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Resumen de la tesis que presenta Ingrid Miriam Bautista Soto como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Crecimiento y supervivencia de larvas filosomata tempranas de la langosta roja
Panulirus interruptus alimentadas con nauplios de Artemia enriquecidos

Resumen aprobado por:

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

La langosta representa un ingreso importante en la pesqueria mexicana, no obstante la
captura se encuentra en su punto maximo sostenible, por lo que la langosticultura es un
potencial desarrollo tecnolégico para la obtencion sustentable de organismos. En el
presente estudio se evaluaron dietas para larvas filosomata tempranas de Panulirus
interruptus, con base en nauplios de Artemia enriquecidos con las microalgas marinas
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis T-iso (u) y aceite de orbita de atdn rico en
acidos grasos altamente insaturados (Q) y su efecto en la supervivencia y el
crecimiento. Tras un andlisis de acidos grasos (AG) se encontraron cantidades
elevadas de los altamente insaturados (AGAI) en las dietas enriquecidas, siendo
mejores la Dieta Q (24.91+3.64%) y Dieta Q+p (20.68+3.69%). Los datos mas elevados
de supervivencia se obtuvieron con la Dieta Q (66%) y la Dieta Q+py (40%). Se
encontraron diferencias altamente significativas entre los resultados obtenidos en la
tasa de crecimiento (0.027 y 0.024 mm-dia!), el indice de crecimiento (24.11 y 29.99%)
y los dias en aparecer la primera muda (9.88 y 11.44 dias), todos estos resultados
obtenidos con las dietas Q y Q+u. Ademas el desarrollo morfolégico de las filosomata
en estadio I, II, 11l fue descrito para las condiciones de cultivo en laboratorio. Por lo tanto
la Dieta Q y Dieta Q+p después de doce horas de enriquecimiento son las que
incrementaron de manera significativa los factores de crecimiento y supervivencia.

Palabras clave: Filosoma, langosta roja, Artemia enriquecida.



Abstract of the thesis presented by Ingrid Miriam Bautista Soto as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Aquaculture.

Growth and survival of early larvae phyllosomata of red lobster Panulirus
interruptus fed enriched Artemia nauplii

Abstract approved by:

Dr. Eugenio Diaz Iglesias Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Codirector thesis Codirector thesis

Lobster represents an important entry in Mexican fishery, however capture is at
maximum sustainable yield, so the lobster culture is a potential technological
development for obtaining sustainable organisms. In the present study diets for early
larval phylosomata of Panulirus interruptus were evaluated, based on Artemia nauplii
enriched with marine microalgae Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis T-iso (l)
and tuna orbit oil rich highly unsaturated fatty acids (Q) and its effect on survival and
growth. After an analysis of fatty acid (FA) high amounts of highly unsaturated (HUFA)
were found in the enriched diets, being better the Diet Q (24.91 £ 3.64%) and Diet Q + p
(20.68 + 3.69%). The higher survival data were obtained with the Diet Q (66%) and the
Diet Q + y (40%). Were found highly significant differences between the results obtained
in the growth rate (0.027 and 0.024 mm day?), the growth rate (24.11 and 29.99%) and
days to appear the first molt (9.88 and 11.44 days), all these results with Q and Q + p
diets. Besides the morphological development of phyllosomata stage I, I, lll was
described for laboratory culture conditions. Therefore Diet Q and Q + p after twelve
hours enrichment are those that significantly increased the survival and growth factors

Keywords: Phyllosoma, red lobster, enriched Artemia.
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Capitulo 1. Introducciodn

1.1 Produccion acuicola mundial de langosta

La langosta es un producto de interés comercial muy apreciado por los consumidores
en todo el mundo. La produccion mundial acuicola corresponde a 90.43 millones de
toneladas, de las cuales 66.63 millones son de productos marinos. El 9.7 por ciento de
la produccion acuicola destinada al sector alimenticio estd integrada por diferentes
especies de crustaceos, entre los que se encuentran el camarén, langostinos, cangrejos
y langosta principalmente (FAO, 2014). Para el 2012, la produccion de langostas y
bogavantes fue de 2035 t, lo que significé un incremento de poco mas de 58 veces la
produccion en 2003. El aumento mas significativo se dio entre los afios 2007 y 2008,
(70 y 1092 t respectivamente). Ademas, los bogavantes y langostas son de los pocos
grupos de especies cuyo valor econémico, en millones de délares, es equivalente a 10

veces su produccién en tonelaje (Tabla 1).

Tabla 1. Produccién acuicola mundial de langosta y bogavantes (modificada de FAO, 2014).

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Toneladas

producidas 39 29 35 70 1092 1412 1611 1805 2035

Produccién
en milesde 502 660 527 710 1863 11251 14140 16285 18821 20967
doélares

La produccion acuicola mundial de langostas y bogavantes sigue en aumento (Tabla 1)
pero la base de la produccion fue el desarrollo de la técnica de captacion de puerulos
del medio natural para la posterior engorda. Los principales productores son Vietnam,
India, Australia, Nueva Zelanda y Japon. En América Latina también se ha desarrollado
la tecnologia de cultivo para Panulirus argus en Cuba, donde Diaz-Iglesias et al. (1991)
y Béaez-Hidalgo et al. (1996), obtuvieron resultados favorables en la cria de puerulos y
postlarvas. En México los primeros intentos de cultivo a partir de puerulos se hicieron

con P. interruptus y dieron resultados igualmente favorables, se obtuvieron buenas
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tasas de conversion alimenticia (Diaz-lglesias, com. per.), lo que permite suponer que
esta forma de cultivo puede ser rentable. Actualmente se busca hacer de la engorda de
puerulos una produccion importante en Baja California Sur (Vega-Veldzquez, com.

per.).

En la actualidad no se cultivan langostas en México. Los datos que se obtienen del
Anuario estadistico de acuicultura y pesca 2013, colocan a la langosta, por el volumen
de captura, en el lugar 34° de la produccion pesquera en México y en el lugar 6° por la
captaciéon de divisas. Se ha calculado ademas, que el crecimiento de la produccion en
los ultimos 10 afios aument6 en promedio un 0.74%. (CONAPESCA, 2013).

La pesqueria de langosta se sostiene con 4 de las 5 especies de langosta: P.
interruptus, P. argus, P. inflatus, y P. gracilis, la quinta es P. peniciliatus no es una
especie de valor comercial dado que en México su pesca es escasa Yy su distribucion es
muy pequefia con respecto a las otras especies, solo se localiza en las islas de

Revillagigedo (Figura 1).

Las dos especies de mayor importancia comercial son P. interruptus y P. argus, que
sostienen fuertemente el mercado, han sido certificadas porque son especies en las
cuales se ha regulado su extraccibn (modificacion de las artes de pesca,
establecimiento de tiempos de veda y estudios de la poblacion para regular el esfuerzo
pesquero de la siguiente temporada). Las otras dos especies no representan una

produccion importante, pero son de interés comercial.

En México, los estados con mayor produccion de langosta son Baja California y Baja
California Sur, que juntas representan casi el 78%, seguida de la produccién en

Quintana Roo y Yucatan que representan el 19%.



¥ d
-
S
-
-
-]
-
0
X 0
. B ' I, e, ’ o = »d - -l
.I u Iullu' .“u . > - pdinn .. ‘.¢..:" '. . a’ g
e () Ponulius groclls . .3 =]
m."w ""; R —
b 1a .mm % oy, 3
jpew e o o U o " o -

Figura 1. Distribucion de las especies de langosta en la plataforma de México (Kailola et al., 1993)
modificado por Robles-Murillo (2005).

La forma en la que la pesqueria ha sido regulada, para las dos especies mas
importantes en México (P. interruptus y P. argus), ha sido la veda, que para ambos
casos es de siete meses (16 de febrero al 15 de septiembre) (Federacion, 1992; Vega-
Velazquez, 2003), lo que propicia la pesca pirata (Diaz-Iglesias, com. per.), ademas,
han reducido la cantidad de embarcaciones que capturan langosta y con esa medida ha
disminuido el esfuerzo pesquero, es decir por cada embarcacion se obtiene una mayor
cantidad de langosta capturada, de manera tal que los costos de produccion han
disminuido, todo esto ha permitido que las ganancias aumenten y que la poblacion siga

estable.

Las poblaciones naturales de langostas estdn en su punto de captura maxima
sostenible e incluso algunas de ellas han superado este punto (Sibeni y Calderini,

2012), es por esa razon que el desarrollo de la langosticultura podria producir
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suficientes toneladas para satisfacer el mercado (Fotedar y Phillips, 2011; Phillips y
Matsuda, 2011), ademas los costos de produccion disminuirian y se tendria un efecto
positivo en las poblaciones naturales. El efecto que tendria la extraccién de puerulos en
las poblaciones naturales de langosta seria minimos y facilmente trazables. Los
beneficios de producir langosta son muchos, incluyendo la reutilizacion de mermas de
las empresas procesadoras de mariscos para alimentar a los estadios posteriores a

puerulo, siempre y cuando dichas mermas sean frescas.

El término langosta o langosta espinosa es mas utilizado para referirse a organismos de
la familia Palinuridae (Gracia y Kensler, 1980). Se han realizado numerosas
investigaciones relacionadas con las langostas espinosas enfocadas a diferentes
aspectos de su taxonomia, distribucion de las especies, pesqueria, ciclo de viday a la
produccion acuicola. En la actualidad, el mayor interés se ha enfocado a este ultimo
sector dado que la pesqueria no satisface la demanda internacional, esto debido al
agotamiento de algunas poblaciones por sobre captura y ademas, la implementacion de
vedas para mantener el nivel de captura maxima sostenible, lo que limita la extraccion y

la disponibilidad para el mercado (Sibeni y Calderini, 2012).

El ciclo de vida de las langostas comienza con la fecundacion de la freza, la cual ocurre
cuando la hembra frota el parche colocado por el macho y los espermas se liberan, el
desarrollo embrionario se lleva a cabo durante la migracion que realiza la hembra,
alejAndose de la costa hasta 60 m, después de la eclosion emerge una larva que se
denomina primer estadio larval o naupliosoma, éste es efimero (2-4 h), a partir de la
primera muda la larva se denomina filosoma (phyllés "hoja”, soma "cuerpo”) (Figura 2);
la morfologia caracteristica de este estadio es un cuerpo aplanado dorsoventralmente,
con una apariencia translucida y pequefias manchas de coloracion caracteristica entre
las diferentes especies, rojas en el caso de P. interruptus (Phillips, 2008). La fase
filosoma comprende 11 estadios y su desarrollo puede durar mas de ocho meses. Son
capaces de realizar migracion vertical, que expone a las larvas a las corrientes marinas,
lo que ocasiona su desplazamiento y dispersion, de forma tal que se pueden alejar
entre 800 y 1000 km de la costa, donde se pueden desarrollar en aguas pristinas,
alimentandose del zooplancton. El proceso para la identificacion de la especie, en la

fase filosoma, considera los ciclos de muda presentes, asi como el nUmero de mudas
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entre estadios (instars) y caracteristicas morfologicas, especialmente las diferentes

ornamentaciones de los apéndices (Brusca y Brusca, 2003).

