixed diets, enriched Artemia, fatty
acids
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Produccion mundial de langostas

La produccién mundial de crustaceos mediante las actividades acuicolas y pesquera registrada hasta el afo
2014, suma un total de 13.8x10° t, de las cuales el 50.0% corresponden a actividades acuicolas (6.9 x10°t,
con un valor de 36.2 x10° millones de ddlares), y de éstas, la produccién de langosta fueron 948 t con un
valor de 10.4 millones de ddlares. Estas cifras que disminuyeron un 54 % con respecto a la produccion del
2013 (FAO, 2014). Los tipos de langosta que mas se capturan son los bogavantes Homarus spp., Nephrops
spp. Y Metanephrops spp. (con un 70 % de la produccion total), seguidos de las langostas espinosas

Panulirus spp. y Jasus spp. (con 28 %) vy, por ultimo, las langostas de la familia Scylaridae (2.0 %).

América del norte produjo en 2014 el 64.7 % de langostas y bogavantes a nivel mundial, siendo Canada y
Estados Unidos los que presentaron mayores porcentajes (30 % y 22 %, respectivamente), mientras que

México, aportd 1.4 % (CONAPESCA, 2013; FAO 2016).

1.1.1 Produccién en México

En México, la langosta es un producto bien cotizado a nivel nacional e internacional, siendo la langosta
como la tercera especie de productos pesqueros mds exportados (CONAPESCA, 2013). El volumen de
produccién de langosta mediante pesquerias se encontraba en el lugar 35 para el afio 2013 con un total de
3,535 t. Por su valor, la produccion de langosta ocupd el lugar numero seis y, hasta el 2013, ha tenido una

media de crecimiento anual de 3.36 % (CONAPESCA, 2013).

Los tres estados con mayor relevancia en la produccion de langosta han sido: Baja California Sur (1,461 t),
Baja California (721 t) y Quintana Roo (467 t), siendo el estado de Baja California Sur el mas productivo

desde 2004.



1.2 Biologia de Panulirus interruptus

1.2.1 Distribucion

A lo largo del Pacifico mexicano existen cuatro especies pertenecientes a la familia Palinuridae, conocidas
como “langostas espinosas”. Estas especies son: Panulirus gracilis, P. inflatus, P. penicilliatus y P.
interruptus, siendo ésta Ultima la de mayor importancia econémica, pues representa entre el 95y 97 % de
la produccién por pesqueria en la Peninsula de Baja California (Chavarria-Ruiz, 2013). La langosta roja P.
interruptus, presenta una amplia distribucidon sobre la costa occidental de la Peninsula de Baja California,
abarcando desde San Luis Obispo, E.U.A. (35 °N), hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur (23.5 °N). Sin
embargo, los ejemplares mas surefios capturados de esta especie corresponden a Manzanillo Colima,
Meéxico. Johnson (1960), menciona dos principales puntos de concentracidén de P. interruptus, uno de ellos

se encuentra en las costas de Baja California, cerca de Isla de Cedros y la otra en El parque del Canal Islas de

la cuenca sur de California, E.U.A. (Figura 1). Vega-Velazquez (2006), determind que la principal porcién de

la poblacién se encuentra en Baja California Sur, entre Isla de Cedros y Punta Abreojos.
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Figura 1. Mapa de distribucidén de P. interruptus. Zonas donde se realiza su captura comercial y areas establecidas
como reservas para esta especie (Phillips 2013).



1.2.2 Ciclo de Vida

El desarrollo larval de la familia Palinuridae se presenta en dos fases, la primera es la fase plancténica, que
consiste en una serie de estadios larvales conocidos como filosoma (figura 2). El desarrollo larval de la fase
filosoma se lleva a cabo en aguas oceanicas y la duracién, el nimero de estadios y el tamafio de la larva,
son especificos de cada especie (Phillips, 2013). La segunda fase, conocida como puerulo, es bentdnica y
durante ésta, la larva regresa a la costa para su asentamiento. Una vez que el puerulo se transforma en
juvenil, completa su desarrollo en costas poco profundas y, conforme madura, migra hacia aguas mas
profundas donde se reproduce completando su ciclo de vida (Figura 2) (Kittaka, 1997a; Goldstein et al.,

2008; Phillips, 2013).

El desove de P. interruptus y sus primeras fases larvarias fueron descritas por Johnson (1956), a partir de
muestras de zooplancton recolectadas por el programa CalCOFI. Determind que el desarrollo larval de esta
especie consiste en Xl estadios filosoma, con una duracién aproximada de 7.5 meses. Se describe a la
filosoma de P. interruptus, como una larva plana y delgada como una hoja de papel, transparente, con
cromatoéforos color rojo en los pereiépodos, que en el primer estadio alcanza aproximadamente 1.5 mm de
longitud y en el dltimo estadio llega hasta los 30 a 32 mm (Johnson, 1956, 1960). Posteriormente se han
descrito “instar”’ (estadios adicionales no descritos en los estadios originales) en estudios experimentales,
los cuales dependen de diferentes factores, entre los principales se consideran la temperatura y la

disponibilidad y calidad de alimento (Dexter, 1972; Bautista-Soto, 2016; Niebla-Lépez, 2016).

Cuando el ultimo estadio larval metamorfiza en puerulo, éste continda siendo translucido, presenta una
morfologia similar a la de un adulto y comienza la busqueda de asentamiento (Johnson, 1960). Una vez que

el puerulo se establece adquiere pigmentacién y metamorfiza en juvenil (Pefialoza-Mayorazgo, 2008).

Los primeros estadios filosoma ocurren principalmente entre junio y noviembre en el medio natural
(Johnson, 1960). Sin embargo, ésto puede variar durante periodos de “El Nifio” o “La Nifia”’ pues dichos
eventos aceleran o aletargan, respectivamente, los procesos de incubacién debido al incremento o
descenso de la temperatura del agua (Ortuifio-Manzanares, 2000; Vega-Veldzquez 2003; Pefialoza-

Mayorazgo, 2008).
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Figura 2. Ciclo de vida de Panulirus interruptus. (Kailola et al., 1993) modificado por Robles-Murillo (2005).
Recuperado de: Bautista-Soto (2016).

1.2.3 Estudio del desarrollo larval

En Meéxico son limitados los estudios sobre el desarrollo larval de la langosta, la mayoria de las
investigaciones estdn enfocadas a los estadios adultos y a la pesca comercial. Los primeros estudios de
larvas de la langosta roja en México fueron los realizados por Chapa (1964) (citado en Ayala y Chavez,
1985). Posteriormente se describieron los aspectos morfolégicos de larvas filosoma y juveniles recolectados
frente a la costa centro occidental de Baja California (Ayala y Chavez, 1985). Asi mismo, se han realizado
investigaciones sobre la dinamica, distribucién y abundancia de filosomata de P. interruptus en la parte sur
de la corriente de California, las cuales han permitido generar relaciones entre los parametros ambientales
y la presencia de diferentes estadios de filosomata (Pefialoza-Mayorazgo, 2008; Garcia-Kauffman, 2009;
Ortufio-Manzanares, 2010). Con base en relaciones entre la abundancia de la filosoma | y la temperatura
del océano, se ha sugerido que un intervalo entre 16 y 23 °C puede ser apropiado para el desove en
laboratorio. En cuanto a la salinidad estaria entre 33.1 a 34.59 ups, parametro que se considera critico para

las larvas debido al rango tan estrecho (Vega-Velazquez, 2003).
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Son escasos los reportes sobre la larvicultura y los intentos para completar el desarrollo larval de P.
interruptus en laboratorio. Entre los primeros estudios destaca el desarrollado por Dexter (1972), en un
cultivo experimental, donde logré el desarrollo hasta la filosoma VI, usando un sistema de recirculacion, a
una temperatura de 25°C y una alimentaciéon con base en nauplios de Artemia franciscana y larvas de
peces. En México los intentos para cerrar el ciclo de vida de la langosta roja en cautiverio comenzaron con
Lépez-Zenteno (2004), quien compard dos sistemas de cultivo, obteniendo mejores resultados en
crecimiento y supervivencia con un sistema oligotréfico, con el que logré alcanzar hasta el estadio VI en un
tiempo menor al reportado por Dexter (1972) (94 dias y 114 dias respectivamente). Posteriormente, Galicia
(2006) realizé experimentos sobre respirometria en filosomata | y I, y menciona que la larva utiliza
carbohidratos y lipidos para el catabolismo. Este autor discute que el tamafio y la condicidn de la hembra
tienen una influencia directa en la calidad de las larvas. Por otro lado, Silva (2013), evalué la respuesta de la
filosoma a variaciones de temperatura, salinidad e iluminacidn y encontré que a 22 °Cy 33.5 ups se obtiene
una mejor eclosion. Bautista-Soto (2016) experimenté con diferentes fuentes de lipidos y tiempos de
enriquecimiento de A. franciscana utilizada como dieta en estadios tempranos de filosomata y registré un
mejor crecimiento y supervivencia con el aceite comercial de orbita de atin Omegamex® después de un
lapso de 12 horas de enriquecimiento. Posteriormente Niebla-Lépez (2016) cultivé larvas filosoma en dos
temperaturas (18 y 24 °C) y obtuvo un mejor crecimiento a 24 °C, alcanzando el estadio filosoma VI+++ en
dias. Sin embargo, la problematica con espibiones en el exoesqueleto de las larvas no permitié continuar

con el cultivo a dicha temperatura.

Los requerimientos nutricionales de las larvas filosoma de P. interruptus son poco conocidos. El
enriquecimiento de A. franciscana con fuentes ricas en acidos grasos polinsaturados, han dado como
resultado una buena supervivencia y crecimiento durante los estadios tempranos (Bautista-Soto 2016;
Niebla-Lopez 2016) Los lipidos de peces, ademas de ser una fuente de energia, son fuente imprescindible
de acidos grasos esenciales en estadios larvales de crustaceos, debido a la habilidad limitada que tienen de
sintetizar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (n3), a partir de precursores de cadena corta
(Sargent et al., 1997). Los acidos grasos esenciales como el DHA (22:6n3) EPA (20:5n3) y ARA (20:4n6) son
importantes para la formacion de membranas celulares, en el metabolismo celular, la respuesta
inflamatoria e inmune (Tocher, 2003), por lo que conocer los requerimientos de estos acidos grasos
esenciales en larvas filosoma de P. interruptus ayudaria a mejorar su nutricidn. Ello se considerada un

factor clave para controlar el crecimiento y supervivencia de las larvas de crustaceos.



1.3 Antecedentes

1.3.1 Larvicultura del género Panulirus

Debido a la falta de informacién sobre la biologia y ciclo de desarrollo de la familia Palinuridae, y por la
importancia econdmica que representa, las filosomata pertenecientes a esta familia han sido de amplio
interés bioldgico durante décadas. Kittaka (1997a), menciona que los primeros intentos de cultivo de
langosta realizados en Japdn fueron en el afio 1899 con P. japonicus. Sin embargo, el primer éxito fue
logrado casi 80 afios después, obteniendo el estadio final (XI) en una sola larva (Inoue, 1978, citado por

Kittaka, 1997b).

En los bioensayos de laboratorio para cerrar el ciclo larval de diferentes especies de palinudridos resalta la
utilizacion de dos tipos de sistemas de cultivo, con los que se han obtenido los mejores resultados. El
primero es conocido como sistema de cultivo ecosistémico (Kittaka, 1997b), el cual fue utilizado con
anterioridad para el cultivo de peneidos. La principal caracteristica de este sistema consiste en el uso de
cultivos de la microalga Nannochloropsis sp. en un tanque de compensacion conectado al sistema de
cultivo, circulando asi las microalgas por todos los tanques donde se encuentran las filosomata. El cultivo de
microalgas ayuda a disminuir la proliferacién de bacterias originadas por desechos orgdnicos y mejorar las
condiciones abidticas del agua. Otra de las caracteristicas de este sistema es el uso de tanques con flujo
ascendente, esto con la intencidon de mantener en suspensidn a las larvas, aspecto importante para que su
desarrollo sea exitoso (Kittaka, 1997b). Este sistema permitié completar el desarrollo larval de las especies
Jasus lalandi, J. edwarsii, J. verreauxi, Panulirus japonicus y P. elephas (Kittaka, 1988; Kittaka y Ikegami,

1988; Kittaka y Kimura, 1989; Kittaka, 1997a; Kittaka 1997b).

El segundo es el sistema desarrollado por Ritar (2001) conocido como oligotréfico, también denominado
“sistema azul”, fue utilizado para cultivar a la especie J. edwardsii. El sistema consiste en mantener la
calidad del agua en condiciones 6ptimas, libre de cualquier otro agente u organismo fuera del sistema
mediante el uso de luz ultravioleta. Inicialmente se usaron filtros de 1 um y posteriormente se afiadid
generador de ozono, ademas de que los tanques de cultivo circulares utilizados poseen una serie de tubos
en su interior que permiten generar una corriente de agua para mantener a las larvas en la columna de

agua (Ritar et al., 2006).

En Australia ya se han comenzado proyectos a escala piloto para el cultivo comercial de la langosta

Panulirus ornatus (Phillips, 2013; Francis, 2014). Sin embargo, aun no se han completado los desarrollos
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larvales de diferentes especies de los géneros Panulirus y Jasus, ya que alun existen varios problemas
técnicos y bioldgicos por resolver para que su cultivo a escala comercial sea redituable (Kittaka 1997b). Uno

de los aspectos donde se estad poniendo especial énfasis es el relativo a la alimentacién.

1.3.2 Alimentacion durante el desarrollo larval

Estudios recientes en filosomata de la especie P. japonicus y P. longipes colectadas del medio natural, han
demostrado que las filosomata tienen hdabitos carnivoros oportunistas. Recientemente, con la aplicacion
de técnicas moleculares para identificar el contenido del hepatopdncreas, se han descrito principalmente
algunos taxones de teledsteos, cnidarios, crustaceos y moluscos (leffs et al., 2004; Suzuki et al., 2008; Chow
et al., 2011). Sin embargo, no se ha encontrado una relacién concreta en la preferencia de ciertas presasy
diferentes estadios de desarrollo. Esta variacion en preferencias nutricionales podria atribuirse a la
capacidad de las filosomas para migrar de vertical y horizontal en la columna de agua, por lo que parece ser
gue la seleccion de presas y los requerimientos de las larvas esta mas relacionada al movimiento de las

corrientes en las que se transportan (Moe, 1991).

La determinacion de las preferencias alimenticias en larvas filosoma se ha limitado al uso de técnicas de
observacidén y experimentacién en laboratorio, en donde han probado distintas fuentes de alimento, sin
embargo, solo algunas han sido realmente exitosas (Kittaka, 1997a) y no han contribuido a esclarecer
completamente los requerimientos nutricionales (Smith et al., 2003). Entre estas fuentes de alimento
estan, la Artemia spp. (en diferentes estadios de desarrollo), tejido gonadal de mejillon y larvas de peces de
distintas especies. Las dos primeras fuentes han sido de los alimentos mas exitosos en laboratorio (Dexter,
1972; Kittaka 1997a; Tong et al., 2000; Ritar, 2002). Sin embargo, se han encontrado algunas desventajas
en el uso de estos alimentos, por ejemplo, los nauplios de Artemia no satisfacen los requerimientos de las
larvas a lo largo de todos los estadios larvales, debido a su baja calidad nutricional, principalmente en
acidos grasos poliinsaturados (Matsuda et al., 2006). Por ello es necesario su enriquecimiento previo al uso
como alimento, con alimento que proporcione los nutrientes requeridos, como los acidos grasos esenciales

(Navarro et al., 1999; Liddy et al., 2005; Matsuda et al., 2009, Bautista-Soto, 2016).

Las desventajas observadas en el uso de la génada de mejillén han sido: perfil nutricional variable, rapido
deterioro de la calidad del agua y que el tejido puede quedar atrapado entre los pereiépodos de las larvas,

propiciando el crecimiento de patégenos, ademas de que es complicado obtener pedazos de tejido gonadal
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de tamafio adecuado para ser manipulados por las larvas filosoma (Kittaka, 1997a; Matsuda y Takenouchi,

2007).

Mediante la determinacién de los requerimientos nutricionales de los organismos es posible disefar dietas
formuladas que cubran sus necesidades. En el caso particular de larvas filosoma, la determinacién de
requerimientos y formulacién de dietas ha sido muy dificil debido a la incertidumbre en sus preferencias
alimenticias. Algunos trabajos con P. cygnus y J. edwardsii han abordado el uso de dietas artificiales para
filosomata de estadios tempranos, sin obtener una buena aceptacidon de estas dietas por parte de las
larvas, sugiriendo que prefieren presas blandas (Nelson et al., 2003; Johnston y Johnston, 2007; Cox et al.,

2011).

1.3.3 Uso de microalgas en larvicultura de langostas

Las microalgas son una importante fuente nutricional para el éptimo desarrollo de diferentes especies
animales en cultivo. Las especies de microalgas que han sido ampliamente utilizadas en el cultivo de
crustdceos, principalmente en su etapa larvaria son Chaetoceros spp., Isochrysis sp., Pavlova lutheri y
Tetraselmis suecica (Brown, 2002). El éxito en el uso de estas especies se debe principalmente a su
composicion bioquimica, especificamente a su composicidén de los dcidos grasos poliinsaturados de la serie
n3 como el EPA y DHA, los cuales pueden llegar a concentraciones de hasta 25 % y 10% respectivamente.
Esta caracteristica ha llevado a utilizar dietas mixtas con dos o mas especies de microalgas, con la intencién
de mejorar la calidad de la dieta y de los organismos cultivados (Anzueto-Sanchez, 2014; Cazares-Salazar

2014; Bautista-Soto, 2016).

Las microalgas Chaetoceros sp., Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis spp. y Nannochloropsis oculata se
han utilizado tanto de manera mixta como monespecifica en el enriquecimiento de Artemia, y han
demostrado ser eficientes en el cultivo de larvas de langosta (Ritar 2002, Kittaka 1997b, Tong et al., 2000,
Phleger et al., 2001 Wu et al., 2012, Bautista-Soto, 2016). Ademas de proporcionar altos porcentajes de
acidos grasos poliinsaturados, pueden aportar otros metabolitos secundarios para el desarrollo de la larva,
como vitaminas (Brown et al., 1997), precursores de enzimas y algunos compuestos que tienen actividad

antimicrobiana (Molina-Cardenas, 2011).