Después del ultimo estadio como filosoma, ocurre la metamorfosis y se observa un
cambio morfolégico radical, de una apariencia aplanada y de aspecto aracniforme
cambia a una forma semejante a la de una langosta y se denomina puerulo o postlarva.
Este estadio tiene una apariencia translucida y el proceso de mineralizacion del
exoesqueleto aun no le provee la dureza propia de un organismo juvenil o adulto. En
este estadio larval se inicia el desplazamiento de regreso a la zona costera, en donde
localiza un sustrato apropiado para su desarrollo. Una vez establecida, puede mudar de
dos a tres veces antes de adoptar el comportamiento bentdnico caracteristico de un
adulto, es entonces cuando se considera como un juvenil, se completa el proceso de
mineralizacion del exoesqueleto y comienza a ser evidente la coloracion tipica de la
especie. En esta etapa comienza a alimentarse y se considera que se ha reclutado

satisfactoriamente a la poblacion (Phillips, 2008).

Durante todo este proceso de desarrollo larval, la mortalidad que se presenta en el
medio natural es elevada, representando un 97% desde la eclosion hasta que el
organismo es una postlarva, de esta etapa, hasta el estadio adulto, la mortalidad es del

42%, lo que resulta en una supervivencia total del 1.72% (Booth y Phillips, 1994).

Los estudios previos de langostas en el medio natural, sirvieron como base para el
desarrollo de su cultivo. Los estudios comienzan en Japon a finales del siglo
antepasado (Hattori y Oishi, 1899) y continlan a mediados del siglo pasado con el
estudio descriptivo de los estadios larvales, principalmente de P. argus (Lewis et al.,
1952), P. interruptus (Johnson, 1956) y P. japonicus (Nonaka et al., 1958). Dexter
(1972) realiz6 estudios sobre el cultivo de diferentes especies de langosta espinosa en
Estados Unidos de Norteamérica; en sus cultivos de P. interruptus solo produjo

filosomata | y VI.
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Figura 2. Ciclo de vida de Panulirus interruptus (Kailola et al., 1993) modificado por Robles-Murillo
(2005).

En afios posteriores, se desarrollaron técnicas de cultivo (Tabla 2) que permitieron
observar cada fase del desarrollo, desde la eclosion del huevo hasta la obtencion del
puerulo. Esto permitié encontrar errores de identificacion en algunas especies y propicio
un mejor entendimiento del ciclo de vida de diferentes especies en las que el periodo
larval se ha completado en laboratorio (Phillips y Kittaka, 2000; Phillips, 2008).

Las técnicas de cultivo que han sido empleadas frecuentemente son: a) sistema de
agua verde o ecosistémico, desarrollado en Japon, consiste en la inclusién de
microalgas, Nannochloropsis oculata (para mejorar la calidad del agua y atenuar el
crecimiento bacteriano) en donde se cultivan las filosomata y la adicién de la dieta
(Kittaka, 2000) y, b) sistema oligotréfico, implementado en Australia (Ritar, 2001), donde
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se mantiene la misma calidad de agua que en el ecosistémico (agua filtrada a 1 um,
tratada con luz UV y con ozono) y la adicion de la dieta (nauplios de Artemia

franciscana), pero sin microalgas.

Tabla 2. Caracteristicas del desarrollo larval completo de especies cultivadas (Phillips, 2008).

Especie Ciclos de Duracion de Duracién del Autor(es)
muda la filosoma puerulo (Dias)
(meses)

Jasus lalandii 15 10 >31 Kittaka (1988)

Jasus edwardsii 15-23 10.5-13.4 19 Kittaka et al. (1988,
2005)

Sagmariasus verreauxi 16 - 17 6.1-11.6 25.5 Kittaka et al. (1997),
Moss et al. (20002)

Palinurus elephas 6-9 20-4.2 11-15 Kittaka e Ikegami (1988)

Panulirus japonicus 20-31 75-126 9-26 Matsuda y Takenouchi
(2005)

Panulirus longipes 17 9.1-95 - Matsuda y Yamakawa
(2000)

Panulirus homarus 55-8 Murakami, k (2006)

Panulirus penicillatus 22 8.3-94 - Matsuda et al. (2006)

Panulirus ornatus 23 -24 4-6.5 9-25 M G Kailis Group
(Barnard, R)

Panulirus argus 18-21 45-65 11 - 26 Goldstein et al. (2006);
Matsuda et al. (2008)

Panulirus versicolor - 6-—8 - Smith et al. (2009)

Actualmente los estudios realizados se enfocan en identificar las condiciones
adecuadas de cultivo como la calidad de la dieta, la temperatura, el fotoperiodo, la
densidad de cultivo y la presencia de enfermedades. Lo anterior es de vital importancia
dado que la rentabilidad del cultivo de filosomata para la obtencién de puerulos, se ve
afectada por su alta mortalidad, causada principalmente por agentes patdégenos

(Matsuda y Takenouchi, 2005) y la inadecuada alimentacion (Phillips y Kittaka, 2000).



1.2 Alimentacioén larval

Uno de los aspectos criticos para el cultivo de larvas en cualquier especie es la calidad
de su alimento. En los seres vivos se ha demostrado una relacion directa entre la
calidad de las dietas y la supervivencia, el crecimiento y en particular en los crustaceos,
la duracién del periodo intermuda y la cantidad de instares que se observen en una
misma especie. Para definir una dieta adecuada para el cultivo de un organismo,
generalmente se identifican los alimentos que la especie consume en su ambiente
natural y se le alimenta con estos (Sargent et al., 1997), o se formula una dieta que

imite en lo posible el perfil nutricional (Nelson et al., 2002).

Los nutrientes importantes, que son una constante en todos los organismos
heterotrofos superiores, son las proteinas, vitaminas y lipidos, de manera particular los
acidos grasos (AG) de cadena de carbono larga, con mas de tres enlaces dobles, es
decir, los acidos grasos poliinsaturados (AGP) y principalmente los altamente
insaturados (AGPI). Estos AG representan una fraccion importante de los lipidos que
deben ser consumidos para satisfacer los requerimientos del organismo. Comunmente,
los lipidos saturados son empleados como fuente de energia y los insaturados para
diferentes funciones de la célula (sefializacién, permeabilidad de la membrana y

produccion de tejido metabdlicamente activo) (McEvoy et al., 1995).

En crustaceos marinos se ha estudiado la importancia de cierto grupo de acidos grasos
poliinsaturados (linoleico y linolénico) altamente insaturados (araquidonico: ARA,
eicosapentandico EPA y docosahexaendico DHA) que tienen funciones importantes
durante su desarrollo larval. Diferentes estudios han revelado que los acidos grasos
poliinsaturados son vitales para los procesos de muda, como precursores hormonales
(Anger, 2001). Un ejemplo de la funcion de los AGPI es el acido ARA (20:4n6), que se
acumula durante el periodo de intermuda para ser utilizado poco antes y durante la
ecdisis como precursor de la hormona de la muda (HM). Otros AGPI importantes son el
EPA (20:5n3), que participa en el metabolismo de los azucares en la glandula digestiva
y el DHA (22:6n3) que como en muchos organismos, participa en los procesos de

desarrollo del sistema nervioso (Castell et al., 1994; Sargent et al., 1997, 1999).
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Las larvas filosomata se alimentan de zooplancton en el medio natural (Phillips y
Kittaka, 2000), los organismos que componen esta comunidad se caracterizan por
almacenar é&cidos grasos que provienen del fitoplancton. De esta comunidad, los
copépodos son el grupo de organismos que forman una parte importante de la dieta de
las larvas planctonicas de muchos organismos marinos ya que los proveen de acidos
grasos esenciales. Aunque algunas especies ya se cultivan en laboratorio, es dificil
poder tener densidades altas y el tiempo requerido para alcanzar una talla adecuada
para la alimentacion de filosomata podria representar un riesgo, debido a que durante
este periodo se puede presentar evento de mortalidad elevada principalmente por
contaminacion del cultivo. Debido a esto, se emplean nauplios de Artemia que son
faciles de cultivar, resistentes al manejo en laboratorio, crecen rapidamente y tienen un
método de alimentacion (filtracion no selectiva) que permite enriquecerla facilmente y
asi aumentar su valor nutricional, este proceso es importante, porque generalmente la
Artemia, como tal, no provee los acidos grasos esenciales para el desarrollo de la

filosoma.

Diversos estudios han evaluado el enriquecimiento de nauplios de Artemia, con dietas a
base de microalgas marinas con alto contenido de acidos grasos esenciales o con
aceites enriquecedores comerciales, de esta manera se utilizan los nauplios como
bioencapsuladores de acidos grasos y de otros nutrientes importantes (Chakraborty et
al., 2010).

Entre las microalgas que se han utilizado para la alimentacion de organismos
intermediarios (Artemia, rotiferos y copépodos, entre otros), para la alimentacion de
peces y crustaceos destacan por su contenido de acidos grasos esenciales (DHA, EPA
y ARA), Isochrysis sp., Phaeodactylum tricornutum y Nannochloropsis oculata. Algunas
de estas microalgas son utilizadas en combinacion con aceite de pescado para el
enriquecimiento de los nauplios de Artemia (Han et al., 2000) que se utilizan para la
alimentacion de larvas filosomata de P. interruptus (Kittaka,1997; Ritar, 2001; Matsuda y
Takenouchi, 2005; Matsuda et al., 2006; Goldstein et al., 2008).

Ademas de la importancia nutricional que tienen las microalgas en la alimentacién de

los organismos filtroalimentadores, también producen metabolitos secundarios que



10
tienen propiedades antibacteriales. Por ejemplo el extracto de la microalga N. oculata
ha mostrado un efecto contra Vibrio sp. (Saracco-Alvarez, 2007), lo que disminuye la

probabilidad de mortalidades inducidas por dicho patégeno.

Los metabolitos que producen las microalgas (acidos grasos polinsaturados, pigmentos,
vitaminas, entre otros) son de vital importancia para diferentes organismos, ya sea que
las consuman en forma directa (filtroalimentadores) o indirecta (intermediarios en la
alimentacion de larvas de peces y crustaceos), es por ello que se han realizado una
gran cantidad de estudios para describir su composicion bioquimica en las diferentes
etapas del crecimiento (Brown, et al., 1989). En este sentido, P. tricornutum, produce
una cantidad elevada de acidos grasos poliinsaturados (linoleico y EPA) en la fase de
maximo crecimiento exponencial, ademas, la facilidad con la que crece esta microalga
permite tener cantidades elevadas de biomasa disponibles para la alimentacién de los
organismos intermediarios que bioencapsulan los nutrientes y que a su vez son
esenciales para la alimentacion de las larvas de diferentes especies de peces y

crustaceos, en particular de las larvas filosomata de los palinuridos (Léger et al., 1987).

1.3 Enfermedades en langostas

Las enfermedades presentes en la langosticultura han sido estudiadas a profundidad en
el estadio adulto, donde se han observado organismos simbiéticos, parasitos y
causantes de enfermedades, todos ellos pertenecientes a grupos de virus, bacterias,
hongos, protozoarios y helmintos. Todos estos organismos pueden estar presentes en
las poblaciones silvestres y cultivadas de langostas, sin representar un problema, pero
si se produce un evento andmalo que induzca estrés, puede provocar que los
organismos oportunistas desarrollen enfermedades o que mueran. No obstante, los
estadios mas tempranos en la vida de una langosta (larvas filosomata), son mas

susceptibles a las enfermedades (Matsuda y Takenouchi, 2005).