1.3.4 Contenido de acidos grasos en filosomata

En la larvicultura de las langostas espinosas, la deficiencia en la alimentacién durante el desarrollo larvario
se ve reflejada en una alta mortalidad y pobre crecimiento (Galicia, 2006) y, aunado a esto, en una mala
calidad de las postlarvas obtenidas. Estos problemas han sido atribuidos a una deficiencia de lipidos en las
dietas utilizadas para la alimentacion de los estadios tempranos (Ritar et al., 2003; Nelson et al., 2004;
Liddy et al., 2004, 2005; Matsuda et al., 2009) y, especificamente, de acidos grasos esenciales, como el
acido eicosapentanoico (EPA, 20:5n-3), el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) y el acido araquiddnico
(ARA, 20:4n-6). Estos tienen importancia especifica en la nutricidn de peces y crustaceos (Navarro et al.,
1999), debido a que estos organismos tienen capacidad limitada o nula de sintetizar acidos grasos de
cadena larga de la serie omega 3 (n-3), derivado de la falta de enzimas A6 y A5 (desaturasa y elongasa), que
cumplen la funcién de biosintesis de acidos grasos esenciales de cadena larga como EPA y DHA, a partir de

precursores de cadena corta como el acido linolénico (LNA, 18:3n3) (Sargent et al., 1997; Fleeger, 2005).

La importancia de los acidos grasos esenciales en organismos zooplanctdnicos radica en la funcion
fisiolégica que éstos cumplen. Estdn involucrados en procesos de reproduccidn y ontogenia, son una fuente
importante de almacenamiento de energia, formaciéon de membranas celulares. Ademas, funcionan como
precursores de eicosanoides, que regulan procesos de inflamacion y de respuesta inmune (Anger, 1998;
Tocher, 2003; Limbourn y Nichols, 2009), y estan estrechamente relacionados en procesos de diapausa y en

el metabolismo de los carbohidratos en la glandula digestiva (Lee et al., 2006).

La informacion sobre los requerimientos de lipidos y acidos grasos en larvas de langostas espinosas es
escasa. Dado que se ha observado que los crustaceos y los peces pueden reflejar el perfil nutricional de las
presas que consumen, por lo cual se ha utilizado el perfil de lipidos y acidos grasos de sus estadios larvarios
y de sus posibles presas del medio natural para establecer sus requerimientos. Sin embargo, en el caso de
las larvas de langosta, estos analisis se limitan a estadios intermedios, tardios (V-XI) y pueruli y se refieren a
un numero limitado de muestras. Estos estudios de campo se han realizado con J. edwardsii (Phleger et al.,
2001; Jeffs et al., 2004) y P. cygnus (Phillips et al., 2006; Limbourn y Nichols, 2009). No obstante, para
estadios tempranos se ha utilizado el perfil de acidos grasos de larvas recién eclosionadas (Phleger et al.,

2001).

Phleger et al. (2001) y Jeffs et al. (2004), trabajaron con larvas de J. edwardsii colectadas del medio natural
y encontraron que el contenido de lipidos totales en estadios intermedios y avanzados fue mayor al

encontrado en sus presas potenciales (ascidias, pirosomas, copépodos y ostracodos), por lo que sugieren
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qgue las larvas no necesariamente reflejan el perfil nutricional de la dieta, sino que, ademas, las larvas
tendrian la capacidad de acumular lipidos (hasta el 30%), los cuales utilizaran como fuente de energia para
desplazarse hacia la costa durante el estadio de puerulo, Esto es importante porque en este estadio no
presentan estructuras bucales, lo que limita la ingestidn de alimento durante este proceso. Una vez que
ocurre la metamorfosis, el contenido de lipidos disminuye al 15%, lo que representa un gasto en las
reservas energéticas hasta del 50% (Limbourn y Nichols 2009), por lo que Phillips et al. (2006) mencionan
qgue existe una relacién directa entre la disminucién del contenido de lipidos y la distancia a la costa e
indican que el puerulo requiere un contenido de lipidos minimo de 181 mg-g* de peso seco, para que el

asentamiento sea exitoso.

Por otro lado, se encontré que el perfil de acidos grasos de filosomata de las especies mencionadas
anteriormente, se encontraba dominado por los acidos grasos 22:6n3 (DHA), 20:5n3 (EPA), 18:1n9, 18:1n7,
16:1n7, 16:0 y 18:0 que en conjunto suman hasta un 70% del total (Phillips et al., 2006; Limbourn y Nichols
2009). La concentracion de los acidos grasos asociados a las reservas energéticas de filosomas (16:0, 18:0,
18:1n9 y 16:1n7) fue mayor a la encontrada en presas potenciales; mientras que el 4cido graso esencial
22:6n3 (DHA), fue hasta 10% menor que el de las presas (Jeffs et al., 2004). Estos estudios revelan que el
perfil de acidos grasos de larvas filosoma es unico con respecto al de las posibles presas, y que las
filosomata podrian tener la habilidad de adaptar su tipo de dieta a la disponibilidad de las presas presentes

(Jeffs et al., 2004), acumulando de manera preferencial acidos grasos para su metabolismo.

Debido a la similitud entre las concentraciones de lipidos y de acidos grasos entre estas especies de
langostas espinosas, se ha sugerido que las larvas podrian tener un metabolismo de lipidos similar, a pesar
de las diferencias en su distribucion geografica (templada y tropical). Hay una similitud entre los
porcentajes de los principales acidos grasos (DHA, EPA, ARA, 18:1n9, 16:1n7, 16:0 y 18:0) determinados en
larvas tardias de J. edwardsii y P. cygnus fue también observada en estadios tardios (IX-XI) de otras especies
(Tabla 1), a pesar de la diferencia en su distribucidn (Francis et al., 2014). Estas similitudes podrian estar
relacionadas a las preferencias alimenticias durante la etapa larvaria (principalmente presas blandas).
Ademas de que los acidos grasos descritos estan directamente relacionados a la reserva energética de las
larvas. Esto implicaria que las larvas filosoma de P. interruptus podrian tener concentraciones similares de
acidos grasos a los ya descritos para otras especies por otros autores, sin embargo, no existen estudios de

este tipo para la langosta roja durante el desarrollo larval.
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Tabla 1. Intervalos de concentracion de los principales acidos grasos (% del total de acidos grasos) encontrados en
estadios intermedios y tardios de filosomata de diferentes especies de langostas espinosas. Datos tomados de Francis
et al. (2014).

Acido J. edwardsii P. cygnus P. ornatus P. longipes P. homarus P. penicillatus

graso (V-XI) (V-X1)* (VI-X1) (1X) (1X) (1X)
16:0 14.1-21.7 21 23.8-25.8 22.4-29.6 23.3-25.1 21.3-30.7
18:0 6.2 -10.5 9 11.0-12.6 8.6-12.9 8.8-9.3 8.0-14.1
16:1n7 2.6-6.9 9 7.2-9.7 7.5-8.0 7.5-10.6 7.4-10.4
18:1n9 16.1-30.6 14 10.1-15.0 13.0-15.3 12.6-14.8 16.0-20.1
20:4n6 1.1-3.0 1.4 2.1-33 24-25 1.5-1.8 2.0-2.6
20:5n3 5.9-9.4 10 7.7-9.5 6.9-9.3 8.5-11.0 5.3-8.2
22:6n3 10.2-16.6 16 14.8-17.3 9.7-16.4 13.4-19.5 5.9-13.5

*Valores Unicos

Para el estudio del perfil de acidos grasos en filosomata tempranas, se han utilizado larvas recién
eclosionadas, provenientes de progenitoras extraidas del medio natural (Phleger et al., 2001; Smith et al.,
2003; Liddy et al., 2004). En larvas recién eclosionadas de J. edwarsii, se observé que el contenido de lipidos
totales, era equivalente a un 10% del peso seco de la larva, y la clase de lipidos dominante fueron los
fosfolipidos (92% del total de lipidos); esto es, proporciones similares a los obtenidas en estadios tardios.
Por otro lado, se encontrd que las larvas recién eclosionadas presentan altas concentraciones de los acidos
grasos ARA (11.6 %) y EPA (15.1 %) con respecto al DHA (8.1 %). Dicha concentracion de acidos grasos ha
sido asociada a la condicién nutricional de la hembra progenitora, la cual se ha demostrado tiene una
influencia directa en la calidad de la larva y su perfil de 4cidos grasos (Smith et al., 2001; Wu et al., 2012). La
diferencia en las concentraciones de estos acidos grasos esenciales radica principalmente en el cambio en
los habitos alimenticios, los cuales pasan de ser peldgicos durante el desarrollo larval a completamente

bentdnicos en la etapa juvenil a adulto (Limbourn y Nichols, 2009).

Con base en el perfil de lipidos y acidos grasos obtenido en larvas recién eclosionadas de J. edwardsii,
Phleger et al. (2001) y Nelson et al. (2002), probaron distintas fuentes de alimento para Artemia sp.
tratando de obtener un perfil similar al de las larvas recién eclosionadas: la primera, la microalga
Tetraselmis suecica, la segunda una combinacién de salvado de avena, salvado de trigo y lecitina (50:6:4),
mas los aceites enriquecedores plus MaxEPA y A1 ARASCO (40% en relacidn 4.5:1) y la tercera dieta solo el
enriquecedor A1l DHA-Selco. Con dichas dietas se lograron, al dia 5 se obtenian altas supervivencias (85-95
%), ademas de una mayor cantidad de &cidos grasos poliinsaturados. La mayor concentracidon de
fosfolipidos se consiguié con la microalga T. suecica (92 % contra 22-66% en las otras dos dietas). Sin
embargo, la cantidad de lipidos totales (98-109 mg-g?) fue la menor con respecto a las demas dietas (270-

404 mg-g™).
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Estas y otras dietas para Artemia enriquecida con distintas fuentes de lipidos y acidos grasos fueron
probadas en filosomata tempranas de J. edwardsii (Nelson et al., 2003, 2004), obteniendo los mejores
resultados de crecimiento y supervivencia con Artemia enriquecida con C. muelleri + DHA-Selco (2:1). En
cuanto a la composicién de acidos grasos en las larvas, se encontré que los que estaban presentes en
mayor cantidad (18:1n9, 18:1n7, 18:2n6, 16:0, 18:0, EPA, ARA y DHA) coincidian con las concentraciones de

la dieta, y no variaba de manera significativa entre los estadios de desarrollo de la larva.

Uno de los métodos utilizados en laboratorio, para observar que nutrientes son esenciales para las larvas,
ha sido la exposicién de éstas a periodos de ayuno; ya que, durante estos periodos, los organismos suelen
retener los nutrientes que son mds importantes (Smith et al., 2003; Liddy et al., 2004). Al someter a larvas
estadio | y Il de J. edwardsii y P. cygnus a estos experimentos se observd un decremento en la cantidad de
lipidos polares con respecto a la concentracién en larvas alimentadas y recién eclosionadas. No obstante, al
alimentar a las larvas después del periodo de ayuno, la cantidad de lipidos aumenté hasta en un 50%,
sugiriendo que los lipidos polares en filosomata expuestas a estas condiciones, son catabolizados para
mantener su metabolismo. Los acidos grasos presentes en mayor cantidad en estas larvas fueron los ya
reportados anteriormente en larvas recién eclosionadas: 18:1n9, 18:1n7, 18:2n6, 16:0, 18:0, EPA, ARA y
DHA. Con ambas especies se observé que, durante la inanicion, la concentracién de los acidos grasos EPA,
DHA, 18:1n9 y 16:1n7 no disminuian de manera significativa, mientras que la concentracion de ARA
aumentaba, probablemente debido a su papel como promotor de sefiales y estructura de membranas

celulares (Smith et al., 2003).

El uso de lipidos polares como almacenamiento de energia en larvas filosomata y puerulo estd bien
documentada (Phleger et al., 2001; Smith et al., 2003; Jeffs et al., 2004; Liddy et al., 2004; Limbourn y
Nichols et al., 2009; Wu et al., 2012) y esta estrategia no es considerada una forma de almacenamiento
comun en otros taxa marinos (incluyendo crustaceos), quienes usualmente acumulan lipidos de reserva en
forma de triglicéridos y ésteres de ceras para cubrir las necesidades energéticas del metabolismo. Los
lipidos polares estan mas asociados a la estructura de membranas y lipoproteinas y al transporte de lipidos
y su digestion. Otro motivo de la acumulacién de lipidos polares en filosomata y pueruli se ha asociado a
una estrategia de proteccion, pues les confiere su caracteristica transparente, lo cual les sirve de proteccion

ante depredadores visuales durante su largo desarrollo larval y asentamiento (Liddy et al., 2004).

Bautista-Soto (2016) evalud en larvas filosomata de P. interruptus, diferentes fuentes de acidos grasos
mediante el enriquecimiento de A. franciscana, determinando que las mejores fuentes que mejoraron su

perfil fueron el uso del aceite Omegamex® y la mezcla con las microalgas Isochrysis sp. y P. tricornutum (en
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relacion 1:1), lo que se vio reflejado en una adecuada supervivencia (66% al estadio IIl). Por otra parte, no
se han realizado estudios especificos del perfil de acidos grasos de filosomata de P. interruptus en sus
diferentes estadios, lo cual resultaria conveniente para esta especie, pues estos estudios permitirian
detallar de manera mas precisa el efecto que tienen este tipo de dietas en los requerimientos nutricionales

de las larvas, especificamente en el contenido de acidos grasos.

1.4 Justificacion

La langosta tiene una gran importancia comercial a nivel mundial, pues su pesqueria representa un ingreso
econdémico significativo. En México, las langostas espinosas se encuentran entre los productos con mayor
demanda en exportacion y con un alto valor econdmico. La captura de P. interruptus representa el
producto de mayor porcentaje econdmico a nivel nacional. A pesar de que la pesqueria estd certificada, su
captura se encuentra en su maximo sostenible. Las cuotas de captura se mantienen estables gracias a la
regulacion del esfuerzo pesquero, al establecimiento de vedas, a las concesiones pesqueras y al monitoreo

constante de la dindmica poblacional y ciclo reproductivo en el medio natural.

La langosticultura podria una opcion viable para satisfacer la demanda en el mercado de la langosta roja.
Mediante investigaciones sobre el cultivo de langostas espinosas, entre las que se incluye a P. interruptus,
se ha concluido que la fase del desarrollo larval es una etapa muy importante para completar el ciclo de
vida y generar un cultivo redituable. Sin embargo, tiene un alto grado de complejidad debido al nimero y
duracién de estadios y al medio en el que se desarrollan. Su cultivo ha representado un reto para su
mantenimiento, ya que en estudios en laboratorio se han obtenido altas mortalidades durante los primeros
estadios de desarrollo, lo cual esta relacionado en gran parte, al poco desarrollo en tecnologias de cultivo y

al desconocimiento de los requerimientos nutricionales especificos de la filosoma.

Para un adecuado desarrollo larval es importante conocer los requerimientos de la larva, sobre todo en lo
referente a nutrientes esenciales como los lipidos, con énfasis en los acidos grasos, ya que son una fuente
importante de almacenamiento de energia, formacidon de membranas celulares y procesos ontogénicos. Las
larvas se desarrollan mediante un nimero considerable de estadios los cuales implican un alto consumo de
energia durante el proceso de muda. Por estos motivos, en este trabajo se abordd el estudio del perfil de
acidos grasos y su cuantificacion con especial interés en acidos grasos altamente insaturados en larvas

filosoma de P. interruptus alimentadas con Artemia enriquecida.
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1.5 Hipoétesis

El enriquecimiento de nauplios de Artemia franciscana con dietas mixtas de microalgas y aceite comercial,
gue contienen acidos grasos altamente insaturados, mejorara el crecimiento y la supervivencia de larvas

filosoma de Panulirus interruptus.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar el desarrollo de larvas de Panulirus interruptus alimentadas con nauplios de Artemia franciscana

enriquecidos con diferentes fuentes de acidos grasos.

1.6.2 Objetivos particulares

1.- Determinar la concentracion de acidos grasos en nauplios de A. franciscana enriquecidos con dos dietas:
a) aceite comercial Omegamex® y b) Omegamex® mas una mezcla de microalgas (/sochrysis sp. +

Phaeodactylum tricornutum) en relacién 1:1.

2.- Evaluar el crecimiento y la supervivencia de larvas filosoma de P. interruptus alimentadas con nauplios

de A. franciscana enriquecidos.

3.- Determinar la concentracion de acidos grasos de los diferentes estadios de desarrollo de larvas filosoma

de P. interruptus.
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Capitulo 2. Metodologia

2. 1 Cultivo de microalgas marinas

Se cultivaron dos microalgas marinas: Isochrysis sp. y P. tricornutum, obtenidas del cepario de microalgas
del Departamento de Acuicultura del CICESE. Su cultivo se inici6 en matraces de 150 ml (con tres
repeticiones para cada cepa), con medio Guillard “f/2” (Guillard y Rhyter, 1962) (adicionado con silicatos
para P. tricornutum), mantenidos a una intensidad de luz de 280 pmol-m?%sty 21 + 1°C. Se realizé un
escalamiento sucesivo a matraces Fernbach de 2.8 L y posteriormente a botellones con un volumen util de
15 L, utilizando un indculo de 2 x 10° cél‘ml? en el nivel superior. Los cultivos en botelldn fueron
mantenidos en su etapa de maximo crecimiento exponencial, en sistema semicontinuo, con una tasa de

dilucion diaria del 20%.

El agua de mar utilizada para las diluciones, se filtré previamente por filtros de poros de 1 um, se pasd por
luz ultra violeta y se esterilizé con cloro comercial (3 ml-L2), por 24 h, y después se neutralizd con tiosulfato

de sodio (150 mg-L?). El pH de los cultivos fue mantenido en promedio en 8.5, con la inyeccién de CO,.

Para la evaluacion de la biomasa microalgal, diariamente se realizaron conteos del nimero de células antes
y después de realizar la dilucién, con la finalidad de monitorear la estabilidad del cultivo a través del
tiempo. El conteo fue realizado en una camara de neubauer, con un microscopio éptico modelo PrimoStar,

marca CarlZeiss.

2.2 Sistema de cultivo larval

Previo a la eclosién de las larvas filosoma, se acondicioné un sistema de recirculacién acuicola con 12
tanques coénicos, con capacidad de 40 L (Figura 3) ubicados en el laboratorio de Ecofisiologia del
Departamento de Acuicultura del CICESE, disefiado por Hernandez-Rodriguez et al. (2013). El sistema de
filtracion de agua estaba compuesto por un tanque de compensacién al cual se dirigia el agua proveniente
de cada tanque de cultivo y una entrada de agua de mar filtrada a 1 um. Dentro del tanque de
compensacion se tenian tres bombas de agua, de las cuales, la primera recirculaba el agua entre el tanque
de compensacion y una bomba de calor de % hp de capacidad para mantener una temperatura constante

de 19 °C. Las otras dos bombas dirigian el agua hacia un biofiltro con 14 L de sustrato (cuentas plasticas). El
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biofiltro tenia dos salidas, una dirigida a un fraccionador de espuma, el cual regresaba el agua directo al
tanque de compensacidn, mientras que la otra salida era dirigida a un sistema de irradiacion con luz ultra
violeta (UV) (Emperor aquatics Inc., modelo 025020), y posteriormente se le inyectaba ozono mediante un
generador de tipo corona con ayuda de un tubo venturi para lograr una mejor difusidon del ozono en el
agua. Después de su ozonificacidon, el agua pasaba por un tubo de 4 pulgadas encargado de repartirla a

cada uno de los tanques de cultivo.

El flujo de agua ascendente en los tanques fue modificado mediante la adaptacién de un tapdén de PVC de
2" con huecos de 3/16 de pulgada en la parte lateral. La caracteristica de este tipo de flujo es que el agua
sale desde el fondo de manera vertical para crear una corriente ascendente dirigida a las paredes de los
tanques con el objetivo de que las larvas se mantuvieran a flote en la columna de agua sin invertir
demasiada energia y evitar su asentamiento. El flujo de agua de los tanques de cultivo se mantuvo de 0.8 a

1.0 L'minde acuerdo a lo recomendado por Hughes (1974).

Figura 3. Sistema de cultivo para larvas filosoma de Panulirus interruptus. (a) tanque de compensacion, (b) biofiltro de
cuentas plasticas, (c) fraccionador de espuma, (d) lampara de radiacidn ultravioleta, (e) columna y (f) tanques de
cultivo (Disefiado por: Hernandez-Rodriguez et al., 2013).
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Los parametros del agua se mantuvieron constantes: temperatura a 19 °C, salinidad en 33 ups, oxigeno
disuelto mayor a 7 mg-L%, pH entre 7.8 y 8.2; cuando fue necesario se agregd bicarbonato de sodio para
compensar la baja en el pH por efecto del biofiltro. El nitrégeno amoniacal total (NAT) se mantuvo <0.03
mg-L? y se midid con un kit colorimétrico, marca Instant Ocean. Los tanques de cultivo se limpiaron dos
veces al dia con ayuda de un sifén para eliminar desechos organicos; ademas se realizdé un recambio diario

de agua del 20% del volumen total del sistema de cultivo.

2.3 Cultivo de A. franciscana

Durante los bioensayos con filosomata de P. Interruptus, se decapsularon diariamente quistes de A.
franciscana (AF) de la marca “Biogrow’”’, con un porcentaje de eclosidén del 80 %. Para la produccion de
nauplios se siguieron las recomendaciones de Soorgelos (1997) y el protocolo utilizado en el laboratorio de
peces marinos del CICESE. Los quistes eran hidratados en agua dulce con aireacidn constante durante 1 h,
posteriormente la aireacién se retiraba y se dejaban reposar durante 3 a 5 min., tiempo que permitia
separar los quistes no viables, los cuales quedaban flotando en la superficie. Los quistes hidratados eran
desenquistados con cloro comercial en relacién 1:1 v/v cloro/agua. Esta mezcla se agitaba constantemente
hasta que los quistes cambiaban a un color naranja. Posterior al tratamiento con cloro, los quistes eran
enjuagados con abundante agua dulce, y dispuestos en un tanque para decapsulacién, con agua a 28 °C,

salinidad de 22 a 24 ups, abundante aireacién y luz constante (350 lux).

La cosecha de nauplios se realizd 24 horas después de su decapsulado, los nauplios eran recolectados con
una malla de 200 um, se realizaron lavados con agua de mar filtrada y posteriormente se aforé a un
volumen conocido para su conteo. Una vez determinado el nimero de nauplios, estos se colocaban en un

tanque con agua de mar filtrada y luz constante para su posterior enriquecimiento.

2.3.1 Enriquecimiento de A. franciscana

Para el enriquecimiento de A. franciscana se utilizaron los nauplios que se dejaron en el tanque 48 horas,
estos eran concentrados en un volumen conocido y se contaban nuevamente, se usé el volumen necesario

para obtener 7.2 x10° nauplios por tanque de enriquecimiento.
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El enriquecimiento de A. franciscana fue realizado en dos tanques, uno para cada dieta. Los tratamientos

(dietas) consistieron en:

e Dieta A: emulsidén de aceite de orbita de atun de la marca comercial Omegamex® (A). a concentracion
del 0.3 % y un lapso de 3 horas (Bautista-Soto com. per. 2015).
La preparacion de la emulsidn del aceite Omegamex® se realizé con 3 mL de aceite aforado a 100 mL
con agua de mar (filtrada a 1 um y pasada por luz UV). Posteriormente se homogenizé la mezcla con
ayuda de una licuadora de la marca MagicBullet hasta obtener micelas menores a 30 um de didmetro.
Para el enriquecimiento fueron usados 3 mL de la emulsién por cada 1x10° nauplios en 1 L de agua de
mar y 3 horas de enriquecimiento.

e Dieta MA+A: mezcla de dos especies de microalgas marinas: Isochrysis sp. y P. tricornutum en relacién
1:1 y una racién de 150 x10° cél-nauplio™® (Correa et al., 1994) afiadiendo ademads la emulsién del aceite
Omegamex®; de igual manera en relacién 1:1 con respecto al volumen de las microalgas (v/v)

enriqueciendo durante un lapso de 3 horas.

2.4 Obtencion de progenitores

Las hembras ovigeras de langosta roja P. interruptus, fueron proporcionadas por la cooperativa pesquera
“Regasa No. 2", las cuales fueron capturadas en la costa de El Rosario B.C. y transportadas al CICESE por el
Centro Regional de Investigacién Pesquera (CRIP), de Ensenada, B.C. Las hembras fueron transportadas en
una hielera acondicionada con aireacién; éstas fueron acondicionadas en un tanque de cultivo de 400 L. El
sistema de recirculacidon de agua para los reproductores consistié en un biofiltro de cuentas pldsticas de un
volumen de 1 pie® (BBF2P, Aquatic Eco-Systems™), en donde se llevd a cabo el proceso de nitrificacién de
los desechos amoniacales, ademas de un filtro de cartucho de 5 pm y dos de 1 um para la retencién de
sélidos, un fraccionador de espuma y una lampara de irradiacion ultra violeta (QL-25, Lifegard Ultraviolet
Sterilizer). La circulacion y aireacion del agua dentro del tanque se realizd6 mediante un sistema de “airlift”.
Se utilizaron dos enfriadores de agua en linea con 1/5 hp de capacidad (TLD-2, Delta Star Aqua Logic, Inc.),
para mantener el agua a una temperatura constante de 18 + 1 °C, la cual fue seleccionada con base en el
promedio de temperaturas registradas durante la presencia de hembras ovigeras en el medio natural de P.
interruptus (Vega-Velazquez, 2003). Este sistema permitié mantener una calidad de agua constante para la

eclosion de las larvas.
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La alimentacién diaria de las hembras, ad libitum, fue con mejilléon fresco (Mytilus galloprovincialis). Las
frezas fueron monitoreadas periodicamente para darle seguimiento al desarrollo de los huevos y, una vez
que las larvas estuvieran a punto de eclosionar, el tubo de nivel de agua en el tanque fue cubierto con una

malla de 200 um para evitar la salida de las larvas.

2.5 Obtencion de larvas

El monitoreo constante de las frezas permitid, mediante su coloracién, observar la aparicién de los
pedunculos oculares, la desaparicidon del vitelo y estimar el dia de eclosiéon de los huevos. Debido a que,
como estrategia reproductiva la hembra libera a las larvas durante la noche, en el dia de eclosidn estimado
se disminuyé la aireacién y flujo de agua en el tanque de las hembras frezadas. Ademas, se suspendid su

alimentacion dias antes para minimizar residuos de materia organica en los tanques de mantenimiento.

Una vez que las larvas eclosionaron, se colocé una ldmpara de luz blanca sobre el tanque y mediante
fototropismo positivo, solo se seleccionaron las larvas que se encontraban en la superficie, atraidas por la
luz, y que fueron consideradas como las mas fuertes. Las larvas fueron colectadas con tamices de luz de
malla de 200 um. La colecta fue realizada de manera manual y lenta, para no generar turbulencia y

burbujas que lastimaran a las larvas (Bautista-Soto com. per. 2015).

Las larvas recolectadas fueron colocadas en un contenedor de 10 L y se realizé el recuento en relacion al
volumen total. Posteriormente se desinfectaron con formaldehido a 25 ppm durante un lapso de 20 min.

(Ritar, 2002) y finalmente se colocaron en los doce tanques de cultivo (1900 larvas por tanque).

2.6 Bioensayo con filosomata de P. interruptus

El bioensayo se inicié con las dos dietas (tratamientos), con un total de 6 réplicas por tratamiento, las larvas
se alimentaron dos veces al dia con las dietas correspondientes (MA+A y A). La racién de alimento utilizada
fue de 3 nauplios-larva® (Liddy et al., 2004; Smith et al., 2003; Galicia, 2006) y éstos se retuvieron en los
tanques mediante filtros de malla de 200 um, colocados en los tubos de nivel. Para eliminar la Artemia
remanente en los tanques de cultivo, se cambiaban los filtros por otros de 400 um mientras se realizaba la

limpieza de cada tanque.
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2.6.1 Evaluacion del crecimiento y supervivencia

Durante los bioensayos las larvas fueron monitoreadas diariamente para detectar los cambios de estadio.
Los rasgos morfoldgicos de los estadios fueron identificados de acuerdo a los descritos por Johnson (1956).
Se recolectaron muestras aleatorias de las larvas que se encontraban en la superficie, para calcular el
porcentaje de larvas que habian mudado al siguiente estadio. Este porcentaje fue calculado diariamente
hasta llegar al 70 % (Wu et al. 2012). Una vez que en cada tanque se alcanzé este porcentaje, se
recolectaron 30 larvas por unidad experimental, para su medicién en los estadios I, Il y I, y 10 larvas por
tratamiento para el estadio IV (debido a la disminucidon en el nimero de organismos). Se tomaron
fotografias de cada una de las larvas recolectadas, por medio de un estereoscopio Olympus y una camara
INFINITY3. Posteriormente fueron analizadas mediante el software ImageJ, por medio del cual se les midio
la longitud total (LT), esto es, desde el extremo anterior del cefalotorax, al extremo posterior del pleén. Con
estos datos se calculd la tasa de crecimiento (TC) y el indice de crecimiento (IC) con las formulas descritas a

continuacion:

_ (Lt — Lt;) (1)
t

TC

Lt — Lt; 2
C = ( f L) 100 (2)
Lt;

Donde:

TC = tasa de crecimiento (mm-dia?)
IC = indice de crecimiento (%)

Lts = longitud total final (mm)

Lt; = longitud total inicial (mm)

t = tiempo (dias)
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La supervivencia se calculé también cuando se habia obtenido el 70 % de larvas que habian mudado a los
estadios Il y IV, para lo cual se recolectaron tres muestras aleatorias de 250 mL por tanque de cultivo y se
realizé el recuento total de los organismos de cada muestra. La supervivencia se calculdé por diferencia

entre la cantidad inicial de larvas y el total estimado por cada estadio mencionado.

Una vez obtenido el 70 % de larvas que alcanzaron el estadio subsecuente, se recolectaron larvas para el
analisis de acidos grasos (AG). Se tomaron seis muestras (con 300 organismos cada una) de larvas recién
eclosionadas, éstas fueron utilizadas para determinar el peso seco total (PST), el peso organico (PO) vy el
perfil y concentracién de acidos grasos al inicio del experimento. Para los estadios Il y Il fueron
recolectadas 12 muestras (80 larvas por muestra) por cada tratamiento, seis muestras fueron utilizadas
para determinar el PST y el PO, y las seis restantes de cada dieta para el analisis de acidos grasos (AG). Para
evitar la degradacidn de acidos grasos en las muestras, previo a su almacenamiento (a -80 °C), se agrego a

las muestras el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) al 1%.

2.7 Evaluacion de dietas

2.7.1 Mezcla de microalgas

Con el fin de evaluar la composicién bioquimca de las dietas, se llevd a cabo un cultivo semicontinuo de
microalgas, adicional al llevado a cabo durante el bioensayo. En este cultivo se reprodujo el mismo
protocolo descrito anteriormente, con igual nimero de réplicas para cada microalga. Se realizaron conteos
diarios y se tomaron muestras de biomasa cada tercer dia para realizar una mezcla en relacién 1:1 (cél-ml?)
de cada especie. Para obtener el PST y el PO, de la mezcla de microalgas, se filtraron volimenes conocidos
en filtros de fibra de vidrio Watman GF/C de 4.7 cm de diametro, previamente calcinados y pesados. Los
filtrados se lavaron con una solucién de formiato de amonio al 3 % para eliminar las sales, se colocaron en
una estufa a 65 °C hasta obtener el peso constante. Posteriormente se quemaron en una mufla a 490 °C por
12 horas, para obtener el peso de cenizas (PC) y, por diferencia entre el PST y el PC, se obtuvo el PO.
Ademas, para el analisis de acidos grasos se centrifugaron 200 mL de la mezcla a 4900 rpm y 4 °C por 15
min. Las muestras centrifugadas se almacenaron, para su posterior andlisis, en un ultra congelador a -80 °C,

anadiendo previamente el antioxidante BHT.
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2.7.2 Nauplios de A. franciscana enriquecidos

Se cultivaron nauplios de A. franciscana de manera independiente a los utilizados en los bioensayos de
alimentacion de filosomata. Estos nauplios fueron enriquecidos con el mismo método descrito

previamente. El enriqguecimiento y la toma de muestra se realizé cada tercer dia.

Los nauplios enriquecidos fueron desinfectados con formaldehido a 200 ppm durante 20 min y enjuagados
sobre una malla de 200 pm con una solucidon de formiato de amonio al 3 % para eliminar las sales. Se
concentraron 1x10° nauplios en viales de cristal, con dos réplicas por dieta. Se agregé BHT a las muestras
para evitar su oxidacién y se mantuvieron en un ultracongelador a -80 °C para su posterior analisis de
acidos grasos. Muestras adicionales fueron utilizadas para calcular el PST, PO y PC, con la metodologia

descrita anteriormente.

2.8 Analisis de acidos grasos

Para la extraccién de 4cidos grasos de las muestras se siguié el método descrito por Sato y Murata (1988).
Las muestras con un peso seco conocido fueron colocadas en tubos de cristal con rosca y teflon
previamente lavados, se agregaron 3 mL de una solucién de metanol-HCl al 5 %, y se pusieron a bafio maria
a 85 °C durante 2.5 horas para su derivatizaciéon. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se
enfriaron y los 4cidos grasos metil esterificados se extrajeron agregando 2 mL de hexano grado HPLC. Las
muestras se homogenizaron con un vortex, se dejaron reposar hasta formar una bifase, y se recupero el

hexano en la fase superior, en un tubo limpio con tapa y teflén en la rosca.

Las muestras con hexano, que contenian los acidos grasos, fueron evaporadas con nitrégeno gaseoso (N,).
Después se re-suspendieron en 200 pL de hexano y se transfirieron a viales color ambar de 1.5 mL. Las
muestras ya en los viales se evaporaron nuevamente con N, fueron selladas y guardadas en un congelador

a -20 °C hasta su analisis cromatografico.

El andlisis de acidos grasos se realizé en el laboratorio de biotecnologia de microalgas, del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR). Se utilizd un equipo de cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GC/MS) (GCD 1800B). Debido a que las muestras de acidos grasos de
Artemia enriquecida y la mezcla de las microalgas representaban una biomasa en peso seco mayor a la

estandarizada para la curva de calibraciéon del cromatédgrafo de gases, fue necesaria una dilucién con
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hexano de 1:5-1:6 (dependiendo de la muestra). Se inyecté 1 puL de muestra para el analisis, como gas
transportador se utilizé helio de alta pureza. La columna Omegawax 250, utilizada para el anadlisis fue de

tipo capilar de silice de 30 m de largo, 0.25 pum de didmetro y 0.25 um de espesor.

La identificacion de acidos grasos en el cromatdgrafo se realizd con el software WSearch 2005, comparando
el tiempo de retencidon de los picos de las muestras con respecto a los obtenidos en una curva de
calibracion de un estandar comercial que contiene 37 acidos grasos metil esterificados (Sigma, 47885-U).
Ademads, mediante la espectrometria de masas se identificaron los iones caracteristicos de cada acido graso

presente en la muestra, para corroborar con mayor exactitud la presencia de cada acido graso identificado.

La cuantificacion de los acidos grasos se realizé mediante la integracién del area bajo la curva de cada pico

detectado y con la siguiente formula:

@ 3)
PSM

Donde:

C = concentracidn del acido graso en pg-mg

A = drea del pico del 4cido graso

FC= factor de correccion (pendiente de la curva de calibracién)

Vr = volumen de hexano en que se resuspendid la muestra de acidos grasos

PSM = peso seco de la muestra en mg
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2.9 Diseio experimental y analisis estadistico

El experimento consistié en un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA). La seleccién de los
tratamientos para cada tanque fue asignada de manera aleatoria para eliminar el sesgo, teniendo un total

de 6 réplicas por tratamiento.

Los datos obtenidos en porcentaje fueron transformados mediante la funcién arcoseno, previo al analisis

estadistico, recomendada para normalizar los datos (Fowler et al., 2013).