Una de las enfermedades mas importantes que se han presentado en langostas

adultas, es la infeccién de la hemolinfa, ocasionada por la bacteria Aerococcus viridans
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(Bobes y Diaz-lglesias, 1988); si una langosta infectada es consumida por un humano,

le puede provocar el endurecimiento del tejido cardiaco (Diaz-Iglesias, com. per.).

Las larvas filosomata tienen una mayor susceptibilidad a los epibiontes y a las
enfermedades bacterianas del exoesqueleto, que les impide moverse agilmente y las
vuelven mas visibles. La colonizacion fungica las imposibilita para alimentarse y la
infestacion con protozoarios aumenta la resistencia hidrodinamica durante el nado. Las
enfermedades que afectan internamente, producto de la infeccién por algunas bacterias
del género Vibrio, dinoflagelados como Hematodinium sp. y amibas, producen
metabolitos dafiinos y activan la produccion de fagocitos, o que propicia un gasto
energético y el consumo adicional de recursos nutricionales. Todas los procesos antes
mencionados inducen estrés, provocan que las larvas filosomata no se alimenten y/o
consuman las reservas de nutrientes, disminuyendo asi las probabilidades de una muda

exitosa y aumentando las probabilidades de mortalidad (Shields et al., 2006).

Una alimentacion adecuada puede ayudar a incrementar la capacidad del sistema
inmune (respuesta humoral y/o celular), en esta condicion, a pesar de que el organismo
tenga alguna enfermedad, la mortalidad puede variar, dependiendo de la calidad de la
dieta (Glencross, 2009). Esta premisa ha desencadenado la busqueda del alimento
ideal, que aunado con las condiciones Optimas de cultivo eleven la supervivencia de las

mismas.

1.4 Hipotesis

La concentracion de &cidos grasos altamente insaturados DHA, EPA y ARA
suministrados en la dieta de nauplios de Artemia franciscana, con base en la mezcla de
microalgas marinas y el aceite comercial Omegamex®, acelerara el crecimiento y
garantizara la supervivencia de los estadios larvales tempranos de la langosta Panulirus

interruptus.
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1.5 Objetivo general

Evaluar el efecto de la alimentacion de larvas filosomata de Panulirus interruptus con
nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con: a) aceite comercial Omegamex®, b)
una dieta mixta de microalgas marinas y c) una mezcla de aceite comercial de érbita de
atun (Omegamex®) y una mezcla de microalgas marinas, sobre la supervivencia, el

crecimiento, duracién de los ciclos de muda y el desarrollo morfologico.

1.6 Objetivos particulares

-Evaluar la composicién de acidos grasos de nauplios de A. franciscana enriquecidos
con Omegamex®, microalgas marinas y una combinacion de Omegamex® y microalgas

marinas.

-Evaluar la supervivencia, el crecimiento y el tiempo de muda de larvas filosomata
tempranas alimentadas con nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con
Omegamex®, microalgas marinas y una combinacién de Omegamex® y microalgas

marinas.

-Describir los estadios larvales tempranos de la langosta roja P. interruptus con base en

su morfologia, crecimiento y la duracion del ciclo de muda.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Dietas para nauplios de Artemia franciscana

2.1.1 Cultivo de microalgas

Las microalgas utilizadas en este trabajo fueron P. tricornutum (National Marine
Fisheries Service, La Joya, California, USA.) e Isochrysis T-iso (Bigelow
Laboratory, CCMP1324), se obtuvieron del Cepario de Microalgas del Departamento de
Acuicultura del CICESE.

La produccion de biomasa de las dos especies de microalgas se hizo por medio de
escalamientos sucesivos, desde 10 ml hasta 2500 ml. El agua de mar utilizada para los
cultivos se paso a través de filtros de 10, 5 y 1 um y finalmente por luz ultravioleta,
posteriormente se esterilizd en autoclave (Yamato SM310) a 120 libras de presion por

20 min.

El medio de cultivo utilizado fue “/2” (Guillard y Ryther, 1962), con adicidon de silicatos
en el caso de P. tricornutum. Se empled el doble de la concentracién de vitaminas

indicadas para este medio.

Los cultivos de cada una de las microalgas se realizaron por triplicado y se mantuvieron
en un sistema semicontinuo, con una tasa de dilucion del 20%, para mantener el cultivo
estable en la fase de maximo crecimiento exponencial. Los cultivos se mantuvieron a
una temperatura de 22 + 1°C, con aireacion constante para mantener el intercambio de
gases y evitar la sedimentacion de las células. El pH fue regulado con inyeccién de CO2

y se mantuvo entre 8 y 8.5.

Para evaluar la biomasa producida se realizaron conteos diarios del nimero de células
(antes y después de cada dilucidn). Dichos conteos se hicieron con ayuda de un
contador de particulas (Celeromics accelerating science) asegurando que los cultivos se

encontraban estables a través del tiempo.
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2.1.2 Preparacion de la emulsién del aceite Omegamex® para el
enriguecimiento de nauplios de Artemia franciscana

El aceite Omegamex® es una fuente con alto contenido de acidos grasos. Este aceite
no fue tratado para la eliminacién de lecitinas, de forma tal que se emulsioné con
facilidad, este proceso se realiz6 usando una batidora eléctrica por 3 min, para lograr
una mayor homogeneidad en el tamafio de las micelas de aceite suspendidas en el
agua. Inmediatamente después de emulsificar el aceite se tomaba una alicuota para
medir el diametro de las micelas y asegurar que el tamafio fuera adecuado para
utilizarse en el proceso de enriquecimiento de los nauplios, considerando que el tamafo

de la boca de los nauplios mide menos de 30um.

Para verificar que los nauplios ingirieran las micelas, una muestra de estos organismos
se lavo con agua dulce por un minuto y posteriormente se lavé con agua de mar a
presion en una piseta, a continuacion se hizo una diseccion longitudinal, esto se logro
eliminando el agua del portaobjeto cuidadosamente hasta que la Artemia no pudo
moverse, se cortd con un bisturi y enseguida se colocOd una gota de agua destilada
sobre ésta y se colocd en un microscopio invertido (EVOS® XL) y en la gota de agua se
observo la presencia de las micelas que estaban en el tracto digestivo de la Artemia.

2.1.3 Produccion de nauplios de Artemia franciscana

Para la produccién de nauplios de Artemia se sigui6 el proceso que se utiliza de forma
rutinaria en el laboratorio de peces marinos del Departamento de Acuicultura del
CICESE y que toma como base el protocolo descrito por Sorgeloos et al. (1986). Los
quistes se hidrataron con agua dulce por una hora y con aireacion intensa para
provocar que la hidratacion fuera homogénea, a continuacion, se eliminé la aireacion y
después de 5 a 10 min, se retiraron los quistes que no eran viables. Una vez
hidratados, se colocaron en una mezcla 1:1 de agua de mar e hipoclorito de sodio (cloro
comercial), a este proceso se le conoce como desenquistado o descapsulacion (que
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tuvo una duracion de 1.5 a 2 min), lo que significa que la primera capa protectora del
quiste (corion) se retira para facilitar y sincronizar la eclosion del nauplio. Se tuvo
especial cuidado con el incremento de la temperatura durante este proceso, porque se
corria el riesgo de inhabilitar los quistes si la temperatura llegaba a 35 °C. Los quistes
estuvieron listos cuando su coloracion se torné anaranjada. Enseguida se lavaron con

abundante agua dulce para eliminar totalmente cualquier residuo de cloro.

Finalmente los quistes se colocaron en un tanque de incubacion y eclosion, a una
salinidad de 20 a 22 ups, una temperatura de 26°C, aireacion abundante y una fuente
de luz. Después de 24 h se realizé la cosecha de los nauplios de A. franciscana a
través de tamices de 20 um y se concentraron en un volumen conocido para hacer una

evaluacion de la eclosion en donde eventualmente se realizaba el enriguecimiento.

2.1.4 Enriquecimiento de nauplios de Artemia franciscana

Los nauplios de Artemia cosechados de los tanques de incubacion se distribuyeron en
cuatro matraces Fernbach, colocando, en cada uno, entre 12,000 y 14,000 nauplios de
48 h de edad (después de la eclosion). Posteriormente, se afiadié el enriqguecedor y
enseguida los matraces fueron aforados a 2000 ml con agua de mar filtrada y

esterilizada con luz UV.

Para el enriquecimiento de los nauplios de A. franciscana con el aceite Omegamex®
(Q), se agrego la cantidad necesaria de la emulsion, inmediatamente después de su

preparacion, en una proporcion de 0.33 mleI* (Matus-Nivén, com. per).

Para el enriguecimiento con la mezcla de las microalgas, se suministraron 3000
célenauplio! de una mezcla de Isochrysis T-iso y P. tricornutum (u), en una proporcion
1:1.

Para el enriquecimiento de los nauplios con la mezcla de microalgas y aceite

Omegamex® (u+Q), se utilizé una proporcion 1:1 volumen-volumen de microalgas y
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emulsibn de Omegamex®. La Dieta Control consisti6 en nauplios de A. franciscana

mantenidos en ayuno por 48 h.

Los nauplios de Artemia se mantuvieron en el enriquecedor por un periodo de 12 horas
(Matus-Nivén, com. per.), a continuacibn se cosecharon Yy contabilizaron,
posteriormente se agregd una solucion de iodopovidona (Yodo Polivinil Pirrolidona) a 5
ppm por un lapso de 20 min para eliminar o reducir el contenido de bacterias y evitar
problemas de infeccion de las larvas filosomata.

Las raciones se suministraron al mismo tiempo en las diferentes unidades
experimentales, para evitar posibles variaciones en la calidad de la alimentacion de las

filosomata.

En un experimento adicional, los nauplios de Artemia se enriquecieron por diferentes
tiempos (0, 2, 3, 6, 8 y 12 h), con las diferentes dietas (Dieta Q, Dieta p y Dieta Q + p) y
un control sin enriquecimiento. El tiempo de 0 h de enriquecimiento de las dietas, se
considerd cuando una densidad conocida de Artemia se cosecho recién agregado el
enriquecedor y consecutivamente se cosecharon transcurridos cada uno de los tiempos
indicados. Para la eliminacién de bacterias, se siguié el procedimiento de limpieza

descrito anteriormente.

Para el analisis de los acidos grasos (AG) por cromatografia de gases con espectro de
masas (CG/MS), una vez transcurridos los periodos de enriquecimiento se tomaron

muestras de nauplios por triplicado, equivalentes a 3.0 mg.

2.2 Evaluacién del efecto de los enriquecedores

Para la evaluacion de la composicion y contenido de acidos grasos de las dos especies
de microalgas, cada 15 dias se recolectaron alicuotas de 15 ml, se centrifugaron a 3000
rpm por 15 min, a 10 °C, en una centrifuga refrigerada (marca Thermo Scientific
Heraeus Megafuge 16R), los paquetes celulares se resuspendieron con formiato de
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amonio al 3% y se centrifugo nuevamente, (este proceso se repitié tres veces) para
asegurar la eliminacion de la mayor cantidad de sales posibles, posteriormente se
almacenaron en tubos eppendorf a -70 °C.

Para analizar los acidos grasos de los nauplios de A. franciscana, se recolectaron entre
20 mil y 22 mil nauplios antes y después de enriquecerlos con las diferentes dietas, se
filtraron con una malla de 20 um, se lavaron con agua de mar estéril y a continuacion
con agua destilada para eliminar las sales y se almacenaron en tubos eppendorf a -70
°C.