Para detectar las diferencias entre las concentraciones de acidos grasos presentes en las dietas utilizadas y
las diferencias en supervivencia entre los dos tratamientos (A y MA+A) se realizd una prueba de t-Student.
Y para detectar diferencias entre las concentraciones de acidos grasos en las larvas de ambos tratamientos

y entre los estadios alcanzados se realizé un ANOVA de dos vias.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Cultivo de microalgas marinas

La densidad celular de las microalgas en cultivo semicontinuo, se mantuvo en un promedio de 5.42 x 10°

cél-mL? para Isochrysis sp. (Figura 4) y de 11.40 x 10° cél-mL? para P. tricornutum (Figura 5).
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Figura 4. Abundancia (cél-ml) de Isochrysis sp. mantenida en cultivo semicontinuo. Se muestran datos promedio y las
barras indican el error estandar. (n=3).
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Figura 5. Abundancia (cél-‘ml) de Phaeodactylum tricornutum mantenida en sistema semicontinuo. Se muestran
datos promedio y las barras indican el error estandar. (n=3).
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De igual manera los cultivos independientes utilizados para el analisis de dietas mantuvieron una tendencia
estable durante el cultivo semicontinuo, con un promedio de 4.62 x 10° cél-mL"* para Isochrysis sp.y 10.55 x
10° cél‘mL? para P. tricornutum (Figuras 6 y 7), densidades similares a los cultivos utilizados para el

enriquecimiento de A. franciscana durante el cultivo larval.
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Figura 6. Abundancia (cél-ml) de Isochrysis sp. mantenida en sistema semicontinuo para el andlisis de las dietas. Se
muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. (n=3).
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Figura 7. Abundancia (cél-ml') de Phaeodactylum tricornutum mantenida en sistema semicontinuo para el analisis de
las dietas. (n=3). Se muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. (n=3).



3.2 Calidad de las dietas

3.2.1 Peso seco y analisis de acidos grasos en la mezcla de microalgas marinas Isochrysis sp. y P.

tricornutum

El PST promedio por mL de la mezcla de microalgas se mantuvo entre 30.72 y 44.73 ug-mL! mientras que
los valores promedio por muestreo del PO variaron de 20.54 a 26.17 pg-mL? (Tabla 2). Los promedios por

célula variaron de 62.07 a 73.80 pg-cél™ para el PST y entre 41.50 y 51.56 pg-cél™* para el PO (Tabla 3).

Tabla 2. Peso seco total (PST) y peso seco organico (PO) (ug-:mL?) de la mezcla de las microalgas Isochrysis sp. y
Phaeodactylum tricornutum durante la fase de maximo crecimiento exponencial. Se muestran datos promedios y
entre paréntesis el error estandar. n=3.

Numero de PST PO
muestreo (ng-mL?) (ng-mL)
1 41.20 (2.88) 23.56 (5.71)
2 44.73 (4.41) 26.17 (1.50)
3 31.57 (1.07) 21.74 (2.13)
4 31.12 (0.53) 20.54 (3.05)
5 30.72 (0.44) 21.20 (2.86)
6 36.53 (2.10) 25.52 (5.96)
Promedio 35.98 (2.41) 23.12 (0.95)

Tabla 3. Peso seco total (PST) y peso seco organico (PO) (pg-cél?) de la mezcla de las microalgas Isochrysis sp. y
Phaeodactylum tricornutum durante la fase de maximo crecimiento exponencial. Se muestran datos promedios y
entre paréntesis el error estandar. n=18.

Numero de PST PO

muestreo (pg-cél?) (pg-cél?)
1 62.95 (1.61) 42.13 (9.36)
2 73.33 (7.05) 42.90 (2.45)
3 64.42 (2.17) 44.38 (4.34)
4 62.87 (1.07) 41.50 (6.17)
5 62.07 (0.89) 42.83 (5.77)
6 73.80 (4.24) 51.56 (2.03)

Promedio 69.00 (3.60) 44.63 (1.45)

La composicidon de acidos grasos que se obtuvo de la mezcla de microalgas (Tabla 4), agrupandolos de
acuerdo a su grado de saturacion indico que el grupo de acidos grasos que se encontré en mayor

concentracion fue el de los poliinsaturados (AGPI) con 43.14% (4.75 ug-mg), seguido de los acidos graso
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saturados (AGS) con 31.74% (3.51 pg-mg?) y monoinsaturados (AGMI) con una concentracion de 25.12%

(2.77 pg-mgl).

Individualmente, de los AG saturados los de mayor concentracion fueron: el 14:0 con 16.13 % (1.67 pug-mg’
1)y el 16:0 con 15.33 % (1.59 ug'mg?). Los AGPI mds abundantes fueron: el 18:4n3 con 11.03 % (1.15
pg-mg?) seguido del 20:5n3 (EPA) y 22:6n3 (DHA), con concentraciones promedio de 9.96 % vy 8.64 % (1.03

y 0.89 pg-mg) respectivamente. El 4cido 20:4n6 se encontrd en concentraciones bajas (0.06 %, 0.01 pg-mg

_1).

La relacion n3/n6 fue de 5.83:1, mientras que la razon DHA/EPA se mantuvo con un promedio de 0.90:1.

Tabla 4. Composicién de acidos grasos (% y pg-mg?) de la mezcla de microalgas Isochrysis sp. y Phaeodactylum
tricornutum cultivadas en sistema semicontinuo. Se muestran datos promedio y entre paréntesis se presenta el error
estandar. n=12.

Acido graso % pg-mg?

14:0 16.13 (0.88) 1.67 (0.10)
16:0 15.33 (0.85) 1.59(0.12)
18:0 0.28 (0.03) 0.03 (0.00)
>AGS 31.74 (1.63) 3.51(0.69)
16:1n9 14.94 (0.58)  1.55 (0.34)
18:1n9 8.37(0.42) 0.87(0.17)
18:1n7 1.81(0.19) 0.19(0.07)
SAGMI 25.12 (1.03)  2.77(0.57)
16:2n4 2.54(0.22) 0.26 (0.09)
16:3n6 4.05(0.50) 0.42(0.19)
16:4n3 1.12(0.13) 0.12(0.05)
18:2n6 2.35(0.15) 0.24 (0.05)
18:3n3 3.38(0.51) 0.35(0.18)
18:4n3 11.03 (1.24)  1.15 (0.45)
20:4n6 0.06 (0.01)  0.01(0.00)
20:5n3 9.96 (0.63) 1.03(0.22)
22:6n3 8.64(0.34) 0.89(0.11)
SAGPI 43.14(2.58) 4.75(1.11)
SAGAI 18.66 (0.71)  2.08 (0.28)
n-3 34.13 (1.85)  3.60(0.78)
n-6 6.47 (0.63) 0.88 (0.28)
n-3/n-6 5.83(0.67) 5.83(0.67)

DHA/EPA 0.90 (0.07)  0.90 (0.07)
AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos
monoinsaturados, AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados,
AGAI: 4cidos grasos altamente insaturados.
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3.2.2 Peso seco y analisis de acidos grasos en A. franciscana enriquecida

El peso seco total y orgdnico de A. franciscana (AF) enriquecida con las dos dietas fueron, en general, muy
similares entre los diferentes muestreos, solo se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en el
muestreo 3, siendo mayor el PST y PO del tratamiento A (Tabla 5). Mientras que, en los promedios de los
diferentes muestreos obtenidos en ambos pesos, no se observaron diferencias significativas entre dietas, el
PST fue de 34.03 mg-mL*! (dieta MA+A) y de 35.88 mg-mL™* (dieta A). El promedio del PO de AF enriquecida

fue de 32.05 mg'mL'y 30.89 mg-mL* para el tratamiento A y MA+A respectivamente.

Tabla 5. Peso seco total (PST) y peso seco orgénico (PO) (mg-mL?) de Artemia franciscana enriquecida con los dos
tratamientos y utilizadas durante el bioensayo. MA+A (Nauplios enriquecidos con la mezcla de microalgas+aceite
Omegamex®), A: (nauplios enriquecidos solo con aceite Omegamex®). Se muestran datos promedios y entre
paréntesis se presenta el error estandar. Letras iguales indican no diferencia significativas (a>b, x>y). n=12.

Numero PST PO
de (mg-mL?) (mg-mL?)

muestreo

MA+A A MA+A A

1 37.76 (1.11) 39.72 (1.39)%  33.93 (0.71)" 34.96 (1.91)
2 33.28 (0.73)° 34.86 (0.66)°  30.22 (0.74)" 31.19 (1.04)¥
3 33.70 (0.12)° 37.18 (0.69)°  30.72 (0.37)" 33.38 (0.96)
4 36.17 (2.96)? 37.89 (0.42)°  32.85 (2.62)" 33.53 (0.24)"
5 32.37 (1.28)? 34.45(0.78)°  29.44 (0.99) 30.87 (0.60)"

6

30.90 (1.01)?

31.18 (0.60)?

28.19 (0.77)

28.10 (0.36)

Promedio  34.03 (0.54)°  35.88 (0.47)° 30.89 (0.46) 32.05 (0.35)

En la tabla 6 se muestran los resultados de la composicidn de &acidos grasos de los nauplios de A.
franciscana alimentadas con las dos dietas experimentales. En las sumatorias de los porcentajes de acidos
grasos, agrupados por su grado de saturacidn, no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos. En forma individual, en el AGAI 22:6n3 (DHA), se encontraron diferencias significativas
(p<0.001), siendo la dieta A (A. franciscana enriquecida solo con aceite Omegamex®), la que presento el
mayor valor (0.73 %, 0.15 pg-mg?), mientras que en la dieta MA+A (compuesta por A. franciscana
enriquecida con la mezcla de microalgas+aceite Omegamex®) se obtuvo solo un 0.41 % (0.07 pg-mg?l). La

relacion DHA/EPA fue significativamente mayor en la dieta A (0.47:1).

La sumatoria de la concentracién (ug-mg?) de los AGS, no presentd diferencias significativas (p= 0.17) entre

ambas dietas (Tabla 6). Sin embargo, en los AGMI se encontraron diferencias significativas (p<0.05), y en los
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AGPI y AGAI las diferencias fueron altamente significativas (p<0.001). En estos tres grupos de acidos grasos,
la dieta A fue la que obtuvo las mayores concentraciones tanto de AGMI (11.31 pug-mg™) como en los AGPIl y

AGAI (1.66 y 1.20 pg-mg’?, respectivamente).

También el contenido de DHA fue mayor (p<0.001) en los nauplios alimentados con la dieta A (0.15 pg-mg’
1), mientras que en los acidos grasos EPA y ARA no se encontraron diferencias significativas entre

tratamientos.
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Tabla 6. Composicidn de acidos grasos (% y pug-mg?) en nauplios de A. franciscana utilizados como alimento para
larvas filosoma de P. interruptus. MA+A (Nauplios enriquecidos con la mezcla de microalgas+aceite Omegamex®), A:
(nauplios enriquecidos solo con aceite Omegamex®). Se muestran datos promedio y entre paréntesis se presenta el
error estandar. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre las dietas. (a>b, x>y). n=12.

% pg-mg”

Acido graso MA+A A MA+A A

14:0 4.65 (0.35) 4.11 (0.14) 0.78 (0.03) 0.85 (0.09)
15:0 1.68 (0.07) 1.76 (0.04) 0.29 (0.02) 0.37(0.03)
16:0 26.28 (0.48)  25.87(0.36) 4.48 (0.24) 5.33(0.42)
18:0 11.50 (0.25)  12.00 (0.16) 1.96 (0.11) 2.47 (0.17)
SAGS 44.11 (1.40)%  43.74 (0.55)® 7.97 (0.39)* 9.66 (0.75)"
16:1n7 5.19 (0.38) 4.50 (0.05) 0.87 (0.04) 0.93 (0.0.8)
18:1n9 30.99 (0.41)  32.94(0.60) 5.27 (0.22) 6.54 (0.47)
18:1n7 12.99 (0.36)  13.02(0.25) 2.22(0.13) 2.69 (0.23)
20:1n9 1.19 (0.04) 1.46 (0.02) 0.20 (0.01) 0.30 (0.03)
22:1n9 0.52 (0.06) 0.74 (0.03) 0.09 (0.01) 0.15 (0.01)
2AGMI 50.88 (0.17)*  51.52(0.65)? 9.13(0.37)Y  11.31(0.86)"
18:2n6 1.12 (0.14)* 0.99 (0.06)° 0.19 (0.02)* 0.20 (0.03)*
18:3n3 0.82 (0.19)? 0.53 (0.02)° 0.13 (0.03)* 0.11 (0.02)*
18:4n3 0.45 (0.06) 0.53 (0.03) 0.08 (0.01) 0.11 (0.01)
20:3n3 0.18 (0.00) 0.28 (0.01) 0.03 (0.00) 0.06 (0.01)
20:4n6 0.06 (0.01)? 0.08 (0.01)? 0.01 (0.00)* 0.02 (0.02)*
20:5n3 1.97 (0.12)2 1.60 (0.11)? 0.33 (0.02) 0.33(0.02)"
22:6n3 0.41 (0.01)° 0.73(0.03)® 0.07 (0.01)Y 0.15 (0.01)*
2AGPI 5.01 (0.36)? 4.75(0.11)2 0.84 (0.04)Y 1.66 (0.15)"
2AGAI 2.62(0.13)? 2.70(0.12)? 0.44 (0.02)Y 1.20 (0.12)*
n-3 3.82(0.22) 3.68 (0.13) 0.65 (0.03) 1.27 (0.10)
n-6 1.19 (0.15) 1.07 (0.05) 0.20 (0.02) 0.39 (0.05)
n-3/n-6 3.35(0.24)? 3.38(0.28)? 3.35(0.24)? 3.38(0.28)?
DHA/EPA 0.21(0.03)°  0.47 (0.03) 0.21(0.03)°  0.47(0.03)?

AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: acidos grasos
poliinsaturados, AGAI: acidos grasos altamente insaturados.
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3.3 Porcentaje de Supervivencia de larvas filosoma de P. interruptus

La supervivencia promedio de las filosomata solo fue posible calcularla en los estadios Il y IV. Debido al
estrés que ocasionaban este tipo de mediciones en los organismos, la supervivencia fue calculada previa a

la extraccion de muestras para el analisis de AG.

En la tabla 7 se muestra el porcentaje de supervivencia total de larvas filosoma. Al 70 % de haber mudado
al estadio Il el porcentaje de supervivencia no presenté diferencias significativas entre los tratamientos (p=
0.07), a pesar de un valor aparentemente mayor con la dieta MA+A (13.34 %) que con el tratamiento A
(10.60 %). Al 70 % de haber mudado al estadio 1V, tampoco se observaron diferencias significativas (p=

0.11) entre los tratamientos.

Tabla 7. Supervivencia total (%) en los estadios Ill y IV de larvas filosoma de P. interruptus alimentadas con dos dietas.
MA+A: A. franciscana enriquecida con microalgas+aceite Omegamex®, A: A. franciscana enriquecida solo con aceite
Omegamex®. Se muestran datos promedio y entre paréntesis se presenta el error estandar. n=6.

Tratamiento

Supervivencia* MA+A A
Total Il 13.34 (0.94)* 10.60 (1.23)?
Total IV 9.01(0.80)* 6.66(1.97)°

* Al 70% del total de las filosomas que alcanzaron el estadio indicado.

3.4 Descripcion de los estadios de desarrollo de larvas filosoma de P. interruptus

El desarrollo de la freza en la hembra tuvo una duraciéon de aproximadamente 8 semanas a una
temperatura de 18 °C. Durante este tiempo, se observaron tres cambios de coloracién de los huevos previo
a la eclosion de las larvas: primetamente cambié de un tono naranja a un tono rojizo y finalmente a un
color café con partes transparentes, en donde se observaba con facilidad el desarrollo de los pedtnculos

oculares y cromatdforos en las larvas.

El dia de la eclosidon de las larvas fue posible colectar una pequefia muestra de la freza, en donde se
observo el estadio conocido como naupliosoma, el cual mudé instantes después a filosoma estadio | (Figura

8cyd).
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Figura 8. Desarrollo de huevos y primeros estadios de langosta roja P. interruptus. Coloracion inicial de los huevos (a),
estado de los huevos a dias previos a la eclosidén (b); Naupliosoma recién eclosionada (c); filosoma I (d); filosoma
estadio Ill (e).

Las clasificaciones de los cambios de estadios fueron realizadas tomando en cuenta las principales
caracteristicas descritas por Johnson (1956). Durante el bioensayo se alcanzaron los primeros 4 estadios

larvarios descritos para esta especie (Figuras 9 a 13).

Las principales caracteristicas morfoldgicas de la filosoma | de P. interruptus son: solo tres pereiopodos, de
los cuales el tercero no tiene bien desarrollado el tercer exopodito, el cual se encuentra como primordio y
se desarrollara en los estadios posteriores. Ademads, los pedunculos oculares son redondeados y sin

segmentacion (Figura 9).
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Figura 9. Filosoma | de Panulirus interruptus. po: pedunculos oculares sin segmentacién; pl y p2: los dos primeros
pares de pereidopodos desarrollados; p3: tercer par de pereiépodos; al: antena; mx: maxilipedos; ex: exopoditos.

El estadio Il se obtuvo, en promedio, a los 12 dias después de la eclosion DDE. Sus caracteristicas
morfoldgicas fueron: el aumento en el tamafio corporal con respecto a las larvas en estadio |, la
segmentacién de los pedinculos oculares y un aumento en el tamafio del exopodito localizado en el tercer

par de pereiépodos (Figura 10).

El estadio Ill se alcanzé al dia 27 DDE, asi como las caracteristicas morfolégicas que distinguen a este
estadio. Estas son: el aumento en el tamafio corporal, la aparicién de los primordios que daran lugar al 4to
y 5to par de pereidépodos, y el completo desarrollo de los exopoditos localizados en el tercer par de
pereidpodos, los pedunculos oculares se encuentran mas cercanos entre si y separados de la regidn cefalica

(Figura 11).

También fue registrada una muda extra con variantes morfoldgicas, la cual se catalogd como instar (lll+)
misma que ocurrio el dia 41. Se diferencié por un aumento en el tamano corporal y en el tamafio del

segmento que dara lugar al 4to par de pereidépodos (Figura 12), sin embargo, este no fue posible medirlo.
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Figura 10. Filosoma Il de Panulirus interruptus (a); pedinculos oculares segmentados (b); incremento en el tamario del
exopodito del tercer par de pereiépodos (c).

Figura 11. Filosoma Il (a) de Panulirus interruptus, se observa primordio que dara lugar al 4to par de pereiopodos (b),
los expoditos (c) del tercer par de pereidpodos estan bien desarrollados y funcionales.



36

Figura 12. Instar de la filosoma Il (d), en donde se observdé un aumento en el tamafio corporal, ademds de un
aumento en el tamafio del primordio que dara lugar al 4to par de pereidépodos (e).

El estadio IV se obtuvo entre los dias 53 y 70 DDE, la caracteristica mas notoria fue el aumento en el
tamafio del brote que dara lugar al 4to par de pereidpodos, el cual presentaba de 1 a 2 segmentaciones. La
primera antena se observa sin segmentos (Figura 13), sin embargo, se observé la aparicién de un brote que
dara lugar al endopodito. El primordio que dard lugar a los exopoditos es mas alargado, pero sin

segmentacioén, se observan también los cromatoéforos rojos caracteristicos de la especie.
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Figura 13. Filosoma IV de Panulirus interruptus (a). En el 4to par de pereidpodos (b) aiin en desarrollo se observan de
1 a 2 segmentaciones.

3.5 Crecimiento de larvas filosoma de P. interruptus

La longitud total promedio de las larvas al inicio del experimento fue de 1.64 mm al dia 1. En el estadio Il Ia
longitud total alcanzé promedios de 2.14 mm, y de 2.16 mm (con la dieta MA+A y la dieta A

respectivamente) y no mostré diferencias significativas (p= 0.50).

En el estadio Ill, tampoco se observaron diferencias significativas (p= 0.54) en el promedio de la LT. En el
estadio IV la diferencia de la LT entre las larvas de ambos tratamientos fue de 0.04 mm, teniendo una LT
promedio de 3.73 mm en las larvas del tratamiento A y de 3.69 mm en las larvas alimentadas con la dieta

MA+A, sin diferencias significativas (p= 0.18).

La tasa de crecimiento (TC) expresada como el incremento en la longitud total por dia (mm dia?), y el

porcentaje de aumento corporal o indice corporal (IC) fueron similares entre los tratamientos.
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Tabla 8. Longitud total (LT, mm) de larvas filosoma en estadios tempranos de desarrollo, alimentadas con dos dietas:
MA+A (Mezcla de microalgas y aceite) y A (Aceite). También se muestra la tasa de crecimiento (TC: mm-dia?) y el
porcentaje de incremento en longitud total (IC) en cada cambio de estadio. Se muestran datos promedio y entre
paréntesis se presenta el error estandar. Letras iguales indican diferencias no significativas entre los tratamientos.
n=6.

FI Fll Flll FIV
MA+A A MA+A A MA+A A
LT 1.64(0.06) 2.14(0.06)*® 2.16(0.08)* 2.58(0.07)™ 2.60(0.08)™ 3.69(0.06)" 3.73(0.03)"
TC - 0.04 (0.00)  0.04(0.00)  0.04(0.01)  0.03(0.00) 0.05 (0.01) 0.06 (0.01)
IC - 31.82(1.11) 33.16(1.21) 49.95(2.55) 50.46(2.21) 175.03(4.97) 180.77 (3.20)

3.5.1 Duracion del periodo de intermuda

La duracidn del periodo de intermuda (TI) del estadio | a Il tuvo una duracién de 12 dias en ambos
tratamientos (Tabla 9), mientras que del estadio Il al Il el Tl fue de 12 dias la dieta MA+A y de 13 en las
larvas alimentadas con el tratamiento A. No obstante, al alcanzar el estadio IV el Tl fue significativamente
mas corto (p<0.05) en las larvas alimentadas con la dieta A (18 dias), en comparaciéon con larvas

alimentadas con el tratamiento MA+A, que tuvieron un Tl de 22 dias.

Tabla 9. Duracion del periodo de intermuda de larvas filosoma tempranas de P. interruptus alimentadas con dos
dietas: MA+A (A. franciscana enriquecida con la mezcla de microalgas y aceite Omegamex®) y A (solo aceite
Omegamex®). Se muestran datos promedio y entre paréntesis se presenta el error estandar. n=6.

Duracion del periodo de intermuda

(dias)
Estadio MA+A A
-1l 12 (0.00)® 12 (0.00)®
-1 12 (0.22)° 13 (0.21)?
n-iv 22 (0.58)? 18 (0.33)°

Dentro del ciclo de muda se calculé el tiempo que tardaba cada tratamiento en llegar al 70 % del estadio al
cual estaban mudando las larvas, es decir, del estadio | al estadio Il, del estadio Il al lll y del estadio Il al IV.
Durante este evento se observd que el tiempo que tardaban las larvas para llegar al 70 % se prolongd mas
dias durante los cambios de los estadios lll y IV; siendo el estadio filosoma | al Il el mas corto, el cual tuvo

una duracién de 3 dias en ambos tratamientos (Figura 14), seguido del estadio filosoma Il a lll en el cual se
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obtuvo el 70 % de filosoma Il a los 8 dias con el tratamiento MA+A y a los 9 dias en el tratamiento A (Figura
15). Finalmente, el cambio del estadio Ill al IV llevo mas tiempo en alcanzar el 70 % con respecto a los
estadios anteriores, con 10 dias en el tratamiento de larvas alimentadas con la dieta A y 13 dias con el
tratamiento MA+A (Figura 16), que prolongo la duracion del periodo de intermuda en ambos tratamientos.
Sin embargo, se observd una tendencia a una duracién del periodo de intermuda mas corto en las larvas

alimentadas con la dieta A.
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Figura 14. Porcentaje de larvas filosoma que mudaron del estadio | al Il en funcién del tiempo, alimentadas con dos
dietas. Circulos color blanco: alimentadas con Artemia franciscana enriquecida solo con aceite Omegamex® (A),
circulos color negro: alimentadas con Artemia franciscana enriquecida con microalgas y aceite Omegamex® en
relacion 1:1 (MA+A). Se muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. n=6.
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Figura 15. Porcentaje de larvas filosoma que mudaron del estadio Il al lll en funcién del tiempo, alimentadas con dos
dietas. Circulos color blanco: alimentadas con Artemia franciscana enriquecida solo con aceite Omegamex® (A),

circulos color negro: alimentadas con Artemia franciscana enriquecida con microalgas y aceite en relacién 1:1 (MA+A).
Se muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. n=6.
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Figura 16. Porcentaje de larvas filosoma que mudaron del estadio Il al IV en funcién del tiempo, alimentadas con dos
dietas. Circulos color blanco: alimentadas con A. franciscana enriquecida solo con aceite Omegamex® (A), circulos
color negro: alimentadas con la dieta compuesta por MA+A (Artemia franciscana enriquecida con microalgas y aceite
Omegamex®, en relacion 1:1). Se muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. n=6.
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El promedio de PST por larva en el estadio | fue de 42.16 pg-Larvaly el peso organico de 34.52 pg-larva®
(Tabla 10). En el estadio Il no se observaron diferencias significativas entre tratamientos. EI PST y PO de los
estadios Ill y IV fue significativamente mayor (p<0.001) en las larvas alimentadas con la dieta MA+A,
obteniendo un promedio de PST de 102.67 pg-Larvay 79.46 ug-larva™ de PO en el estadio Il, de 139.25 y

107.94 pg-larva™ en el estadio Il y 237.31 y 183.63 pg-Larva™ para el estadio IV.

Tabla 10. Peso seco total y peso seco organico (ug-larva?) de larvas filosoma de los estadios I, II, lll y IV, alimentadas
con las dietas MA+A y A. Se muestran datos promedio y entre paréntesis se presenta el error estandar. Letras iguales
indican no diferencia entre los tratamientos (a>b). n=6.

PST (ug-Larval) PO (pg-Larva™)
Estadio MA+A A MA+A A
I 42.16 (1.40)? 42.16 (1.40)? 34.52 (0.36)? 34.52 (0.36)?
I 102.67 (3.10)® 94.85 (4.78)° 79.46 (2.74)*  70.90 (4.17)?
Il 139.25 (7.34)2 111.74 (4.20)° 107.94 (6.65)°  84.19 (3.22)°
v 237.31 (1.77) 205.83 (2.40)° 183.63 (1.37)°  159.27 (1.86)°

Al comparar el PO de las larvas en funcidn de la longitud, se observé que las larvas de ambos tratamientos
presentaron el mejor ajuste a una funcién de crecimiento lineal con un coeficiente de determinacidon (R?) de
0.99 y 0.98 para los tratamientos MA+A y A, respectivamente. Se observd que a pesar de que en la LT no
mostré diferencias significativas, las larvas alimentadas con la dieta MA+A presentaron un mayor peso en

los estadios Il y IV (Figura 17).
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Figura 17. Peso organico (PO, ug-larva?) en funcién de la longitud total (LT, mm) de larvas filosoma tempranas de P.
interruptus de los estadios | al IV. Los puntos negros indican la dieta MA+A (microalgas+aceite Omegamex®), los
puntos blancos indican la dieta A (solo aceite Omegamex®). Los nimeros sobre los puntos (I, Il, Il y IV) indican el
estadio larval. Se muestran datos promedio y las barras indican el error estandar. n=6.

3.6 Acidos grasos en filosomata de P. interruptus

En la tabla 1 se muestra la composicidon de acidos grasos (%) en larvas filosoma recién eclosionadas (Fl) y

del estadio Fll al estadio FIV, alimentadas con las dos dietas de A. franciscana enriquecida (MA+A y A).

En el estadio Fl, los grupos de acidos grasos mas abundantes fueron los AGS (49.32 %, ) y AGMI (34.15 % vy )
mientras que las concentraciones de AGPI y AGAI fueron bajas (16.54 %, y 12.48 %, respectivamente). De
manera individual, los acidos grasos de mayor concentracidon de este estadio fueron el 16:0, 18:0, 18:1n9,
18:1n7, EPA y ARA los cuales sumaron el 80 % del total de acidos grasos. El DHA alcanzo una concentracién
promedio de 2.36 % (0.83 pug-mg™). La relacion n6/n6 fue de 0.98:1, mientras que la razon DHA/EPA fue de
0.50:1.
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En el estadio Fll (%), se encontraron diferencias significativas AGS (p<0.05) y AGMI (p<0.001), siendo las
filosomata alimentadas con la dieta A, donde se obtuvieron los mayores porcentajes (31.31 % y 30.05 %
respectivamente). Por otro lado, los AGPI y AGAI fueron significativamente mayores (p<0.001) en las larvas
alimentadas con la dieta MA+A, con valores de 46.38 % y 28.59 % respectivamente. Los acidos grasos, ARA
(20:4n6) y EPA (20:5n3), también fueron mayores (p<0.001) en las filosomata alimentadas con MA+A, con
valores de 6.52 % y 14.28 % respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas

(p=0.07) en el acido graso DHA (22:6n3) entre ambos tratamientos.

Las razones DHA/EPA y DHA/ARA fueron significativamente mayores (p<0.001) en las larvas alimentadas
con la dieta A (0.42:1 y 0.96:1), mientras que la relacidon n3:n6 fue mayor (p< 0.05) en larvas alimentadas

con la dieta MA+A (3.37:1).

En el estadio Flll, las sumatorias de los AGS, AGMI y AGPI no presentaron diferencias significativas (p=0.86,
p=0.18 y p=0.12, respectivamente) entre los tratamientos. No obstante, los AGAI presentaron un
porcentaje significativamente mayor (p<0.05) en las filosomata alimentadas con la dieta A (25.36 %). Asi
mismo, se encontrd que los porcentajes de ARA y DHA fueron mayores (p<0.001) en las larvas alimentadas
con la dieta A con 5.66 % y 5.46 % respectivamente. Sin embargo, los acidos grasos: 18:2n6 (linoléico, LOA)
y 18:3n3 (linolénico, LNA) presentaron porcentajes mayores (p<0.05) en el tratamiento MA+A, con valores

de 3.90 %y 12.79 %, respectivamente.

Las relaciones n3/n6 y EPA/ARA (3.57:1 y 2.61:1) fueron significativamente mayores (p<0.05 y p<0.001,
respectivamente) en el tratamiento con la dieta MA+A. Sin embargo, la razon DHA/EPA fue mayor

(p<0.001) en las larvas alimentadas con la dieta A con una relacion de 0.47:1.

En el estadio FIV no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en los grupos de acidos
grasos. Dentro de los AGPI, el ARA, fue significativamente mayor (p<0.001) en las filosomata alimentadas
con la dieta MA+A (7.23 %); mientras que las larvas alimentadas con la dieta A tuvieron el porcentaje

significativamente mas alto de DHA, con 10.39 % (p <0.05).

Las filosomata alimentadas con la dieta A presentaron los valores mayores en las relaciones: n3/n6 (2.67:1),

DHA/EPA (0.68:1) y EPA/ARA (3.87:1).

Al comparar los grupos de acidos grasos entre los diferentes estadios, fueron estadisticamente diferentes

(p<0.05): las Fl, presentaron las mayores concentraciones de AGS (49.32 %) y AGMI (34.15). No obstante,
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presentaron los porcentajes mds bajos de AGPI (16.54 %) y AGAI (12.48 %), los cuales tuvieron una
tendencia a incrementarse en los siguientes estadios. Los mayores valores de AGPI se encontraron en las
filosomata en estadio Il alimentada con la dieta MA+A (46.38 %) y en los estadios IV de ambos tratamientos
(43.84-44.42 %). Mientras que en los AGAI solo en las larvas estadio IV de ambos tratamientos (31.18-31.67
%).

Dentro de los AGPI, se encontré que las filosomata del estadio IV alimentadas con ambas dietas tuvieron
los mayores porcentajes de DHA (de 7.58 a 10.39 %), de EPA (14.98 a 15.24 %) y de LOA (5.81 a 6.22 %). Al
mismo tiempo, los mayores porcentajes de ARA se obtuvieron en los estadios Il y IV del tratamiento MA+A
(6.52-7.23 %). Finalmente, los estadios Il y Ill de ambas dietas tuvieron los mayores valores de LNA (9.89-

12.79 %).

La relacidon n3/n6 mas alta se presentd en los estadios Il y Il alimentados con la dieta MA+A (3.37:1-3.57:1),
mientras que las filosomata estadio IV-A tuvieron las mayores relaciones DHA/EPA (0.68:1), EPA/ARA
(3.87:1) y DHA/ARA (2.64:1).



Tabla 11. Porcentaje de acidos grasos (respecto al total de los acidos grasos) de las larvas filosoma de Panulirus interruptus (estadio 1I-1V) alimentadas con nauplios de
A. franciscana enriquecidos con dos dietas: microalgas+aceite (MA+A) y solo con aceite Omegamex® (A). Se muestran datos promedio y entre paréntesis el error
estandar. Letras minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre las dietas en cada estadio (Estadio II: a>b, Estadio Ill m>n, Estadio IV x>y). Letras
mayusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre los estadios (A>B>...E). n=6.

Acido graso Fl Fll Flll FIV
(%) MA+A A MA+A A MA+A A
14:0 2.44 (0.04) 1.41 (0.04) 1.40 (0.16) 1.62 (0.05) 1.54 (0.06) 1.68 (0.04) 1.66 (0.01)
15:0 1.57 (0.06) 0.41 (0.02) 0.48 (0.04) 0.46 (0.01) 0.48 (0.02) 0.48 (0.05) 0.36 (0.00)
16:0 27.18 (0.12) 13.15 (0.24) 15.36 (0.75) 15.49 (0.20) 15.39 (0.38) 15.22 (0.12) 14.68 (0.36)
18:0 18.13 (0.18) 12.34(0.22) 14.07 (0.57) 14.84 (0.61) 14.73 (0.87) 13.85 (0.24) 15.57 (1.11)
SAGS 49.32 (0.29)* 27.31(0.41) 31.31 (1.48)® 32.41 (0.76)%™ 32.14 (1.27)®™ 31.22 (0.36)% 32.27 (0.77)®
16:1n7 4.62 (0.33) 2.43 (0.09) 1.80(0.12) 2.03(0.11) 1.34 (0.04) 1.46 (0.04) 1.21 (0.04)
18:1n9 17.69 (0.05) 14.94 (0.25) 17.80 (0.65) 15.80 (0.37) 15.40 (0.45) 14.47 (0.13) 14.25 (0.18)
18:1n7 7.41(0.07) 7.76 (0.18) 9.06 (0.30) 8.11(0.13) 7.93 (0.13) 7.09 (0.38) 7.30 (0.10)
20:1n9 4.43(0.01) 1.18 (0.05) 1.38 (0.07) 1.19 (0.02) 1.21 (0.05) 1.34 (0.08) 1.13 (0.06)
SAGMI 34.15 (0.36) 26.31(0.39)®  30.05 (1.11)% 27.14 (0.61)™ 25.9 (0.63)™ 24.36 (0.13)°x 23.89 (0.38)P*
18:2n6 1.19 (0.02)° 3.15 (0.10)< 3.18 (0.23)< 3.90 (0.07)®™ 3.35 (0.12) 5.81 (0.02)™ 6.22 (0.18)"
18:3n3 0.43 (0.01)° 11.17 (0.26)"8 9.89 (1.45) 12.79 (0.29)A™ 11.31 (0.42)R8" 5.06 (0.16)% 4.53 (0.06)%
18:4n3 - 2.63 (0.15) 0.94 (0.19) 1.65 (0.06) 1.05 (0.11) 0.30 (0.01) 0.22 (0.01)
20:2n6 2.44 (0.01) 0.85 (0.03) 0.81 (0.08) 0.77 (0.02) 0.91 (0.03) 1.57 (0.03) 1.69 (0.03)
20:3n6 - 0.14 (0.02) 0.13 (0.08) 0.10 (0.01) 0.09 (0.01) 0.09 (0.02) 0.10 (0.00)
20:3n3 0.05 (0.00) 0.74 (0.02) 0.44 (0.08) 0.46 (0.02) 0.34 (0.04) 0.16 (0.01) 0.10 (0.05)
20:4n6 4.72 (0.05)° 6.52 (0.27)" 5.03 (0.14)8 4.09 (0.19)°" 5.66 (0.20)®™ 7.23 (0.06)™ 3.94 (0.07)®
20:4n3 0.44 (0.05) 2.85 (0.14) 1.93 (0.33) 2.27 (0.05) 2.25 (0.08) 1.64 (0.00) 1.42 (0.19)
20:5n3 4.72 (0.05)C 14.28 (0.79)*  11.45 (0.41)8 10.65 (0.31)8™ 11.55 (0.30)8™ 14.98 (0.08)* 15.24 (0.02)*
22:6n3 2.36 (0.03)¢ 4.06 (0.12)c0? 4.85 (0.38)c 3.75 (0.29)P" 5.46 (0.09)C™ 7.58 (0.22)% 10.39 (0.05)»
SAGPI 16.54 (0.07)¢ 46.38 (0.73)"  38.64 (2.57)® 40.45 (0.61)"e™ 41.97 (0.66)"e™ 44.42 (0.49)™ 43.84 (0.38)*
SAGAI 12.48 (0.02)E 28.59 (0.98)%  23.83 (1.05)® 21.34 (0.78)<n 25.36 (0.54)™ 31.67 (0.28)* 31.18 (0.12)A8x
n-3 8.18 (0.08) 35.73 (0.84) 29.49 (2.31) 31.58 (0.47) 31.96 (0.53) 29.71(0.48) 31.89 (0.25)
n-6 8.35 (0.02) 10.65 (0.26) 9..15 (0.30) 8.87(0.18) 10.01 (0.21) 14.71 (0.01) 11.95 (0.13)
n-3/n-6 0.98 (0.01)¢ 3.37 (0.14)h82 3.20 (0.18)82 3.57 (0.05)A™ 3.20 (0.06)®" 2.02 (0.03)%Y 2.67 (0.01)>
DHA/EPA 0.50 (0.01)® 0.29 (0.02)® 0.42 (0.02)< 0.35 (0.02)°" 0.47 (0.01)8¢m 0.51 (0.01)® 0.68 (0.00)™
EPA/ARA 1.00 (0.02)° 2.21(0.16) 2.28 (0.07)< 2.61 (0.05)®™ 2.04 (0.03)< 2.07 (0.03)¥ 3.87 (0.09)*
DHA/ARA 0.50 (0.00)° 0.63 (0.02)® 0.96 (0.07)% 0.91 (0.04)®™ 0.97 (0.04)®™ 1.05 (0.04)8Y 2.64 (0.03)"

AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: acidos grasos poliinsaturados, AGAI: 4cidos grasos altamente insaturados.
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Considerando la concentracién de acidos grasos, con base en el peso seco organico (ug-mg?): en el estadio
I, el contenido de los AGPI y AGAI tuvo diferencias significativas (p<0.001) entre los tratamientos, siendo
las larvas alimentadas con la dieta MA+A las que presentaron una mayor concentraciéon (24.14 y 14.92
ug-mg? respectivamente). Individualmente, dentro de los AGPI, las larvas alimentadas con la dieta MA+A
tuvieron las mayores concentraciones de los acidos grasos EPA (7.28 pg-mg™), ARA (3.31 ug-mg?) y LNA

(5.69 pg'mg?) en el DHA, no hubo diferencias significativas (p= 0.69) entre los tratamientos.

En el estadio Ill, las filosomata alimentadas con la dieta A, presentaron las mayores (p<0.001)
concentraciones de: AGAI (10.95 pg-mg?), ARA (2.44 pg-mg?), EPA (4.98 ug-mg1) y DHA (2.36 pg-mg?)
(Tabla 12).

En las larvas filosoma estadio IV, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en los
AGS, AGMI, AGPI y AGAIL. No obstante, se encontré que las filosomata alimentadas con la dieta MA+A
presentaron mayores concentraciones de LNA (1.75 pg-mg?) y ARA (2.51 pug-mg?). Mientras que las larvas
alimentadas con la dieta A tuvieron las mayores concentraciones de: LOA (2.27 pg-mg?), EPA (5.56 pg-mg?)

y DHA (3.79 pg-mg?).

Al comparar las concentraciones de los diferentes grupos de dacidos grasos entre todos los estadios de
desarrollo, las larvas Fl presentaron la mayor concentracién de AGS (20.66 pg-mg), y junto con los estadios
I1'y Ill, las mayores concentraciones de AGMI (11.64-13.81 pg-mg). Las mayores concentraciones de AGPl y
AGAI fueron del estadio Il tratamiento MA+A (24.14 y 14.92 pug-mg™) y las menores las encontradas en las Fl
(5.90y 4.48 pg-mgl).

Dentro de los AGPI también se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los estadios (Tabla 12).
Las filosomata estadio IV presentaron las mayores concentraciones de LOA (2.01 - 2.27 pg-mg?) y DHA
(2.62-3.79 pg-mgl), el LNA fue significativamente mayor en los estadios 1l y Ill (4.31-5.69 ug-mg?) con una
tendencia a disminuir en el estadio IV. El ARA tuvo las mayores concentraciones en el estadio [I-MA+A (3.31
pug-mg?). Finalmente, las menores concentraciones de los AGPI mencionados anteriormente fueron

encontradas en las Fl.



Tabla 2. Composicién de acidos grasos (ug-mg™? de peso organico) de las larvas filosoma de Panulirus interruptus alimentadas con nauplios de A. franciscana
enriquecidos con dos dietas: microalgas+aceite (MA+A) y solo con aceite (A). Se muestran datos promedio y entre paréntesis el error estandar. Letras minudsculas
iguales indican que no hay diferencias significativas entre las dietas en cada estadio (Estadio Il: a > b, Estadio Ill m > n, Estadio IV x > y) Letras mayusculas iguales

indican que no hay diferencias significativas entre los estadios (A>B>...E). n=6.

Acido graso FI 1l I 1} ] v v
(ng-mg™) (MA+A) (A) (MA+A) (A) (MA+A) (A)

14:0 0.86 (0.01) 0.72 (0.03) 0.62 (0.08) 0.72 (0.02) 0.67 (0.03) 0.58 (0.03) 0.61 (0.01)
15:0 0.55 (0.03) 0.21(0.01) 0.21 (0.02) 0.20(0.01) 0.21(0.01) 0.16 (0.01) 0.13 (0.00)
16:0 9.53(0.17) 6.71(0.23) 6.78 (9,49) 6.87 (0.18) 6.65 (0.37) 5.27 (0.23) 5.36 (0.26)
18:0 6.36 (0.08) 6.30(0.22) 6.20 (0.39) 6.57 (0.26) 6.36 (0.65) 4.80 (0.25) 5.67 (0.27)
2AGS 20.66 (0.35)* 15.85 (0.62)82 15.76 (1.08)8 16.07 (0.41)Bm 15.78 (0.52)Bm 12.76 (0.54)  13.96 (0.08)%
16:1n7 1.62 (0.15) 1.24 (0.06) 0.80 (0.07) 0.91 (0.07) 0.58 (0.03) 0.50 (0.01) 0.44 (0.03)
18:1n9 6.20 (0.16) 7.62(0.21) 7.85 (0.49) 7.03 (0.33) 6.68 (0.31) 5.01(0.13) 5.20(0.19)
18:1n7 2.60 (0.08) 3.95 (0.07) 4.00 (0.24) 3.60 (0.14) 3.43 (0.10) 2.46 (0.22) 2.66 (0.10)
20:1n9 1.55 (0.04) 0.60 (0.04) 0.61 (0.05) 0.53 (0.02) 0.53 (0.03) 0.46 (0.01) 0.41 (0.03)
SAGMI 13.17 (0.44)A 13.81 (0.36)"? 13.65 (0.88)"? 12.46 (0.57)A8m 11.64 (0.48)8™ 8.73 (0.32)% 9.05 (0.35)%
18:2n6 0.42 (0.00)¢ 1.61(0.07)% 1.39(0.11)% 1.73 (0.07)8™ 1.46 (0.08)8" 2.01 (0.06)~Y 2.27 (0.12)*
18:3n3 0.15 (0.00)¢ 5.69 (0.17)% 4.31 (0.65)"° 5.69 (0.26)A™ 4,91 (0.28)A™ 1.75 (0.01)% 1.65 (0.06)%
18:4n3 - 1.35(0.10) 0.41 (0.04) 0.74 (0.04) 0.46 (0.06) 0.10 (0.00) 0.08 (0.00)
20:2n6 0.85 (0.02) 0.43 (0.02) 0.35 (0.04) 0.34 (0.00) 0.39(0.01) 0.54 (0.01) 0.62 (0.02)
20:3n6 - 0.07 (0.01) 0.06 (0.04) 0.05 (0.00) 0.04 (0.01) 0.03 (0.01) 0.04 (0.00)
20:3n3 0.02 (0.00) 0.38 (0.02) 0.19 (0.03) 0.21 (0.01) 0.15 (0.02) 0.05 (0.00) 0.04 (0.02)
20:4n6 1.66 (0.06)F 3.31 (0.09)% 2.21(0.08)°® 1.81 (0.05)°" 2.44 (0.05)8™ 2.51 (0.11)B 1.44 (0.01)%
20:4n3 0.15 (0.01) 1.45 (0.08) 0.84 (0.14) 1.01 (0.03) 0.97 (0.04) 0.57 (0.02) 0.52 (0.08)
20:5n3 1.66 (0.02)° 7.28 (0.43)% 5.01 (0.12)B¢ck 4.71 (0.06)" 4.98 (0.06)8Cm 5.19 (0.16)8% 5.56 (0.13)B
22:6n3 0.83 (0.03)F 2.07 (0.0.5)P? 2.11 (0.0.9)P? 1.65 (0.10)f" 2.36 (0.07)¢m 2.62 (0.02)% 3.79 (0.07)™
SAGPI 5.90 (0.011)° 24.14 (0.55)" 16.91 (1.01)B¢ 18.24 (0.36)B™ 18.22 (0.56)B™ 15.70(0.39)>  16.00 (0.52)8%
SAGAI 4.48 (0.09)P 14.92 (0.50)" 10.41 (0.24)B 9.68 (0.18)8¢n 10.95 (0.17)B™ 11.29 (0.31)%  11.38(0.31)%
n-3 2.87 (0.04) 18.22 (0.59) 12.86 (0.88) 14.00 (0.31) 13.84 (0.46) 10.29 (0.20) 11.64 (0.36)
n-6 3.03 (0.08) 5.91(0.11) 4.05 (0.17) 4.24 (0.06) 4.38 (0.11) 5.41(0.19) 4.36 (0.15)
3Total 39.73 (0.90)¢ 53.80 (1.30)*° 46.32 (1.66)° 46.76 (1.11)8™ 45.64 (1.05)5™ 37.19(1.25)*  39.00 (0.94)%

AGS: acidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: acidos grasos poliinsaturados, AGAI: 4cidos grasos altamente insaturados.

Ly



48

3.7 Factores abidticos del agua en el sistema de cultivo de P. interruptus

Los parametros fisicoquimicos del agua en el sistema de recirculacion acuicola (SRA) se mantuvieron
constantes a lo largo de todo el experimento en ambos tratamientos. La temperatura del agua se mantuvo
en promedio a 19.29 (0.25) °C, salinidad en 33.01 (0.30) ups, oxigeno disuelto en 7.52 (0.08) mg-L?, el
promedio del pH para todo el sistema fue de 7.99 (0.10), el cual se mantuvo estable mediante la adicion de
bicarbonato de sodio (NaHCOs). Finalmente el nitrdgeno amoniacal total (NAT), pasé de no detectable, a

0.03 (0.01) mg-L%, concentracién considerada como aceptable para el cultivo larval.
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Capitulo 4. Discusion

El cultivo de microalgas marinas tiene un amplio impacto en la acuicultura de organismos marinos; debido a
su calidad nutricional. Su uso como fuente de alimentacidon ha permitido el desarrollo larval de diferentes
especies, asi como de organismos intermediarios (Artemia, rotiferos y copépodos), utilizados en la
alimentacién de estadios avanzados de peces y crustaceos (Volkman et al., 1989; Brown et al., 1997). Estos
ultimos, al igual que otros organismos marinos, tienen habilidad limitada para la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), como el DHA, EPA y ARA, que intervienen en procesos de la formacion de
membranas y en la respuesta inmune, por lo que son considerados esenciales para su desarrollo (Volkman,

1992; Tocher 1984).

La eficacia de especies utilizadas en este experimento, Isochrysis sp. y Phaeodactylum tricornutum han sido
probadas en una amplia variedad de cultivos de moluscos bivalvos, etapas larvarias de peces y de
crustaceos y como enriquecimiento para Artemia, la que a su vez ha sido utilizada en el desarrollo larval de
diferentes especies de langostas espinosas en las que se ha completado su desarrollo hasta puerulo
(Brown., 2002; Matsuda et al., 2006; Goldstein et al., 2008). Estas microalgas se caracterizan por producir
altas concentraciones de AGPI (Brown et al.,, 1989), por lo que el valor nutricional en la mezcla de
microalgas utilizada en este trabajo se caracterizd por su alto contenido de este grupo de acidos grasos
(43.14 %), el cual fue mayor al porcentaje reportado por Cazares-Salazar (2014), quien obtuvo 13.95% en
una mezcla de Isochrysis galbana y Chaetoceros muelleri, que fue utilizada en la alimentacién del copépodo

Pseudiodiaptomus eurialinus.

No obstante, en la mezcla de microalgas utilizadas en este estudio, el contenido de DHA (8.64%) fue menor
al reportado en otros trabajos, que mencionan que Isochrysis sp., puede producir hasta un 15.8% de DHA
(Brown et al., 1989; Volkman et al., 1989; Patil et al., 2007; Anzueto-Sanchez, 2014), aunque produce bajas
concentraciones de EPA (2.72 %) segun lo reportado por Renaud et al. (1994). La concentracidon de EPA
(9.96%) en este trabajo fue mayor a la de DHA, y puede deberse principalmente al aporte de P.
tricornutum, la cual se ha reportado pueden alcanzarse concentraciones promedio de hasta 28 %

(Yongmanitchai y Ward, 1991; Brown et al., 1997).

La concentracién de ARA (0.06 %, 0.01 pg-mg™) fue casi nula en la mezcla de microalgas, ambas especies

presentan una baja o nula produccién de este acido graso (Brown et al., 1989). Cazares-Salazar (2014),
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obtuvo 0.59 % de ARA en cultivos monoespecificos de Isochrysis galbana, mientras que en P. tricornutum

se han detectado concentraciones de ARA de hasta 0.60 % (Cavonius et al., 2015).

La relacion DHA/EPA de 0.90:1, fue el resultado de la complementacidn positiva de las dos especies de
microalgas utilizadas. La relacién obtenida en esta investigacion es considerada adecuada para la
alimentacién de crustaceos marinos (Li et al., 2014). La relacion EPA/ARA, no fue calculada para esta

mezcla, debido a que la concentracion de ARA (0.06 %), fue despreciable.

Los nauplios de Artemia spp. han sido ampliamente utilizados en acuicultura como dieta para larvas de
crustdceos (Navarro et al., 1999). Sin embargo, su perfil nutricional y, en especifico de los acidos grasos
poliinsaturados, ha demostrado no ser el ideal para el desarrollo éptimo de organismos marinos,
incluyendo a larvas de P. interruptus (Kittaka 1997; Matsuda et al., 2009; Bautista-Soto, 2016). Sobre todo
presenta deficiencias en DHA, ya que los nauplios de A. franciscana no lo sintetizan (Léger et al., 1986). Esto
ha hecho necesario su enriquecimiento con emulsiones comerciales o naturales (fitoplancton), para

garantizar el desempefio de los organismos que los consumen (Kanazawa, 1993; Watanabe, 1993).

Las concentraciones de las sumatorias de los AGPI, AGAI, y el acido graso DHA, en la dieta MA+A, fue
aproximadamente un 50% menor que las obtenidas con la dieta A, sugiriendo un mayor aporte por parte
del aceite Omegamex® (50% Omegamex®). Con respecto a la mezcla de microalgas. Esta misma tendencia
fue observada por Bautista-Soto (2016). Los acidos grasos presentes en el aceite Omegamex®, el cual
contiene en promedio: 42-44% de AGPIl y AGAIl y 30% de DHA (Navarro-Hurtado, 2011), pudieron ser el

reflejo de las mayores concentraciones de éstos dcidos grasos obtenidas en la dieta A.

La concentracidn mas alta de EPA, que de DHA, en ambas dietas, puede ser debida a la actividad
metabdlica que tiene Artemia para transformar DHA a EPA (Navarro et al.,, 1999). Durante el
enriquecimiento pudo haber realizado esta transformacidn, previo a su asimilacién, incrementando la
concentracién de EPA e igualando las concentraciones presentes en ambas dietas. El mismo patron fue
encontrado por Furuita et al. (1996), quienes al enriquecer Artemia solo con DHA, en dos diferentes
concentraciones, encontraron la misma concentracion de EPA en ambos tratamientos. Puede ser que los
nauplios de A. franciscana, al haber tenido alrededor de 24h de ayuno previo, y el corto tiempo de
enriquecimiento (3h), hayan podido realizar el rapido catabolismo del DHA en este periodo y por

consiguiente disminuir su disponibilidad para las filosomata.
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No obstante, al comparar las concentraciones de estos acidos grasos con las obtenidas por otros autores,
con fuentes y tiempos de enriquecimiento similares, se encontré que los valores de estos acidos grasos
fueron entre 7 y 9.8 veces menores en AGPIl que las obtenidas por Bautista-Soto (2016) y 3.2 veces
menores que Chakraborty et al. (2010). Asi mismo, los AGAIl y el EPA fueron 4 veces mas bajasy de 10y 12

veces menores en DHA que las registradas por Bautista-Soto (2016).