Para cuantificar el peso seco de los nauplios de Artemia, se tomé una muestra de
volumen y densidad conocida, se colocaron en una liofilizadora por 24 h vy
posteriormente se pesaron en una balanza analitica, se realizaron dos mediciones para

comprobar que la muestra no estaba rehidratada.

2.2.1 Andlisis de acidos grasos: cromatografia de gases

espectrometria de masas (GCMS)

La extraccion de acidos grasos se hizo en el Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR). Las
muestras fueron liofilizadas y de los concentrados obtenidos se tomaron muestras de
un peso conocido, las cuales se sometieron a derivatizacion por medio de hidrolisis
acida con 3 ml de la mezcla de HCI-CHsOH (5:95 v/v) durante 2.5 horas en un termo
bafio a 85 °C (Sato y Murata, 1988). Los acidos grasos metil esterificados obtenidos se
extrajeron con 3 ml de hexano grado HPLC, se colocaron en un vial con tapa de teflon,

se sellaron y se almacenaron a -20 °C para su posterior analisis.

El andlisis de acidos grasos se realizd por cromatografia de gases espectrometria de
masas, utilizando un cromatégrafo de gases espectrémetro de masas (HP GCD 1800B)
con detector de ionizacidén electronica. Se inyectd 1ul de muestra en una columna

capilar de silica con dimensiones de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro externo y
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0.25 um de espesor de pelicula (Omegawax TM250). El gas acarreador fue helio de alta
pureza. Previamente se elaboro la curva de calibracion con una mezcla comercial de 37
acidos grasos metilados de origen marino (SUPELCO 47885U). La identificacion de los
acidos grasos de las muestras se realizd6 comparando los tiempos de retencion (TR) con
respecto a los de la curva de calibracion. La identificacion se confirmé a través de los
espectros de masas de los diferentes tipos de acidos grasos en los que se observa la
presencia de ciertos iones caracteristicos de cada tipo de &cido graso (saturado,
monoinsaturado, biinsaturado, poliinsaturado, n3, n6, otros). Para la identificacién se
uso el software de integracion WSearch2005 liberado gratuitamente en internet por la
Universidad de Australia. Mediante este software se pudo identificar acidos grasos que

normalmente no estan disponibles como estandares comerciales.
Para calcular la concentracién de cada acido graso se utilizé la siguiente ecuacion (1):

(7) V de H) (1)

= PM

Donde:

C= Concentracioén (ugemg™)

A= Area del pico del cromatograma

FC= Factor de correccion (pendiente de la curva de calibracion)
V de H = Volumen de hexano (ml)

PM= Peso de la muestra (mg)
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2.3 Bioensayo con P. interruptus

2.3.1 Obtencion y mantenimiento de reproductores

Las hembras frezadas de P. interruptus fueron recolectadas de la zona de El Rosario
B.C. México, para lo cual se cont6 previamente con un permiso emitido por SAGARPA 'y
CONAPESCA (RNPA UE: 0203016282).

Las hembras fueron capturadas por los métodos convencionales (jaulas de fondo). Se
transportaron hasta el Laboratorio de Maduracién de Langosta, del Departamento de
Acuicultura del CICESE.

El transporte se realizé en una hielera con aireacién constante por medio de una bomba
y con recambios de agua continuos, de manera tal que se tuvieron los maximos
cuidados para garantizar la supervivencia de la freza, ya que los huevos fecundados

son altamente susceptibles a morir por asfixia o por intoxicacion con amonio.

Una vez en el laboratorio, las hembras fueron colocadas en un tanque de 900 | con
aireacion moderada (para no dafar la freza) y un flujo de agua constante. Diariamente
se retiraron los sedimentos y cada tres dias se limpiaron las paredes del tanque. Las
hembras fueron alimentadas con mejillones (Mytilus galloprovincialis). Diariamente se
realizaron mediciones de oxigeno disuelto y de temperatura. Las hembras fueron
marcadas con distintivos comerciales numerados Sphyron Marks, para su identificacion

y para el seguimiento de la maduracién de la freza.

2.3.2 Obtencion de naupliosomas y filosomata

La obtencion de los naupliosomas requiri6 monitoreo constante del desarrollo de la

freza, ya que el cambio de color (de naranja a rojiza) y la apariciéon de los peddnculos
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oculares permiten estimar la fecha aproximada de la eclosion. Se tomaron muestras de

larvas visiblemente acumuladas en el fondo y en el filtro de desague.

Los naupliosomas (primer estadio de desarrollo de P. interruptus) (Dupré y Guisado,
1996), se lograron observar gracias al monitoreo diario de las frezas durante las

noches, una vez que la freza tenia un color rojizo.

Durante la mafiana posterior (6 horas después de la eclosion), las larvas filosomata se
recolectaron de la superficie del tanque con la ayuda de un tamiz de 150 um y se
concentraron en un recipiente de un volumen conocido para su cuantificacion. Este
proceso se llevé a cabo con el maximo cuidado para minimizar los dafios a las

filosomata y evitar el desarrollo de enfermedades durante el bioensayo.

2.3.3 Cultivo de filosomata

Después de la cuantificacion de las filosomata, se seleccionaron solo aquellas que
nadaban activamente cerca de la superficie del agua, con fototropismo positivo mas
activo. Para reducir la cantidad de bacterias, se les aplico un bafio profilactico con una

solucion de formalina 10 ppm en agua de mar, por 20 min.

Para el desarrollo del bioensayo se colocaron larvas individuales en recipientes de
vidrio con 200 ml de agua de mar filtrada, pasada por UV y ozonificada. Diariamente
fueron alimentadas con las diferentes dietas. Por cada tratamiento se tuvieron 15

repeticiones.

Para extraer los residuos de alimento y reducir el desarrollo de bacterias, cada dia se
hizo un recambio del agua de mar del 20% en cada unidad experimental. Se mantuvo
un fotoperiodo de 12:12 h luz:oscuridad, ya que se ha demostrado que produce mejores
resultados en la sincronizacion de las mudas (Phillips, 2008). Diariamente se
controlaron las condiciones de temperatura (22 +1°C), salinidad (35 ups), oxigeno
disuelto (6 y 7 mg-mlt), pH (7-8) y nitrégeno amoniacal total (0.04 mg ml?).
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Se realizaron observaciones diarias para registrar los eventos de muda o la muerte de
las larvas. Cuando se encontraba una exuvia en el recipiente se consideraba ese dia
como el comienzo del siguiente periodo de intermuda. Ademas, se pudo observar el
cambio de estadio y el nimero de mudas entre estadios. Con la ayuda de un
microscopio (EVOS XL®), se capturaron imagenes de las larvas y se midié la longitud
cefalotoracica con lo que se calcul6 la tasa de crecimiento y el indice de crecimiento,

con las formulas 2 y 3:

Lce — Lc;
c= ( f i) 100 (3)
LCL'

Donde:

TC = Tasa de crecimiento (mm-diat)

Ic = indice de crecimiento (mm)

Lci = Longitud cefalotoracica inicial (mm)
Lcr = Longitud cefalotoracica final (mm)

t = Tiempo (dias)
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2.4 Analisis estadistico

Para comparar el efecto de las dietas sobre el desarrollo larval, se aplico la prueba de
homocedasticidad de Levene y al ajustarse a una distribucion normal, se aplicé un
ANOVA. Al encontrarse diferencias significativas, se utilizé la prueba de comparaciones

multiples de Duncan con un nivel de significancia de 0.05 (Sokal y Rolf, 1979).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Calidad de dietas

En las Tablas 3 a 6 se presenta la composicion de los acidos grasos de las dietas
utilizadas en la alimentacion de las larvas filosomata de la langosta roja Panulirus
interruptus, basadas en el enriquecimiento de Artemia franciscana con diferentes

fuentes de acidos grasos.

En relacion a la Dieta Control (nauplios de Artemia en ayuno por 48 horas) (Tabla 3) los
porcentajes promedio de acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) fueron 29.43, 23.32 y 47.25% respectivamente, sin diferencias

significativas entre las horas de cosecha.

Entre los &cidos grasos altamente insaturados, el ARA (20:4n6) tuvo un promedio de
4% entre las horas de enriguecimiento, sin diferencias significativas entre éstas; para la
concentracion del 4cido graso EPA (20:5n3) cambio con el tiempo, el mayor porcentaje
se obtuvo a las 12 h (7.63%) y el menor a las 0 h (5.38%). El acido graso DHA (22:6n3)
no se detectd. Durante las primeras tres horas (0, 2 y 3 h), la razén n3/n6 se mantuvo

alrededor del 3.2, mientras que en las ultimas horas (6, 8 y 12 h) disminuy6 a 3.0.
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Tabla 3. Composicidon y porcentaje del total de los acidos grasos de la Dieta Control (hauplios de
Artemia en ayuno por 48 horas) cosechada en diferentes tiempos (h). Desviacion estandar entre
paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los diferentes
tiempos de enriqguecimiento. n=9 (por dieta/hora de enriquecimiento).

AG

Saturados

14:0
15:0
16:0
18:0
YAGS

Monoinsaturados

16:1 n9
16:1 n7

18:1n9c
18:1n9t

18:1 n7
20:1 n9
> AGMI

Poliinsaturados

16:3 n6
18:2 n6
18:3n3
20:4 n6
20:5n3
22:6 n3
>AGPI

n3/n6

Horas

0 2 3 6 8 12
0.66 (0.3) 1.13 (0.1) 1.10 (0.2) 1.17 (0.3) 1.15 (0.1) 1.05 (0.2)
0.32 (0.0) 0.30 (0.0) 0.30 (0.0) 0.31 (0.1) 0.30 (0.0) 0.29 (0.0)
16.12 (0.4) 1592 (0.6) 15.62(0.8) 15.18(1.3)  15.18 (1.0) 14.62 (1.4)
12.40 (2.5) 1254 (25) 1252 (25) 12.83(25) 12.67(2.5) 12.93 (2.2)
29.49 (2.6)a 29.88 (1.8)a 29.54 (1.7)a 29.49 (1.8)a 29.30(1.6)a 28.89 (0.9) a
0.97 (0.1) 0.95 (0.1) 0.96 (0.1) 0.96 (0.1) 0.95 (0.1) 0.91 (0.2)
3.71 (0.4) 3.63 (0.4) 3.50 (0.5) 3.38 (0.4) 3.47 (0.4) 3.18 (0.6)
16.67 (3.5) 16.71(3.1) 16.66(3.2) 17.13(3.5) 17.25(3.1) 17.42 (2.4)
0.28 (0.0) 0.29 (0.0) 0.33(0.1) 0.41 (0.2) 0.33 (0.0) 0.37 (0.2)
0.42 (0.1) 0.43 (0.1) 0.43 (0.1) 0.44 (0.1) 0.42 (0.1) 0.43 (0.1)
1.09 (0.1) 1.14 (0.1) 1.14 (0.1) 1.13 (0.0) 1.19 (0.1) 1.22 (0.0)
23.14 (3.3)a 23.16 (2.8)a 23.01(2.9)a 23.44(3.2)a 23.61(2.7)a 23.53(1.9)a
0.54 (0.2) 0.49 (0.2) 0.51 (0.2) 0.51 (0.2) 0.49 (0.2) 0.44 (0.2)
6.73(0.7)a 6.62(0.6)a 6.61(0.7)a 6.51(0.6)a  6.53(0.6)a 6.4 (0.7)a
30.78 (5.9)a 30.08(5.3)a 29.81(5.3)a 29.53(5.2)a 29.18(5.2)a 28.11 (4.4)a
3.95 (0.8)a 4.20 (1.0)a 4.22 (0.9)a 451 (1.1)a 4.67 (1.0)a 498 (1.3)a
5.38 (0.7)c 5.56 (0.7)bc  6.30 (2.0)b  6.01 (0.9)bc  6.23 (0.9)bc 7.63 (2.3)a
ND ND ND ND ND ND
47.37 (5.9)a 46.95 (4.6)a 47.45(4.4)a 47.07 (4.4)a 47.10(42)a 47.57 (2.5)a
3.22(05)a 3.16(0.5)ab  3.20(0.5)a 3.09 (0.5)bc  3.04 (0.5)c 3.05 (0.4)c

AG: Acidos grasos, AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos
grasos poliinsaturados, ND: No detectado.

En relacién a la Dieta Q (Artemia alimentada con una emulsién de aceite Omegamex®),

(Tabla 4), las concentraciones promedio de AGS y AGMI disminuyen con respecto al

tiempo.
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En el caso de los AGPI las concentraciones aumentaron en relacion directa con el
tiempo, los mayores valores se encontraron entre las horas 3 y 12 de enriquecimiento

(50.1%), sin diferencias significativas durante este periodo.

El acido graso 20:4n6 tuvo su mayor porcentaje a las 12 horas con 4.6%, el mayor

porcentaje de acido eicosapentaenoico (20:5n3) se obtuvo a las 12 horas con 9.2%.

En el acido graso 22:6n3 se encontraron valores promedio maximos en las ultimas dos
horas de enriquecimiento (8 y 12h). En relacion a la razén n3/n6, los mayores valores

promedio se encontraron entre las 3y las 12 h (3.9).
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Tabla 4. Composicion y porcentaje del total de los acidos grasos de los nauplios de Artemia
enriquecidos con una emulsién de aceite Omegamex® (Dieta Q) y cosechados en diferentes
tiempos (h). Desviacion estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas entre los diferentes tiempos de enriquecimiento. n=9 (por dieta/hora de
enriguecimiento).
AG Horas

0 2 3 6 8 12
Saturados
14:0 1.27 (0.2) 1.39 (0.1) 1.32 (0.1) 1.30 (0.1) 1.30 (0.0) 1.20 (0.1)
15:0 0.43 (0.1) 0.50 (0.1) 0.49 (0.0) 0.50 (0.0) 0.52 (0.0) 0.48 (0.0)
16:0 17.47 (1.7) 17.44 (0.8) 17.32 (0.7) 17.35 (1.2) 17.35(0.7)  16.30 (0.4)
18:0 12.02 (2.5) 10.95 (1.8) 10.96 (2.1) 10.68 (2.3) 10.58 (1.8)  10.28 (1.4)
SAGS 31.19 (4.4)a 30.28 (2.8)ab 30.08 (2.6)ab  29.84 (3.4)b  29.75(2.5)b 28.26 (1.3)c
Monoinsaturados
16:1 n9 0.96 (0.1) 0.88 (0.1) 0.85 (0.1) 0.87 (0.1) 0.87 (0.1)  0.86 (0.1)
16:1 n7 4.07 (0.4) 4.22 (0.3) 4.10 (0.3) 4.29 (0.1) 4.24 (0.1) 4.12 (0.2)
18:1n9c 15.50 (3.0) 13.49 (1.8) 13.13 (1.9) 13.08 (2.0) 12.83(1.7) 12.78 (1.1)
18:1n9t 0.30 (0.1) 0.33 (0.0) 0.37 (0.1) 0.39 (0.1) 0.37(0.0)  0.36 (0.0)
18:1 n7 0.41 (0.1) 0.39 (0.1) 0.39 (0.1) 0.37 (0.1) 0.37 (0.1) 0.37 (0.1)
20:1n9 1.17 (0.1) 1.32(0.1) 1.37 (0.1) 1.45 (0.1) 1.52 (0.1) 1.54 (0.1)
SAGMI 2241 (3.1)a 20.62(1.9b 20.21(1.9)b 20.45(2.0)b  20.20 (1.7)b 20.03 (0.9)b
Poliinsaturados
16:3n6 0.51 (0.2) 0.45 (0.2) 0.43 (0.2) 0.41 (0.1) 0.38(0.1)  0.38(0.1)
18:2 n6 6.34 (0.7) 5.87 (0.7) 5.76 (0.7) 5.57 (0.6) 5.52 (0.5) 5.42 (0.6)
18:3n3 27.53 (6.0) 24.61 (5.4) 23.66 (5.6) 22.11 (5.3) 21.26 (4.7)  21.00 (4.9)
20:4 n6 3.66 (0.5)d 3.94 (0.7)c 3.99 (0.8)c  4.17 (0.7)bc 4.29 (0.7)b  4.60 (0.9)a
20:5n3 5.40 (0.9)bc 6.62 (0.6)b 7.29 (1.3)b 7.78 (0.5)b 8.16 (0.8)b  9.22 (1.4)a
22:6 n3 2.97 (1.4)d 7.61 (1.4)c 8.57 (1.2)c 9.67 (0.9)b 10.44 (0.9)ab 11.09 (1.6)a
SYAGPI 46.40 (7.5)c  49.09 (4.6)b 49.70 (4.3)ab 49.72 (5.4)ab 50.05 (4.2)ab 51.71 (2.2)a
n3/n6 3.39 (0.5)c 3.79(0.5b  3.89(0.5)ab  3.89 (0.5)ab  3.92(0.5)ab  3.98 (0.3)a

AG: Acidos grasos, AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos

grasos poliinsaturados.
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Con respecto a la Dieta p (Tabla 5), los mayores porcentajes de AGS se presentaron
con valores de 32.33% hasta 36.03% a las 6 y 8 h respectivamente. En el caso de los
AGMI se obtuvieron valores méaximos de 30.1% a las 8 h y minimos alas 0, 2, 3y 12 h.

Tabla 5. Composicién y porcentaje del total de los acidos grasos de los nauplios de Artemia
alimentados con una mezcla 1:1 de las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis T-iso
(Dieta p), cosechada en diferentes tiempos (h). Desviacion estandar entre paréntesis. Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
enriguecimiento. n=9 (por dieta/hora de enriguecimiento).

AG Horas

0 2 3 6 8 12
Saturados
14:0 1.39 (0.1) 1.87 (0.1) 2.12 (0.3) 3.03 (0.9) 3.35(1.2) 3.11(0.5)
15:0 0.32 (0.0) 0.31 (0.0) 0.30 (0.0) 0.33(0.1) 0.36 (0.1)  0.30 (0.0)
16:0 16.84 (0.6) 16.71(0.2)  16.79 (0.6) 18.48 (3.7)  20.45(5.4) 16.59 (0.7)
18:0 11.73(2.0) 10.64 (1.5) 10.56 (1.6) 10.49 (2.4) 11.87(3.0) 8.99(0.7)
SAGS 30.28 (2.3)b 29.54 (1.3)b 29.76 (1.3)b 32.33(6.6)ab 36.03 (9.1)a 29 (1.5)b
Monoinsaturados
16:1 n9 0.96 (0.1) 0.91 (0.1) 0.87 (0.1) 0.90 (0.2) 0.97 (04) 0.79(0.2)
16:1 n7 5.53 (1.3) 8.32(2.2) 9.20 (2.4) 12.09 (4.5) 13.56 (6.5) 11.75(4.4)
18:1n9c 16.04 (3.1) 1458 (2.2) 14.06 (1.9) 13.77 (2.8)  15.39 (4.3) 11.96 (0.5)
18:1n9t 0.29 (0.1) 0.31 (0.0) 0.30 (0.0) 0.37 (0.1) 0.50 (0.2) 0.36 (0)
18:1 n7 0.42 (0.1) 0.43 (0.1) 0.42 (0.1) 0.44 (0.1) 0.42 (0.1)  0.42(0.1)
20:1n9 1.06 (0.1) 1.01 (0.1) 1.03 (0.0) 0.87 (0.3) 0.89 (0.3) 0.92(0.2)
SAGMI 24.32 (4.1)c 25.57 (4.2)bc 25.88 (4.1)bc  28.44 (6.4)ab 31.73 (10.2)a 26.2 (4.2)bc
Poliinsaturados
16:3 n6 0.53(0.2) 0.49 (0.2) 0.46 (0.2) 0.44 (0.2) 0.48 (0.3) 0.38(0.1)
18:2 n6 6.41 (0.7) 6.11 (0.8) 5.97 (0.8) 5.98 (1.5) 523 (2.1) 5.40(1.1)
18:3n3 32.77(2.6) 26.91(5.7) 25.80(5.7) 20.68 (9.8) 15.31(12.0) 21.92(5.9)
20:4 n6 3.63(0.7)a 3.38(0.6)ab 3.25(0.6)ab 254 (0.9)b  1.85(1.3)c 2.83(0.2)ab
20:5n3 5.48 (0.9)b 6.80 (1.2)ab 7.17 (1.3)ab  7.20(3.3)ab  6.60 (4.6)b 9.91 (3.2)a
22:6 n3 0.29 (0.2)e 1.20(0.4)d 1.72(0.6)cd 2.38(1.3)bc  2.79(1.3)b 4.36 (0.3)a
SAGPI 45.40 (6.3)a 44.90 (5.5)a 44.36 (5.1)a 39.23 (12.2)ab 32.24 (18.0)b 44.80 (3.6)a
n3/n6 3.29 (0.5)ab 3.49 (0.4)ab 3.58(0.4)ab 3.4 (1.3)ab 3.0(1.6)b 4.23(0.3)a

AG: Acidos grasos, AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGP!I: Acidos

grasos poliinsaturados.
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Los porcentajes de AGPI disminuyeron a las 6 y 8 horas, en el resto de los periodos no
se modificd el contenido con respecto al valor inicial (0 h). El acido graso 20:4 n6,
presentd el mayor valor de 3.63% (0 h, sin diferencia con 2, 3 y 12 h) y el menor de
1.85% en la hora 8 de enriquecimiento. Para el acido graso 20:5n3 se obtuvo el valor
maximo de 9.91% a las 12 h, con un valor minimo de 5.48% a las O h. En el caso del
acido graso DHA, present6é el maximo valor a las 12 h, con un 4.36%. La raz6n n3/n6

fue mayor a las 12 h de enriquecimiento (4.23).

En la Tabla 6 se observan los resultados obtenidos con la Dieta Q+u (Artemia
alimentada con una emulsion de aceite Omegamex® y una mezcla de las microalgas P.
tricornutum e Isochrysis T-is0). La concentracion maxima de AGS se observo a las 8 h
con 31.71%. Los maximos contenidos de AGMI se obtuvieron a la 6 y 8 h. Los AGPI
presentaron valores mas altos en las primeras tres horas de enriquecimiento, con un
valor promedio maximo de 45.6% y el minimo fue de 41.46% (8 h). La concentracion de

ARA disminuy6 con el paso del tiempo.
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Tabla 6. Composicion y porcentaje del total de los acidos grasos de los nauplios de Artemia
alimentados con una emulsién de aceite Omegamex® y una mezcla 1:1 de las microalgas
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis T-iso (Dieta Q+u), cosechada en diferentes tiempos (h).
Desviacion estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas
entre los diferentes tiempos de enriquecimiento. n=9 (por dieta/hora de enriquecimiento).