Los valores bajos de acidos grasos registrados en las dietas, pueden estar relacionados con el tiempo de
exposiciéon de los nauplios de A. franciscana a los enriquecedores. Seglin las recomendaciones de
Chakraborty et al. (2010), los valores mas altos de AGAI, DHA y EPA se obtienen a las 3 horas de
enriquecimiento de Artemia sp. Sin embargo, las concentraciones de AGPI, DHA y EPA obtenidas en este
experimento después de las 3 horas de enriquecimiento apenas superaron la concentracién de estos acidos
grasos en nauplios de Artemia sin enriquecer (Rees et al., 1994). De acuerdo a otras fuentes de la literatura,
un intervalo de 12 y 24 horas de enriquecimiento parece ser el éptimo para obtener altas concentraciones
de los AGAI (Evjemo et al., 1997; Coutteau y Mourente, 1997; Han et al., 2000; Phleger et al., 2001; Smith
et al., 2003; Nelson et al., 2004; Liddy et al., 2005; Bautista-Soto, 2016).

La baja concentracidon de los acidos grasos esenciales obtenidas con ambos tratamientos puede no ser
suficiente para satisfacer los requerimientos nutricionales de algunos crustdceos marinos. En el cultivo de
algunos peneidos como Marsupenaeus japonicus y Penaeus monodon, se ha encontrado un requerimiento
minimo del 1% de DHA en sus dietas (Rees et al., 1994), porcentaje mayor al obtenido en los
enriquecimientos de este experimento. Aunado a esto, Williams (2007) menciona que debido a la poca
informacién sobre los requerimientos de acidos grasos esenciales en larvas filosoma, es recomendable

utilizar como perfil cercano, los requerimientos de acidos grasos en peneidos.

Sin embargo, el perfil de acidos grasos de Artemia sp. enriquecida con diferentes dietas y utilizada como
alimento para filosomata de otras especies de langostas espinosas, presenta amplios rangos en porcentajes
de AGPI (26.43-42.4), DHA (0.08-13.78) y EPA (2.40 — 13.90) y ARA (0.50 - 13.98). Ademas, los resultados
obtenidos en crecimiento y supervivencia de larvas filosoma no han sido del todo claros (Phleger et al.,
2001; Nelson et al., 2003, 2004; Liddy et al., 2005). No obstante, el perfil nutricional de Artemia sp. con
bajas concentraciones de los dacidos grasos mencionados anteriormente parece ser suficiente para
satisfacer los requerimientos de dacidos grasos de larvas filosoma en estadios tempranos pero se debe
considerar el uso de enriquecedores ricos en lipidos polares, debido a su uso como almacenamiento de
energia, ya que estos son asimilados de manera mas eficiente por las larvas de crustaceos (Nelson et al.,

2004; Liddy et al., 2005).
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La razén DHA/EPA de ambos tratamientos fue similar a la obtenida por Bautista-Soto (2016), no obstante,
fue menor a las recomendadas por Sargent et al. (1997) e Ibeas et al. (1997), que es de 2.5:1 para el
adecuado desarrollo de organismos marinos, en especifico de peces. Por otro lado, Li et al. (2014) probaron
distintas razones de DHA/EPA en la jaiba Portunus trituberculatus y encontraron que razones entre 0.4:1 -
1:1 mejoraban la supervivencia de este crustaceo. Considerando este intervalo, la razén DHA/EPA de la
dieta A (0.47), se encontraria en el limite inferior recomendada por este autor. Asi mismo, algunos
enriquecimientos con razones DHA:EPA <1, utilizados para alimentar larvas de langostas espinosas, han
dado buenos resultados o no difieren significativamente en la supervivencia y el crecimiento de los

primeros estadios de filosomata (Nelson et al., 2003, 2004, Liddy et al., 2005, Wu et al., 2012).

4.1 Crecimiento de filosomata de P. interruptus

La familia Palinuridae se encuentra entre los organismos acuaticos con el desarrollo larval de mayor
duracién (Thorson, 1950). En P. interruptus, el desarrollo de la fase filosoma incluye una serie de 11
estadios y un estimado de 7.5 meses de desarrollo (Johnson, 1956). Las investigaciones sobre el ciclo larval
de esta especie se han llevado a cabo de manera indirecta principalmente mediante censos de con
organismos del medio natural, ya que debido a su duracién y la dificultad para su desarrollo exsitu, se ha
limitado su estudio en cautiverio, donde se han obtenido bajas supervivencias (Dexter, 1972; Ortufio-
Manzanares, 2000; Lopez-Zenteno, 2004; Galicia-Galicia 2006; Pefialoza-Mayorazgo, 2008; Bautista-Soto,
2016; Niebla-Lopez, 2016).

Las investigaciones sobre el cultivo de la etapa larvaria de diferentes especies de langostas espinosas han
concluido que los principales factores se encuentran: a) las capacidades de alimentaciéon de las filosomata,
b) el sistema de cultivo larval y, sobre todo c) la calidad nutricional del alimento, la cual debe satisfacer los
requerimientos de las larvas a lo largo de todo su desarrollo (Kittaka y Booth 2000; Ritar 2001; Nelson et al.,
2002, 2003). No obstante, poco se sabe sobre las preferencias de la dieta de filosomata en el ambiente
natural por lo que actualmente este tema ha sido uno de los principales enfoques en la larvicultura de

langostas espinosas (Jeffs et al., 2004; Suzuki et al., 2008; Chow et al., 2011).

En el caso especifico de P. interruptus, el crecimiento depende de multiples factores como son: la
temperatura durante el desarrollo de las larvas, el tamafio de la hembra (longitud de cefalotérax) (Galicia-

Galicia, 2006), el flujo y velocidad del agua (Rosas com. per.) y la disponibilidad y calidad de alimento
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(Bautista-Soto, 2016). Sin embargo, los factores que han demostrado tener mayor influencia en el
desarrollo de larvas filosoma son la temperatura (Lopez-Zenteno, 2004 y Niebla-Lopez, 2016) y la calidad de

la dieta.

Durante este experimento se evalud la influencia de la dieta sobre el desarrollo de larvas tempranas (I-1V)
de P. interruptus, no obstante, no se observaron diferencias significativas en el crecimiento, expresado
como longitud total (LT) de las filosomata alimentadas con ambos tratamientos en los estadios alcanzados.
Se encontraron valores de LT cercanos a los obtenidos por otros autores (Tabla 13) que han trabajado en la
larvicultura de la misma especie (Dexter, 1972; Lépez-Zenteno, 2004, Galicia-Galicia, 2006, Bautista-Soto,
2016 y Niebla-Lépez, 2016). Por el contrario, la mayor diferencia entre la LT fue con las obtenidas por
Johnson (1956). Esto se atribuye a que las mediciones del autor fueron realizadas con larvas colectadas del
medio natural y las longitudes de cada estadio pueden enmascarar instares extra, ademds de que, en el
medio natural, las larvas tienen las condiciones Odptimas para el crecimiento, como temperatura,

disponibilidad y calidad nutricional del alimento.

La principal variacidon en la LT, con respecto a otras investigaciones, puede originarse a partir de las
filosomata estadio |, esto debido a la influencia que tiene la hembra en la calidad de la descendencia (Smith
et al., 2004; Galicia-Galicia, 2006). La comparacion en crecimiento expresado en LT no es robusta si los
organismos utilizados pertenecen a diferentes hembras, por lo que la tasa de crecimiento es la
comparacion mas adecuada entre organismos de la misma especie, pero en diferentes condiciones de

cultivo y dietas (Guillaume, 2001).

En los estadios Il y IV la LT obtenida en este experimento fue similar a la reportada por Niebla-Lépez
(2016), quien utilizd como alimento la dieta del tratamiento A y el mismo corte de larvas, pero una
temperatura mayor (24°C), teniendo una mayor influencia de la temperatura célida durante el estadio I,

permitié que alcanzaran mayor longitud con respecto a las de este experimento.

Lépez-Zenteno (2004), registré longitudes totales muy similares en la filosoma IV a una temperatura de
22°C, con una dieta de A. franciscana enriquecida con microalgas como alimento, aunque no se detalla el
tiempo de enriquecimiento y la concentracion de microalgas utilizada. No obstante, las especies
Chaetoceros mulleri e Isochrysis sp. que se utilizaron se caracterizan por su alto contenido de acidos grasos

EPA y DHA con lo que se alcanza una complementacién positiva (Cazares-Salazar, 2014).
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Tabla 13. Longitud total (mm) de estadios tempranos de larvas filosoma de Panulirus interruptus obtenidas
en este trabajo y por otros autores. A: Aceite Omegamex®, MA+A: microalgas+aceite Omegamex®. Los
datos se muestran en promedio y entre paréntesis la desviacién estandar.

Niebla-
. Johnson Dexter Lépez-Zenteno Galicia ,
Estadio b a a Lépez MA+A A
(1956) (1972) (2004) (2006) (2016)*
| 1.35(0.21) 1.44 (0.13) 1.69 (0.41) 1.66 (0.10) 1.72(0.11) 1.64 (0.06) 1.64 (0.06)
I 2.60 (0.28) 1.81(0.14) 2.22 (0.08) 2.07 (0.10) 2.16(0.12) 2.14 (0.07) 2.16 (0.08)
11 3.65 (0.35) 2.14 (0.11) 2.66 (0.12) - 3.09 (0.25) 2.58 (0.10) 2.60 (0.11)
v 4.40 (0.42) 3.01(0.07) 3.73(0.17) - 3.72 (0.21) 3.69 (0.25) 3.73(0.22)

*Cultivadas a una temperatura de 24 °C, y mismo corte de larvas.
2 Cultivados a una temperatura de 20 °C
b Obtenidas del medio natural

El efecto de la dieta tampoco se vio reflejado en el crecimiento expresado como tasa de crecimiento (Tc,
mm-dia?) e indice de crecimiento (IC, %) (Tabla 14 y 15). Sin embargo, otros autores obtuvieron mayores
valores en organismos de la misma especie cultivados en una temperatura mas cdlida obteniendo un
tiempo de intermuda mas corto y por consiguiente se alcanzaron estadios mds avanzados en un periodo de

tiempo menor (Dexter, 1972; Lopez-Zenteno, 2004 y Niebla-Lopez, 2016).

Tabla 14. Comparacién de tasa de crecimiento (Tc, mm-dia™) de larvas filosoma de Panulirus interruptus con
trabajos de otros autores.

Ectadio Dexter Z';‘?‘F;‘::"o Galicia Bautista-Soto Este experimento
(1972)° (2015)°
(2004) a (2006) MA+A A
FIl 0.04 0.05 0.02 0.03 (0.01) 0.04 (0.00) 0.04 (0.00)
FIll 0.04 0.05 - 0.03 (0.01) 0.04 (0.01) 0.03 (0.00)
FIV 0.06 0.06 - - 0.05 (0.01) 0.06 (0.01)

2 Cultivados a una temperatura de 21 °C
b Cultivados a una temperatura de 20 °C



55

Tabla 15. Comparacién del indice de crecimiento de larvas filosoma de Panulirus interruptus con trabajos de
otros autores.

g Dexter Loépez-Zenteno Galicia-Galicia Bautista-Soto Este experimento
Estadio
(1972)° (2004)° (2006) (2015)° MA+A A
I -1l 35.86 40.02 34.4 24.11 (4.47) 31.82(1.11) 33.16(1.21)
-1l 50.71 54.61 - - 49.95 (2.55)  50.46 (2.21)
" -1v 130.04 153.00 - - 175.03 (4.97) 180.77 (3.20)

2Cultivados a una temperatura de 21 °C
b Cultivados a una temperatura de 20 °C

En este trabajo, el periodo de intermuda (TI), no presenté diferencias significativas en los estadios I-1l y lI-lll,
pero si en el Tl de las filosomata llI-IV; siendo las alimentadas con la dieta A, las del tiempo mas corto, lo
gue puede sugerir que la dieta A tuvo una mejor influencia en la reduccién del Tl al estadio IV. Al comparar
el Tl de los estadios | al Ill, con los registrados por otros autores, es evidente que éstos estdn mds
influenciados por la temperatura que por el tipo de enriquecimiento utilizado para el alimento (Lépez-
Zenteno, 2004; Niebla-Lopez, 2016). Este efecto ha sido observado con otras especies como P. japonicus y
P. cygnus, con las cuales se ha reducido de manera significativa el Tl utilizando temperaturas calidas en

estadios tempranos (Liddy et al., 2004; Matsuda y Takenouchi 2006).

En crustaceos el nUmero de mudas entre los estadios larvales varian ampliamente entre las especies (Wu et
al., 2012). Durante este experimento solo se observd un evento de instar durante el estadio Ill al IV en
ambos tratamientos. Esto coincide con Bautista-Soto (2016), quien también detectad solo un instar entre la
filosoma Ill y IV. Sin embargo, Niebla-Lépez (2016) encontré 4 diferentes instar entre estos estadios. La
incidencia del instar entre el estadio lll y IV, observados por Bautista-Soto (2016) y en este trabajo, podria
estar relacionada a que se utiliz6 un mismo protocolo de alimentacidn y enriquecimiento descrito en Ila
dieta A, pero a una temperatura de 21 °C, mientras que Niebla-Lépez (2016) utilizo una temperatura de 24
°C. Dexter (1972), quien evalué el desarrollo individual de filosomata de la misma especie, describid
también 4 instar entre el estadio Ill y IV, y observd algunas irregularidades morfoldgicas en las larvas.
Debido a la baja frecuencia de aparicién sugirié considerar algunos instar como “artefactos” de laboratorio

gue podria ser un efecto de las condiciones de cultivo en laboratorio.

En un cultivo masivo es dificil detectar la cantidad especifica de instar que ocurren a través de cada cambio
de estadio (Matsuda y Takenouchi, 2006), ya que reconocer las mudas y cuantificar su frecuencia puede

resultar impreciso y la manipulaciéon de los organismos puede ocasionar mortalidad, sesgando otros
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resultados del experimento. Por esto es conveniente la descripcion de los estadios en cultivos de menor

densidad de larvas o bien en cultivo de los organismos de manera individual (Bautista-Soto, 2016).

A pesar de no observar diferencias significativas entre las dietas en la LT y la TC durante los estadios I-IV, el
peso organico (PO) fue mayor en las larvas estadios llI-1V alimentadas con la dieta MA+A. Sin embargo, el
contenido total de acidos grasos no tuvo diferencias significativas entre los tratamientos en los estadios IlI-
IV. No obstante, esta diferencia podria estar relacionada con el contenido de proteinas o carbohidratos
acumulados en las larvas, ya que se ha demostrado que los lipidos, a pesar de su variacién, no contribuyen

de manera importante en el aumento o reduccidn del peso seco en filosomata (Smith et al., 2004).

El efecto no significativo de las dietas enriquecidas con AGPI, sobre el crecimiento de larvas filosoma ha
sido observado en estadios tempranos de P. cygnus y J. edwardsii, y se ha atribuido también a que las
dietas utilizadas presentan la misma cantidad de lipidos totales (Nelson et al., 2003; Liddy et al., 2005). Por
otro lado, Nelson et al. (2004) observaron efectos de la dieta sobre el Tl hasta el estadio V en larvas de J.
edwardsii, siendo la mejor una dieta mixta, con microalgas y aceite, pero en relacién 1:2 v/v. Dicho
tratamiento permitid concentraciones de 4cidos grasos similares a las obtenidas con la dieta A de este
experimento. También en J. edwardsii se observo el efecto de distintas dietas sobre el crecimiento a partir
del estadio IV (Liddy et al., 2005), por lo que la dieta enriquecida con diferentes fuentes y altas
concentraciones de AGPI podria marcar diferencias en el crecimiento en filosomata de P. interruptus a

partir de estadios intermedios (21V).

4.2 Supervivencia en filosomata de P. interruptus

La baja supervivencia de larvas filosoma, ha sido el principal cuello de botella en el cultivo de langostas
espinosas, lo cual ha impedido su desarrollo a escala industrial. Durante este experimento no fue posible
evaluar la supervivencia diariamente, pues se observd que, al realizar los muestreos de las larvas en cada
tanque, estas eran afectadas por la turbulencia causada por el homogenizado de las larvas, las cuales se
enredaban entre si, impidiendo su nado y precipitdndose en el fondo o dafando sus extremidades en el
intento por separarse. Por dicha razén solo fue posible calcular la supervivencia al estadio Ill y IV la cual fue

evaluada durante la toma de muestras para el andlisis de acidos grasos.
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En el estadio Il, las larvas alimentadas con la dieta MA+A tuvieron mayores concentraciones de ARA y EPA,
sin diferencias significativas en las concentraciones de DHA. Esto podria sugerir que las larvas del
tratamiento MA+A incorporaron mejor estos acidos grasos durante este estadio. Sin embargo, al no contar
con el dato de supervivencia de este estadio, no se puede afirmar que esta dieta fue mejor. No obstante, el
crecimiento similar entre las larvas de los dos tratamientos y el tiempo de intermuda, no tuvo diferencias
significativas, por lo que ambas dietas podrian ser adecuadas para el desarrollo del estadio Il de P.

interruptus.

La supervivencia obtenida hasta el estadio Ill en el tratamiento MA+A (13.34 %) fue similar a la obtenida
por Dexter (1972), quien registrd una supervivencia del 16 % a una temperatura de 20 °C. Lépez-Zenteno
(2004), obtuvo supervivencias del 0.07 % hasta el estadio Ill, aunque cabe mencionar que en otro de sus

experimentos alcanzd el estadio VI con una supervivencia del 3 %.

La mayor supervivencia de esta especie registrada en laboratorio al llegar al estadio lll, fue la obtenida por
Bautista-Soto (2016), que fue de 66.6 %, utilizando nauplios de A. franciscana enriquecidos durante 12
horas con Omegamex® en un sistema de cultivo larvario individual y estatico, mediante el cual tambien se
han obtenido las mejores supervivencias con otras especies de filosomata, e.g. filosomata de P. japonicus
con 50 % supervivencia hasta puerulo en cultivo individual, ademas, otra ventaja del cultivo individual es la

descripcién mas detallada de aspectos morfolégicos (Matsuda y Takenouchi, 2006).