AG Horas

0 2 3 6 8 12
Saturados
14:0 1.43(0.1) 1.90 (0.1) 2.18 (0.3) 2.99 (0.6) 3.58 (0.7) 3.42 (0.5)
15:0 0.33 (0.0) 0.33 (0.0) 0.34 (0.0) 0.35 (0.0) 0.39 (0.1) 0.36 (0.0)
16:0 16.88 (0.5) 16.76 (0.3) 16.76 (0.4) 17.49 (1.2) 18.5(2.1) 16.7 (0.6)
18:0 11.52 (2.1) 10.49 (1.3) 9.93 (1.2) 9.04 (0.9) 9.23(1.2) 8.49 (0.2)
YAGS 30.16 (2.2)ab 29.47 (1.0)b 29.2 (1.3)b 29.87(2.1)ab 31.71(3.9)a 28.97 (1.2)b
Monoinsaturados
16:1n9 0.98 (0.1) 0.88 (0.1) 0.86 (0.1) 0.8 (0.2) 0.81(0.1) 0.78 (0.2)
16:1 n7 5.70 (1.2) 8.35 (2.3) 9.37 (2.9) 11.97 (5.0) 12.59(5.1) 11.95 (4.3)
18:1n9c 15.69 (3.3) 13.95(1.8) 13.14 (1.5) 11.7 (0.6) 11.57 (0.6) 11.06 (0.3)
18:1n9t 0.33 (0.0) 0.31 (0.0) 0.31 (0.0) 0.42 (0.2) 0.36 (0.0) 0.39 (0.0)
18:1 n7 0.45 (0.1) 0.42 (0.1) 0.41 (0.1) 0.41 (0.1) 0.41(0.2) 0.42 (0.2)
20:1n9 1.11 (0.1) 1.06 (0.1) 1.06 (0.1) 1.02 (0.2) 1.09 (0.2) 1.01 (0.2)
YAGMI 24.27 (4.3)c 24.97 (3.9b 25.15(4.2)ab 26.31 (5.0)ab 26.83 (5.1)a 25.61 (4.0)ab
Poliinsaturados
16:3 n6 0.53 (0.2) 0.43 (0.2) 0.66 (0.3) 0.51 (0.2) 0.36 (0.2) 0.33 (0.2)
18:2 n6 5.87 (2.3) 5.94 (0.8) 5.77 (0.9) 5.36 (1.2) 5.21(1.1) 5.23(1.1)
18:3 n3 29.14 (2.9) 25.77 (5.5) 24.28 (5.8) 20.8(6.9) 19.17 (6.3) 19.18 (5.5)
20:4 n6 3.58 (0.8)a 3.42(0.6)a 3.3 (0.5)a 2.77 (0.2)b  2.53(0.3)b 2.81 (0.3)b
20:5n3 5,78 (1.3)d 7.24 (1.4)c 779 (1.6)c 9.33(3.5)ab 8.33(2.6)bc  10.29 (2.8)a
22:6 n3 0.68(0.3)d 2.75(0.9)d 3.85(1.2)cd 5.04 (2.2)bc 5.85 (1.2)ab 7.59 (1.5)a
YAGPI 4558 (6.4)a 45.55(4.8)a  45.65(5.2)a 43.81(6.2)bc 41.46 (6.8)c  45.42 (3.3)b
n3/n6 3.68(0.9)b 3.65(0.4)b 3.68(0.3)b 4.08 (0.4)ab 4.1(0.2)ab 4.45 (0.3)a

AG: Acidos grasos, AGS: Acidos grasos saturados, AGMI Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos

grasos poliinsaturados.

Los porcentajes de EPA (20:5n3) y DHA (22:6n3) se incremento en relacion directa con

el tiempo de enriquecimiento. La relacion n3/n6 fue mas alta en las ultimas tres horas

con un valor maximo de 4.45 alas 12 h.
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En la Tabla 7 se presentan los porcentajes de los acidos grasos altamente insaturados
(AGAIl) en los nauplios de Artemia enriquecidos con las cuatro dietas y con los
diferentes tiempos de enriguecimiento. En la Dieta Q, se obtuvo el porcentaje mas alto a
la hora 12 (24.91%) (p<0.001) (Tabla 6), ademas, se observaron diferencias altamente
significativas con el resto de las dietas en los diferentes tiempos. En la Dieta Control se
observaron los valores mas bajos a las 12 h (12.61%), en la Dieta u (0, 6 y 8 h) y Dieta

Q+p (0 h) se observaron valores similares.

Para el ARA, se observl un incremento en la concentracion con la Dietas Q y con el
control en relacion con el tiempo de enriquecimiento. En contraste, con las Dietas |1y
Q+u las concentraciones disminuyeron. Para el EPA, las concentraciones de
incrementaron con todos los enriguecedores. Se observaron los mayores porcentajes
en la Dieta Q, Dieta y y Dieta Q+u con valores de hasta 10.29% y en general, los
valores bajos se obtuvieron en la Dieta Control. Para el DHA, la concentracion mas alta
(11.09%) se observo en la Dieta Q y en la Dieta p se presentaron los valores mas bajos
(0.29%).

Para la razén de EPA/ARA, se obtuvieron las mayores concentraciones con la Dieta
Q+u y Dieta y y con los mayores tiempos de enriquecimiento, en contraste, con las

dietas Dieta Q y Dieta Control, se obtuvieron concentraciones significativamente bajos.

Para la relacion DHA/ARA, los valores altos se observaron en la Dieta Q y la Dieta Q+u
con los mayores tiempos de enriquecimiento. Los valores mas bajas se presentaron en

la Dieta p.
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Tabla 7. Composicion y porcentaje del total de los acidos grasos de los nauplios de Artemia
enriquecidos con diferentes dietas, durante diferentes tiempos (h). Dieta Control (nauplios de
Artemia en ayuno por 48 horas), Dieta Q (emulsién de aceite Omegamex®), Dieta p (mezcla de las
microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis T-iso) y Dieta Q+u (emulsion de aceite
Omegamex® y una mezcla de las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis T-iso).
Desviacion estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas
entre las diferentes dietas, para cada tiempo de enriquecimiento. n=9 (por dieta/hora de

enriguecimiento).

h Control Q U Q+u
ARAO  3.95(0.75)a 3.66 (0.54)ab  3.63 (0.70)ab  3.58 (0.80)b
2 4.20(0.98)a 3.94 (0.66)b 3.38 (0.59)c 3.42 (0.64)c
3 4.22(0.94)a 3.99 (0.76)b 3.25 (0.64)c 3.30 (0.55)c
6 451(1.11)a 4.17 (0.66)a 2.54 (0.90)b 2.77 (0.22)b
8  4.67 (1.02)a 4.29 (0.70)a 1.85 (1.27)c 2.53 (0.32)b
12 498 (1.29)a 4.60 (0.86)a 2.83 (0.24)b 2.81 (0.30)b
EPAO 5.38(0.65)a 5.40 (0.93)a 5.48 (0.91)a 5.78 (1.3)a
2 5.56(0.72)c 6.62 (0.63)b 6.80 (1.17)ab  7.24 (1.41)a
3  6.30(2.01)b 7.29 (1.28)ab  7.17 (1.34)ab  7.79 (1.59)a
6 6.01(0.87)b 7.78 (0.55)ab  7.20 (3.27)ab  9.33 (3.54)a
8 6.23(0.88)a 8.16 (0.82)a 6.60 (4.57)a 8.33 (2.58)a
12 7.63(2.31)b 9.22 (1.40)a 9.91 (3.24)a  10.29 (2.80)a
DHAO NA 2.97 (1.45)a 0.29 (0.18)c 0.68 (0.3)b
2 NA 7.61 (1.39)a 1.20 (0.45)c 2.75 (0.89)b
3 NA 8.57 (1.23)a 1.72 (0.59)c 3.85(1.18)b
6 NA 9.67 (0.87)a 2.38 (1.27)c 5.04 (2.19)b
8 NA 10.44 (0.91)a 2.79 (1.31)c 5.85(1.18)b
12 NA 11.09 (1.64)a 4.36 (0.25)c 7.59 (1.52)b
EPA/ARA O 1.39 (0.20)c 1.48 (0.21)bc 1.52 (0.17)b 1.63 (0.27)a
2 1.36(0.19)c 1.70 (0.17)b 2.02 (0.14)a 2.11 (0.07)a
3 1.53(0.47)c 1.86 (0.36)b 2.21 (0.12)a 2.35(0.13)a
6 1.37(0.18)d 1.89 (0.17)c 2.63 (0.74)b 3.34 (1.08)a
8 1.36(0.17)b 1.92 (0.15)b 3.54 (0.11)a  3.24 (0.69)ab
12 1.57 (0.46)c 2.03 (0.25)b 3.45 (0.88)a 3.61 (0.63)a
DHA/ARA O NA 0.80 (0.31)a 0.09 (0.06)c 0.19 (0.09)b
2 NA 1.95 (0.30)a 0.38 (0.17)c 0.83 (0.30)b
3 NA 2.19 (0.35)a 0.57 (0.25)c 1.22 (0.45)b
6 NA 2.38 (0.51)a 0.95 (0.39)c 1.83 (0.77)b
8 NA 2.50 (0.48)a 1.50 (1.26)c 2.33 (0.49)a
12 NA 2.43 (0.19)a 1.55 (0.09)b 2.73 (0.63)a
YAGAIO0  9.33(1.28)b 12.03 (2.69)a 9.41 (1.56)b  10.04 (2.00)b
2 9.76 (1.63)d 18.16 (2.45)a  11.39 (1.58)c 13.41 (2.12)b
3 10.52 (2.45)d 19.85(2.76)a  12.14 (1.65)c  14.94 (1.94)b
6 10.52 (1.92)c 21.62 (0.87)a 12.13 (4.6)c  17.14 (4.19)b
8 10.90 (1.80)c 22.89 (1.60)a  11.23(6.49)c  16.71(2.82)b
12 12.61 (3.07)d 2491 (3.64)a 17.10 (3.66)c  20.68 (3.69)b

ARA: acido araquidonico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, AGAL:
Acidos grasos altamente insaturados
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3.2 Supervivencia

En la Figura 3 se muestra el porcentaje de supervivencia de larvas filosomata
alimentadas con las diferentes dietas con un tamafio de muestra de 15 filosomata por
tratamiento. Se observa que con la Dieta Q (nauplios de Artemia enriquecidos con
emulsién de aceite Omegamex®), se obtuvo la mayor supervivencia (66.6%) hasta el
dia 39, con un promedio de diez dias de duracién del primer ciclo de muda de la
filosoma (cambio de estadio | a estadio Il) (Tabla 8). La duracion del siguiente ciclo de
muda (cambio del estadio Il a Ill) ocurrié en el dia 32, posteriormente, al dia 39, se

observo una nueva muda que condujo a un instar (estadio IlI+).

Las filosomata alimentadas con la Dieta Q+p tuvieron una supervivencia del 40% al dia
39. El cambio del estadio | al Il ocurri6 en el dia 11.4 y el cambio del estadio Il al Ill en
el dia 32 (Figura 3). Las larvas alimentadas con la Dieta y, tuvieron una supervivencia
del 6.6% al dia 39, la primera muda (cambio del estadio | al Il) se presento al dia 14,
seguida del cambio del estadio Il al Ill en el dia 31. El tratamiento con la Dieta Control
tuvo una mortalidad del 100% en el dia 24 del experimento, por lo que solo se observo

una muda el dia 15, con un cambio de estadio de | a Il (Tabla 8).