La supervivencia obtenida en el estadio IV (9.01 %) durante este experimento, en el tratamiento MA+A
(Tabla 16), es comparable con la obtenida por Dexter (1972) que fue del 8 % pero con una temperatura de
22°C. Este autor observé una tendencia en la supervivencia del 50% entre cada cambio de estadio (16 % al
estadio Ill y 8 % al estadio 1V), una tendencia similar fue observada en este experimento con el tratamiento
A durante el estadio Ill al IV. Sin embargo, no fue posible obtener la supervivencia al estadio Il durante este
bioensayo, pero en un experimento preliminar se habia conseguido la supervivencia al estadio Il de 21.20 %
en condiciones de cultivo idénticas, posteriormente en este experimento se obtuvo una supervivencia de
10.60 % al estadio lll y 6.66 % al estadio IV en el mismo tratamiento, lo que sugeriria una tendencia similar
a la observada por Dexter (1972). No obstante, la supervivencia obtenida por estadios es baja, pues con
especies como J. edwardsii o P. cygnus se han obtenido supervivencias de mas de 80 % entre los cambios

de estadios tempranos (Smith et al., 2004; Liddy et al., 2005).
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Tabla 16. Supervivencia (%) de larvas filosoma obtenidas en este trabajo y por otros autores con Panulirus interruptus.

Dexter Loépez-Zenteno Bautista-Soto

Estadio MA+A A
(1972)¢ (2004)° (2015)°
Fll 40 - 73 - -
Flll 16 0.07 66.6 13.34 (0.94) 10.60 (1.23)
FIV 8 - - 9.01(0.80) 6.66(1.97)

@Cultivadas a una temperatura de 24°C, y mismo corte de larvas.
b Cultivados a una temperatura de 21 °C
¢ Cultivados a una temperatura de 20 °C

La supervivencia total al estadio IV es cercana a las obtenidas con J. edwardsii y P. cygnus (8.3 %-6.8 %)
alimentadas con diferentes dietas y donde se analizd el perfil de acidos grasos. En estos experimentos
tampoco presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (Hart et al., 2001, Nelson et al., 2004;

Liddy et al., 2005).

Por otro lado, Nelson et al. (2003), usando el doble de densidad de larvas filosoma que la de este trabajo,
obtuvieron mejores supervivencias (>50 %) hasta estadios intermedios con una dieta mixta entre una
emulsion rica en DHA vy la microalga C. muelleri, pero en relacion 1:2 (1:1 en tratamiento MA+A),
obteniendo un perfil nutricional de acidos grasos similar al de la dieta A. Sin embargo, este autor menciona
gue la aplicacién de antibidticos diariamente en los cultivos permite obtener resultados mas claros sobre el
efecto de las dietas, pues disminuye la variacion en el crecimiento y supervivencia derivado del estrés que
puede ocasionar la presencia de bacterias u organismos patdgenos en las larvas. Por lo que otros factores

como la calidad del agua pudieron haber influido en los resultados.

A pesar de que los factores abidticos del agua, como oxigeno, pH y temperatura se mantuvieron
constantes, diferentes autores han utilizado agua filtrada con poro mas fino a 0.2 um, tanto en el cultivo de
larvas filosoma como en el de Artemia (Phleger et al., 2001; Ritar et al., 2001; Smith et al., 2002; Nelson et
al., 2004) logrando supervivencias de entre 50 y 90 % en estadios intermedios (V). Diaz-Iglesias (com. per.
2015), hace referencia a que en Japdén se han logrado supervivencias de hasta el 90 % en estadios
intermedios de P. Japonicus, utilizando tanques tanques circulares de acrilico (plankton kreisel), sin utilizar
generador de ozono y con filtros de membrana de hasta 0.1 um; en contraste con los filtros de 1 um

utilizada en el presente experimento.
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Tomando como referencia lo anterior, uno de los principales motivos a los cuales se puede atribuir la baja
supervivencia obtenida durante este experimento es la presencia de bacterias y protozoarios derivados de
una inadecuada calidad del agua, debida especificamente al tamafo de filtracién de particulas (Murakami
et al., 2007). Durante el proceso experimental no fue posible cuantificar la cantidad de bacterias o
protozoarios presentes en el sistema de cultivo. La presencia de patégenos podria haberse derivado del
alimento, en este caso nauplios de A. franciscana, los cuales son una de las principales fuentes de
contaminacidon en el cultivo de organismos acuaticos (Villamil et al., 2003), debido a la cantidad de
bacterias que acumulan cuando se encuentran en forma enquistada, y las cuales probablemente no son

eliminadas eficazmente durante la desinfeccién de los nauplios.

La presencia de bacterias y protozoarios en el agua de cultivo, afecta de manera critica la supervivencia de
las larvas (Nelson et al., 2004). En el presente trabajo, se observaron algunos casos, de larvas moribundas
mientras intentaban mudar y al observarlas bajo el estereoscopio se encontré la presencia de epibiontes
como protozoarios del género Epistylis (Kittaka, 1997; Alvarez-Tinajero et al., 2004), o bacterias
filamentosas como Leucothrix sp., este Ultimo es considerado como uno de los epibiontes comunes en
larvas de peces y crusticeos, y su presencia esta asociada principalmente a la calidad del agua (Dworkin y

Falcow, 2006).

En otros trabajos con filosomata de P. interruptus se han atribuido altas mortalidades a la presencia de la
bacteria filamentosa Leucothrix sp. que infesta el exoesqueleto, impidiendo la natacién de las larvas y
dificultando su alimentacion (Lépez-Zenteno., 2004; Bautista-Soto, 2015; Niebla-Lopez, 2016). En este
experimento al mantener una temperatura del agua relativamente baja (19 °C), la presencia de esta
bacteria fue menor y no ocasiono alta mortalidad. Dworkin y Falcow (2006) mencionan que las altas
temperaturas (>24 °C) y bajo pH (<7.5) propician el crecimiento de Leucothrix sp., por lo que el haber
mantenido una temperatura templada y un pH superior a 7.8 durante todo el bioensayo, pudo haber
controlado la proliferacién de este epibionte en el sistema. Cabe mencionar que las larvas eliminaban por

completo la infestacion de epibiontes cuando ocurrian procesos de muda.

4.3 Acidos grasos en filosomata de P. interruptus

Los organismos marinos en etapas larvarias tienen un alto requerimiento de AGPI para su éptimo desarrollo

y supervivencia, en especial DHA y EPA (Sargent et al., 1997; Navarro et al., 1999).
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En las filosomata recién eclosionadas, los acidos grasos mas abundantes fueron los saturados 16:0 (27.18
%) y 18:0 (18.13 %) y el monoinsaturado 18:1n9 (17.69 %). El contenido de 16:0 y 18:0 obtenido en el
experimento fue mayor al reportado por otros autores en especies como J. edwardsii (Phleger et al., 2001;
Nelson et al., 2003; Smith et al., 2004), P. cygnus (Liddy et al., 2005) y P. ornatus (Wu et al., 2012), con
rangos de: 8.3-18.36 % y 4.2-11.01% respectivamente. Por otro lado, el contenido de 18:1n9 se encontré
dentro del rango determinados en esas especies (11.99-27.3%). Sin embargo, los AGPI, fueron mas bajos

(23.8%-46.5%) que los reportados, incluso para la especie tropical P. ornatus (36.54 %).

El contenido de ARA (4.72 %) en las larvas recién eclosionadas fue elevado en relacion a los demas AGPI,
considerando que usualmente los organismos zooplanctonicos presentan bajas concentraciones de este
acido graso (Olsen, 1998). Sin embargo, la concentracion de ARA coincidid con lo reportado por otros
autores que han determinado el contenido de acidos grasos en larvas filosoma recién eclosionadas (Phleger
et al., 2001; Ritar et al., 2003; Liddy et al., 2004), esto puede estar directamente relacionado a la influencia
de la dieta maternal sobre el perfil de acidos grasos de la descendencia. Pues se ha encontrado mediante
desoves de hembras mantenidas en cautiverio y alimentadas con dietas formuladas, que la concentracién
de este acido graso en su descendencia es baja en comparacién con los niveles de larvas filosoma obtenidas

de hembras que opositaron en el medio natural (Smith et al., 2004; Wu et al., 2012).

La concentracion de EPA (4.72 %) fue alta y baja en DHA (2.36 %) en las larvas recién eclosionadas, con
razones DHA/EPA (0.50) y EPA/ARA (1.00), las cuales son ligeramente mas bajas a las reportadas en larvas
recién eclosionadas de P. cygnus y J. edwardsii de desoves de hembras recolectadas del medio natural

(Phleger et al., 2001; Smith et al., 2003, Liddy et al., 2005).

En los estadios filosoma II-IV de P. interruptus, los acidos grasos presentes en mayor cantidad, fueron los
AGS: 16:0 (13.15-15.49 %), 18:0 (12.34-15.57 %), los AGMI: 18:1n9 (14.25-17.80 %), 18:1n7 (9.09-9.06 %) y
los AGAI: ARA (3.94-7.23 %), EPA (10.65-15.24 %) y DHA (3.75-10.39 %). Este mismo patrén fue encontrado
para otras especies en las que se ha evaluado la composicion de acidos grasos durante estadios tempranos

(Liddy et al., 2004; Nelson et al., 2003, 2004; Smith et al., 2004).

Considerando la alta concentracién de los acidos grasos 16:0, 18:0 y 18:1n9 en las larvas filosomas con
respecto a la de otras especies, y dado que estos son utilizados como reserva energética en periodos de
ayuno, se podria considerar que estas tienen una reserva energética que les permitiria tolerar largos
periodos en condiciones de ayuno, pues se observd en J. edwardsii que, con porcentajes menores de dichos

acidos grasos, la filosoma | puede sobrevivir hasta 8 dias en periodo sin alimento.
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En algunos trabajos con filosomata de langostas espinosas durante sus estadios tempranos, se ha
encontrado gran similitud entre el perfil de acidos grasos de las larvas y de sus dietas (Hart et al., 2001;
Nelson et al., 2004; Liddy et al., 2005). Esto coincide con lo encontrado en esta investigacion durante los
estadios Ill y IV alimentados con el tratamiento A, los cuales presentaron las mayores concentraciones de
DHA. Lo cual corresponde al mayor contenido de este dcido graso en su dieta, aunque variaron los
porcentajes (0.73 % en dieta A y 3.75-10.39 en filosomata del mismo tratamiento). Por otro lado, la mayor
concentracion de DHA en las larvas de este tratamiento no reflejé diferencias significativas en el
crecimiento expresado como LT, TC, y la supervivencia con respecto a las larvas de la dieta MA+A. No
obstante, la mayor concentracién de DHA, podria haber influido en la reduccién del periodo intermuda, el
cual fue menor en las larvas alimentadas con la dieta A, por lo que este tratamiento pudo satisfacer mejor

los requerimientos de las larvas para llevar acabo el ciclo de muda.

La baja relacién DHA/EPA, principalmente durante el estadio Il (MA+A: 0.29, A: 0.42) también fue similar a
la obtenida en sus respectivas dietas (MA+A: 0.21, A: 0.47). A su vez, la concentracién de los acidos grasos
16:1n7 y 18:4n3, los cuales son utilizados como biomarcadores de Isochrysis sp. y diatomeas (Smith et al.,
2003; Wang et al., 2014; Wang et al., 2015) fueron similares entre las larvas del tratamiento MA+A y su

dieta.

En este trabajo al alcanzar el estadio IV en ambos tratamientos el contenido de DHA en las filosomata
incrementd aproximadamente 50%, con ello la relacién DHA/EPA incremento. Phleger et al. (2001),
observaron en larvas colectadas del medio natural, un incremento en las concentraciones de DHA, EPA vy
sus razones a partir de los estadios IV y V. También en cultivos de larvas filosoma de P. homarus, a partir del
estadio IV se observd un incremento en DHA (Chakraborty et al., 2010). Esto sugiriere un cambio en los
requerimientos de acidos grasos esenciales y, un alto requerimiento de DHA principalmente durante

estadios intermedios y avanzados.

Durante el desarrollo larval de las filosomas los requerimientos nutricionales cambian, probablemente por
la influencia de las corrientes ocednicas que las transportan en el medio natural. Durante todo su
desarrollo larval, la disponibilidad y tipo de presa varian a medida que estas son transportadas (Phleger et
al., 2001; Wang et al., 2014) por lo que un cambio en las razones DHA/EPA puede ser una estrategia

evolutiva de las larvas en torno al alimento disponible a lo largo de su desarrollo.

Un resultado interesante observado en los estadios II-IV en ambos tratamientos fue la concentracion de

ARA en comparacién con la dieta, la cual fue deficiente en este acido graso durante el enriquecimiento. Se
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ha encontrado que Artemia sp. en condiciones de ayuno o después del enriquecimiento, tiene la capacidad
de bioconvertir algunos acidos grasos esenciales a partir de precursores de cadena larga como el LNA, y que
a su vez, su metabolismo al catabolizar el DHA, tiene la capacidad de retroconvertir dcidos grasos
esenciales, convirtiendo el DHA a EPA y ARA (Barclay y Zeller, 1996; Navarro et al., 1999). Esto sugiere que
las larvas podrian haber ingerido Artemias que hayan retroconvertido el DHA en ARA, hecho posible, ya que
a pesar de la renovacion constante del alimento, hay Artemias que pueden durar hasta 48 h en los tanques

de cultivo antes de ser ingeridas o removidas (Evjemo et al., 1997).

Otra razéon de la alta concentraciéon de ARA, puede deberse a la produccidon de eicosanoides como
respuesta del sistema inmune contra bacterias presentes en el exoesqueleto (Chakraborty et al., 2010). Por
otro lado, Anzueto-Sanchez (2014), en su estudio con el copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus, encontré
qgue algunos acidos grasos no presentes en la dieta o en muy bajas concentraciones, pueden ser
incorporados de fuentes diferentes a la dieta otorgada. Este pudo provenir por la presencia de bacterias en

el tracto digestivo.

Por ultimo, la alta concentracién de ARA, en las filosomata de ambos tratamientos con respecto a las
dietas, también ha sido observada en otros trabajos en los que se ha evaluado el perfil de acidos grasos
durante estadios tempranos de filosomata, sugiriendo un alto requerimiento de este acido graso durante
estadios tempranos (Nelson et al., 2004; Wu et al., 2012; Wang et al., 2014), y mantenerlos constantes

incluso en condiciones de ayuno (Smith et al., 2003).

P. interruptus se considera como una especie con alto potencial acuicola, por lo cual es imperativo
continuar con este y otros tipos de andlisis nutricionales para obtener un mayor conocimiento sobre sus
requerimientos. Posteriores estudios sobre los acidos grasos y de otros nutrientes a lo largo de su
desarrollo permitiran mejorar y estandarizar un protocolo mas uniforme y eficaz para su cultivo en

laboratorio.
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Capitulo 5. Conclusiones

Debido a la concentracién del grupo de AGPI y los acidos grasos DHA y EPA en la mezcla de las microalgas
Isochrysis sp. y P. tricornutum, con respecto a los niveles encontrados en cultivos monoespecificos, es

evidente una complementacion de estos acidos grasos al usarlas como alimento mixto.

El enriquecimiento de A. franciscana con aceite Omegamex®, presenté un mayor contenido del grupo AGPI
y del acido graso DHA, asi como una mayor relacién DHA/EPA con respecto al enriquecimiento con la dieta
mixta de microalgas y aceite Omegamex®, sugiriendo un mayor aporte por parte del aceite a las 3 horas de

exposicion.

El tiempo de enriquecimiento utilizado para este experimento en ambas dietas (3h) dio como resultado
bajas concentraciones del grupo AGPI, los acidos grasos DHA, ARA y una relacion DHA/EPA considerada

subdptima para el desarrollo de larvas de crustaceos.

Durante los primeros estadios de desarrollo las larvas filosoma de ambos tratamientos fue evidente cierto
grado de similitud en el perfil de acidos grasos comparado con el de las respectivas dietas. Por lo que las

larvas filosoma de P. interruptus en cultivo pueden reflejar el perfil nutricional del alimento suministrado.

Las dietas utilizadas no tuvieron diferencias significativas en el crecimiento y la supervivencia de los
estadios tempranos (I-1ll) de larvas filosoma de P. interrutus. Sin embargo, se observé una mayor tendencia

a la supervivencia en las filosomata alimentadas con la dieta MA+A.

La concentracién de los grupos AGPl y AGAI de las larvas en estadios II-1V, con respecto a las dietas, puede
indicar que las filosomata de P. interruptus de estadios tempranos tienen la habilidad de mantener de

manera preferencial ciertos acidos grasos para su adecuado desarrollo.

El alto contenido de ARA en filosomata con respecto a sus dietas sugiere que este fue obtenido de una

fuente distinta a la usada en el enriquecimiento.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Debido al bajo contenido de ARA en la dieta mixta de microalgas, es recomendable utilizar una especie
como Rhodomonas sp. La cual, debido a su alto contenido de este acido graso, podria complementar la

deficiencia en la mezcla.

Con base en los resultados obtenidos con el tiempo de enriquecimiento de A. franciscana (3h), en la
concentracion del grupo AGPI, DHA y ARA con respecto a lo éptimo reportado en larvas de crustdceos. Es

conveniente incrementar el tiempo de enriquecimiento a un minimo de 12 horas.

Con respecto a la calidad del agua a pesar de su filtracion, se observé la presencia de protozoarios en los
tanques de cultivos de larvas filosoma. Esto se atribuyd a las condiciones de cultivo de A. franciscana por lo
gue es recomendable el andlisis de otro método de desinfeccién de Artemia previo a su uso como alimento.
Ademas del uso de filtros de poro menor a 1 um durante el enjuague del alimento vivo y en el cultivo

larvario de filosomata.

Dada la presencia de bacterias del tipo Leucothrix sp. en la cuticula de larvas de P. interruptus, se

recomienda el monitoreo periddico de las unidades formadoras de colonia (UFC) en los tanques de cultivo.

Debido a la cantidad de estadios larvales descritos en las filosomata de P. interruptus (XI estadios). Y que en
este trabajo solo se alcanzaron estadios tempranos (I-IV). Se recomienda evaluar el perfil de acidos grasos
para comprender mejor los requerimientos nutricionales en estadios intermedios y avanzados de

filosomata de P. interruptus.

Debido a que no se encontraron diferencias en el perfil de acidos grasos de las larvas filosoma alimentadas
con sus respectivas dietas. Se aconseja realizar andlisis proximales de las larvas durante estadios
tempranos, asi como la determinacién de los tipos de lipidos presentes tanto en larvas filosoma y en sus

dietas para observar si hay un mayor requerimiento por otro tipo de nutrientes.
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