-0

Supervivencia %

0
012345678 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839
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Figura 3. Supervivencia de larvas filosomata de Panulirus interruptus en sistema estatico
individual, alimentadas con 4 dietas: Dieta Control: nauplios de Artemia en ayuno, Dieta Q:
nauplios de Artemia enriquecida con emulsién de aceite Omegamex®, Dieta u: nauplios de
Artemia enriquecida con la mezcla (1:1) de las microalgas (Isochrysis T-iso y Phaeodactylum
tricornutum); Dieta p+Q: nauplios de Artemia enriquecida con emulsion de aceite Omegamex® y
mezcla de microalgas. Las flechas indican el cambio de estadio (ciclos de muda completados) y la
estrella indica un instar. n=15 larvas por tratamiento.
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Tabla 8. Duracion del primer ciclo de muda de las larvas filosomata de Panulirus interruptus
alimentadas con cuatro dietas. Dieta Control: nauplios de Artemia en ayuno, Dieta Q: nauplios de
Artemia enriquecida con emulsién de aceite Omegamex®, Dieta [: nauplios de Artemia
enriquecida con la mezcla (1:1) de las microalgas (Isochrysis T-iso y Phaeodactylum tricornutum),
Dieta p+Q: nauplios de Artemia enriquecida con emulsién de aceite Omegamex® y mezcla de
microalgas. Desviacién estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre dietas.

Dietas Primera muda (dias)
Control 14.75 + 0.952
Q 9.88 + 3.01°
M 14.20 £ 0.442
Q+pu 11.44 +1.94°

Se observaron diferencias altamente significativas entre las Dietas Q y Q + p con
respecto a la Dieta pu y la Dieta Control (P< 0.001).

3.3 Crecimiento

La longitud cefalotoracica de las flosomata, expresada en tasas de crecimiento, se
muestra en la tabla 9. Las tasas de crecimiento que se obtuvieron con las dietas Q y
p+Q, fueron similares, pero significativamente mayores (P< 0.05) que las observadas

con las dietas Control y U, que resultaron similares.
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Tabla 9. Tasa de crecimiento (mm-dial) de las larvas filosomata de Panulirus interruptus
alimentadas con cuatro dietas. Dieta Control: nauplios de Artemia en ayuno, Dieta Q: nauplios de
Artemia enriquecida con emulsién de aceite Omegamex®, Dieta [: nauplios de Artemia
enriquecida con la mezcla (1:1) de las microalgas (Isochrysis T-iso y Phaeodactylum tricornutum),
Dieta p+Q: nauplios de Artemia enriquecida con emulsién de aceite Omegamex® y mezcla de
microalgas. Desviacién estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre dietas.

Tasa de crecimiento

Dietas

(mm dia?)
Control 0.014 + 0.006°
Q 0.027 £ 0.0112
VI 0.015 + 0.007°
Q+p 0.024 + 0.0062°

El indice de crecimiento (%) cuantificado a partir del incremento en la longitud
cefalotoracica de larvas filosomata | a Il vari6 del 21% al 30% (Tabla 10), con
diferencias significativas entre dietas (P <0.05), los mayores crecimientos se observaron
con las Dietas p+Q (29.99%) y u (24.11%).

Tabla 10. indice de crecimiento (%) de filosomata | a Il de Panulirus interruptus, alimentadas con
cuatro dietas. Dieta Control: nauplios de Artemia en ayuno, Dieta Q: nauplios de Artemia
enriquecida con emulsion de aceite Omegamex®, Dieta i: nauplios de Artemia enriquecida con la
mezcla (1:1) de las microalgas (Isochrysis T-iso y Phaeodactylum tricornutum), Dieta p+Q:
nauplios de Artemia enriguecida con emulsidon de aceite Omegamex® y mezcla de microalgas.
Desviacion estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas
entre dietas.

Dietas indice de crecimiento (%)
Control 21.26 + 8.25°
Q 24.11 + 4.473b
u 21.30 £ 9.79°

Q+p 29.99 +£0.722
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3.4 Desarrollo morfolégico

Las observaciones realizadas durante el desarrollo embrionario indicaron una
progresion normal, en la que se pudieron reconocer estadios y estructuras
caracteristicas. Se observd el estadio de moérula, un indicativo de que los huevos
habian sido fertilizados, posteriormente se observé el ojo naupliar. La etapa media del
desarrollo embrionario se definié cuando se observaron los pedunculos oculares. Previo
a la eclosion se apreciaron los cromatoforos rojos y una cantidad pequefia de vitelo,

esto indico que la eclosion ocurriria en menos de 10 dias (Figura 4).

Se observaron epibiontes (organismos sin identificar) sobre la fresa, pero puede ser que
no hayan tenido un efecto negativo sobre los embriones, ya que visualmente se
encontraban intactos. Para definir la fecha més probable en la que ocurriria la eclosion,
se hicieron observaciones de los huevos de manera continua y se identifico su color y
grado de desarrollo, utilizando la escala de coloracion descrita por Buesa-Mas y Alves
(1971).

Figura 4. Desarrollo embrionario de la langosta roja Panulirus interruptus. Se observa: a) morula,
b) epibionte, ¢) ojo naupliar, d) pedinculo ocular en desarrollo, C) huevos desarrollados, e€)
pereiopodos desarrollandose, f) pedinculo ocular desarrollado y g) cromatéforos.
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Figura 5. Prenaupliosomas (A) y naupliosoma (B). Se observa: a) cromatéforos, b) pereiépodos, ¢)
pereiopodos ligeramente enroscados y d) pedinculos oculares pegados al cefalén.

Durante la eclosion, se tomaron muestras de las larvas y se encontraron dos estadios
gue se analizaron e identificaron como prenaupliosoma y naupliosoma (Dupré y
Guisado, 1996; Diaz-lglesias y Béez-Hidalgo, 2007; Phillips, 2008) (Figura 5 Ay B
respectivamente), en la primera se aprecian los pedunculos oculares y pereiépodos de
la filosoma, pero la larva aun esta dentro de una membrana, que al romperse permitio
un desenvolvimiento parcial de las extremidades y se observé una forma semejante a
un pequefio pulpo (naupliosoma), esta apariencia se debe a que los peddnculos aun se
encuentran junto al cefalon y los pereiépodos permanecen ligeramente curvados.
Ademas se pudo observar el proceso de muda de una naupliosoma a filosoma | (Figura
6).
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Figura 6. Naupliosoma de Panulirus interruptus mudando a estadio I. Se observa: a) exuvia y b)
filosoma .

En la Figura 7 se pueden observar las caracteristicas propias de este estadio, tales
como el pedunculo ocular sin segmentacioén, con los extremos redondeados en las
puntas, asi como la presencia de los primordios de los exopoditos en el tercer par de
pereiépodos que se desarrollaran en estadios posteriores.

Figura 7. Filosoma | de Panulirus interruptus se observa: a) pedidnculos oculares redondos y sin
segmentacién, b) primordios de los exopoditos en el tercer par de pereidpodos.
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Después de un ciclo de muda de 9 dias, la primera filosoma | mudé y se pudieron
observar las caracteristicas del estadio Il. La filosoma Il (Figura 8) tiene como
caracteristicas particulares la segmentacion del pedunculo ocular y el aumento en el
tamafio de los primordios del tercer par de pereiépodos. El angulo formado entre los

ejes longitudinales de cada uno de los dos pedunculos oculares aumenté.

Figura 8. Filosoma Il de Panulirus interruptus. Se observan: a) crecimiento de los primordios del
tercer par de perei6bpodos y, b) pedinculos oculares segmentados con un angulo més obtuso
entre los pedunculos oculares.

Entre los dias 31 y 33, se registrdo una nueva muda, del estadio Il al lll. (Figura 9), en el
cual, el cambio de las caracteristicas morfoldgicas fue mas evidente con la aparicion del
exopodito en el segundo segmento del tercer par de pereidpodos, ademés la forma de
los peddnculos oculares cambidé a una forma mas triangular en las puntas y el angulo
entre un pedunculo y otro se aproximé a los 180 grados. EI movimiento del exopodito
nuevo, comienza a ser funcional, ayudando a mantener a la filosoma suspendida en la

columna de agua.
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Figura 9. Filosoma lll de Panulirus interruptus, se observa: a) forma alargada los pedunculos
oculares, con b) una segmentacién y angulo de 180 grados entre ellos. c) El exopodito en el

segundo segmento del tercer par de pereiépodos esta totalmente desarrollado.

Durante el desarrollo del experimento se pudo observar acumulacién de epibiontes en

el exoesqueleto de las filosomata.

Figura 10. Parasitos observados durante el experimento. Se observa: A) filosoma Il con
ectoparésito filamentoso (a). B) pereidpodo con infestacidon de ectoparésitos. C) filosoma |l con un
quiste (c) causado probablemente por Vibrio sp. y rodeado de posibles fagocitos (b) o de una fase
del estadio ameboideo del parasito Hematodinium sp. D) segmento de periopodos con Epistylis
(e) y otra fase de desarrollo de Hematodinium sp. (d) (Phillips, 2008, Diaz-Iglesias y Baez-Hidalgo,
2007).
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Capitulo 4. Discusién

Los estudios sobre el desarrollo larval de P. interruptus se han enfocado principalmente
a la descripcién de su morfologia y distribucién, con muestras colectadas del medio
natural (Brown et al., 1989) y son pocos los trabajos que se han dirigido al desarrollo de
su cultivo larvario y en todos los casos con reducidas supervivencias. La principal causa
de la baja supervivencia esta asociada a problemas de calidad del agua de cultivo y a
deficiencias nutricionales, que disminuyen la capacidad inmunolégica de los organismos
marinos (Kolakowska y Olley, 2002; Brusca y Brusca, 2003) y propician el desarrollo de
enfermedades ocasionadas por diferentes agentes patégenos. Es por esta razén que
aquellos estudios que se han enfocado en la langosticultura, ademas de buscar
condiciones de cultivo adecuadas, se han centrado en la busqueda de una dieta optima,
es decir, aquella que de manera satisfactoria aporte los nutrientes requeridos, sin
embargo, aun son necesarios mas estudios que permitan definir los requerimientos de
compuestos esenciales, principalmente los é&cidos grasos, para las filosomata del

género Panulirus.

Los estudios de los requerimientos alimenticios y nutricionales en los organismos
marinos, han comenzado imitando o usando el alimento que las larvas normalmente
consumen en el medio natural (zooplancton), el cual tiene un contenido de &cidos
grasos altamente insaturados, que son esenciales para el desarrollo de cualquier
organismo marino. Derivado de ello se han formulado dietas con diferentes fuentes de
DHA, EPA y ARA, las cuales se han suministrado en diferentes fases del desarrollo
ontogénico. Los resultados han revelado multiples beneficios para su desarrollo, como
aumento en la supervivencia, del crecimiento, estimulaciéon del sistema inmune, un
desarrollo adecuado del sistema nervioso y la reproduccion, entre otros (Sargent et al.,
1997; Tocher, 2003; Tocher et al., 2008).

Para la toma de decisiones sobre la dieta empleada en este experimento, se
consideraron trabajos exitosos para el cultivo de larvas filosomata (Yamakawa y
Nishimura, 1989; Kittaka, 1997; Kittaka et al., 1997; Matsuda y Yamakawa, 2000;
Sekine et al., 2000; Matsuda y Takenouchi, 2006; Matsuda et al., 2006; Goldstein et al.,

2008), en los que se lograron producir puerulos a partir de larvas eclosionadas en el
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laboratorio. Es una practica comun el empleo de diferentes estadios de Artemia,
enriquecidos con diversas fuentes de acidos grasos altamente insaturados (ya que
naturalmente son deficientes en estos lipidos), promoviendo de esta manera un efecto
positivo sobre el crecimiento y supervivencia de diferentes especies en cultivo (Gapasin
et al., 1998).

Una de las fuentes mas utilizadas para el enriqguecimiento del alimento vivo que se
destina a la alimentacion de las larvas de organismos marinos, han sido las emulsiones
de lipidos obtenidas a partir de extractos de semillas y aceites de pescados con alto
contenido de &cidos grasos altamente insaturados. Alternativamente, se han utilizado
microalgas marinas, principalmente P. tricornutum, Chaetoceros muelleri vy
Nannochloropsis oculata, como fuente de lipidos, en forma particular los AGMI y AGS

gue tienen una funcién importante en el metabolismo.

Para los estadios avanzados de desarrollo de las filosomata, la dieta se ha
complementado con fuentes aln mas ricas en acidos grasos, como las gonadas de
mejillén (Yamakawa y Nishimura, 1989; Kittaka, 1997; Kittaka et al., 1997; Matsuda y
Yamakawa, 2000; Sekine et al., 2000; Matsuda y Takenouchi, 2006; Matsuda et al.,
2006; Goldstein et al., 2008).

Al comparar los contenidos de AGS y AGMI en las dietas enriquecidas con microalgas
durante 8 horas (32.4% y 29.0% respectivamente), con los obtenidos por Chakraborty
et al. (2010), para los AGS con el empleo del enriquecedor comercial Selco Al, fueron
un 14.4% inferiores a los obtenidos en este trabajo, sin embargo, al cabo de 24 h de
enriguecimiento, este autor obtuvo hasta un 44.0% de AGS, ademas, el contenido de

AGMI también se increment6 después de este periodo, (de 40.0% a 55.0%).

Lo anterior pudo deberse al catabolismo de los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI)
gue son transformados en acidos grasos saturados, ya que Bray y Lawrence (1992) y
Chakraborty et al. (2007) mencionan que los AGS aumentan en crustaceos debido a la
presencia limitada de sistemas enzimaticos que elonguen o desaturen acidos grasos.
Los altos porcentajes de AGMI obtenidos por los autores arriba mencionados pudieron
ser el resultado del aporte de las microalgas, las cuales tienen un alto contenido de



42
AGMI, con valores de 20-40% (Brown et al., 1989; Anzueto-Sanchez, 2008, 2014;

Cazares-Salazar, 2014).

Ademas, en el andlisis de las dietas, también es importante identificar qué proporcion
de los lipidos contenidos en éstas corresponde a los acidos grasos poliinsaturados y
especificamente a los altamente insaturados, ya que éstos son de vital importancia para
llevar a cabo, de forma eficiente, funciones fisiolégicas como el proceso de ecdisis,
respuesta inmune y catabolizacion de enzimas, que afectan la supervivencia y el

desarrollo de los crustaceos.

Los AGAI mas abundantes se obtuvieron en la Dieta Q, la cual super6 en gran medida a
las otras dietas durante todas las horas de enriquecimiento. La Dieta Q+u también se
enriquecié con el aceite Omegamex® (50.0%), no obstante, la cantidad de AGAI
observada fue menor, lo que parece indicar que el aporte de estos acidos grasos por
medio del aceite fue mayor al que hicieron las microalgas; sin embargo, los diversos
estudios donde se han cultivado las larvas de algunas especies del género Panulirus de
manera exitosa (Yamakawa y Nishimura, 1989; Matsuda y Yamakawa 2000; Matsuda
et al., 2006; Goldstein et al., 2008) han incluido en sus dietas solo la microalga P.
tricornutum, por lo que puede ser que otros factores contribuyeron al éxito en estos

estudios.

La cantidad de los AGAI encontrados en la Dieta Q, se reflejé en las supervivencias de
las filosomata obtenidas con esta dieta, donde se alcanzo6 hasta el 66% en el estadio lll,
sin embargo, estas supervivencias son inferiores a las observadas por otros autores,
gue también se utilizaron nauplios de Artemia enriquecidos con la microalga P.
tricornutum y obtuvieron supervivencias del 90% al 100% en P. longipes, P. japonicus,
P. penicillatus y P. argus (Matsuda y Yamakawa, 2000; Matsuda y Takenouchi, 2006;
Matsuda et al., 2006 y Goldstein et al., 2008); estos autores emplearon condiciones de
cultivo similares (estético individual) a las descritas en este estudio. Las diferencias en
la supervivencia pudieron estar asociadas a otros factores, como las temperaturas mas

elevadas.
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Las infecciones bacterianas que se presentaron en este trabajo, también pudieron tener
un efecto colateral en la supervivencia, ya que pudieron aumentar el gasto de los acidos
grasos altamente insaturados, que son utilizados durante los procesos de la respuesta
inmune (Glencross, 2009), por lo que probablemente las filosomata no tuvieron los

recursos suficientes para finalizar exitosamente el ciclo de muda.

Otra causa de las bajas supervivencias pudo ser la acumulacion de epibiontes en el
exoesqueleto, observada durante el desarrollo del experimento. Alvarez-Tinajero et al.
(2004), mencionan la presencia de epibiontes semejantes en las larvas filosomata de P.
interruptus y las catalogaron como “similares a Epistylis”, ademas observaron la
infestacién con otros organismos como Vibrio sp. Estas bacterias patdégenas tienen la
capacidad de producir toxinas que ocasionan dafio sistémico en los organismos
(Shields et al., 2006).

A partir del estadio filosoma Il se presentaron altas mortalidades y, a pesar de los
cuidados extremos en los cultivos de Artemia y de filosomata (agua filtrada a 1 um,
tratada con luz UV y con ozono), puede ser que la calidad del agua fuera inadecuada,
ya que se observo turbiedad en las unidades de cultivo, una disminucion en el oxigeno
disuelto (<5.0 mg-ml?t) y altas concentraciones de nitrégeno amoniacal total (NAT > 0.4

mg-12).

Estas condiciones ambientales fueron el resultado de la contaminacion en los tanques
de almacenamiento general que surte de agua al laboratorio central. La calidad del
agua utilizada en este estudio, pudo haber originado una gran cantidad de materia
organica, que al ser oxidada por el ozono pudo haber liberado productos toxicos para
las larvas tales como bromuros, sulfuros, etc. (Ritar et al., 2006), ademas, el analisis del
contenido bacteriano (medioTCBS), de una muestra de agua revelé incontables UFC

con una dilucion 104.

Niebla-Lopez y Pinto-Jiménez (com. per) realizaron estudios con larvas filosomata de P.
interruptus y observaron eventos de mortalidad elevada, que también asociaron a
infestaciones por bacterias filamentosas, que ademas de dificultar el nado de las larvas,

las obligaban a limpiar sus pereidpodos de forma constante, reduciendo el tiempo que
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dedicaban a la alimentacién, con un costo energético que pudo reducir la energia
disponible para el crecimiento y la supervivencia. Todo lo anterior se traduce en una
menor cantidad de nutrientes disponibles para alcanzar un O6ptimo desarrollo

(crecimiento y supervivencia).

En este experimento se observé una clara reduccion en el tiempo que duré el ciclo de
muda entre el estadio | y Il con base en el tipo de dieta; las que contenian el aceite
Omegamex® resultaron mejores, con 9.88 y 11.44 dias (Dieta Q y Dieta Q+p
respectivamente). Se ha estudiado el desarrollo de las larvas de P. interruptus
alimentadas con una dieta de nauplios de Artemia enriquecidos con la microalga
Chaetoceros mulleri e Isochrysis y observaron que la duracion del ciclo de muda (1 a Il),
fue de 8 y 15 dias (LOpez-Zenteno, 2004 y Galicia-Galicia, 2006 respectivamente).
Lépez-Zenteno (2004) obtuvo mejores resultados que los del presente trabajo. En P.
argus, P. longipes, P. penicillatus y P. homarus, también se observaron ciclos de muda
(Ia ll) mas cortos (8 y 9 dias) entre los estadios | y Il (Radhakrishnan, 1995; Matsuda y
Yamakawa, 2000; Matsuda et al., 2006; Goldstein et al., 2008).

Los autores mencionados anteriormente trabajaron con temperaturas mayores (24 y
27°C) que la de este estudio, lo que puede sugerir que ademas de la calidad nutricional
de las dietas, la temperatura de los cultivos también causa variacion en el crecimiento y

supervivencia (Sargent et al., 1997; Glencross, 2000; Tocher, 2003) de crustaceos.

Este efecto de la temperatura se ha confirmado en trabajos recientes con P. interruptus,
donde han comparado los efectos de diferentes temperaturas en la supervivencia y el
desarrollo de las larvas. Niebla-Lopez (com. per.) estudio el efecto de dos temperaturas
(18 y 24°C) y sus resultados preliminares indican que la temperatura de 24°C tiene
efectos positivos en el desarrollo y Pinto-Jiménez (com. per.) evalud el efecto de
diferentes dietas a una temperatura de 19.3°C. EIl primer autor logré alcanzar el estadio
VI+++, en la temperatura mas elevada, mientras que en los cultivos de Pinto-Jiménez,
se alcanzo el estadio lll, resultado similar al obtenido a este trabajo, lo que parece

indicar que P. interruptus se desarrolla mejor a temperaturas mas elevadas.
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La tasa de crecimiento y el indice de crecimiento de P. interruptus igualmente se ven
influenciados por el tipo de dieta. Las dietas que contienen el aceite Omegamex®
resultaron las mejores. En el primer caso se obtuvieron tasas de crecimiento especificas
de 0.03 mm-diat, muy similares a las reportadas por Lépez-Zenteno (2004), para larvas
cultivadas a 25°C y superiores a las calculadas a partir de los resultados descritos por
Galicia-Galicia (2006), de 0.02 mm-dia™.

Para el indice de crecimiento de las larvas filosomata, se obtuvieron los mejores
resultados con las Dietas Q+uy y Q (30.0% y 24.0% respectivamente), y resultaron
similares a los obtenidos por Galicia-Galicia (2006) (34.4%), pero fueron superiores a
los reportados por Lépez-Zenteno (2004), quien obtuvo 20.0%. Sin embargo, al calcular
el indice de crecimiento diario obtenido en este trabajo, éste es ligeramente mayor al

obtenido por los autores mencionados anteriormente.

Suministrar AGAI en la dieta, tiene un efecto positivo en el crecimiento (Tocher, 2003),
por lo que la disponibilidad de acidos grasos que se tenian en las dietas enriquecidas
con el aceite Omegamex®, probablemente favorecieron el aumento en la tasa de

crecimiento a pesar de la temperatura de cultivo relativamente baja (21°C).

Durante los tres estadios larvales detectados en este trabajo se observaron, durante los
ciclos de muda, estructuras caracteristicas del género Panulirus (Phillips, 2008),
principalmente: espinas en la interseccion entre el primer y segundo segmento de los
pereiépodos, cromatoforos rojos y la ausencia de espinas ornamentales en el tercer
segmento de los peridpodos.

La aparicion de otros apéndices en cada estadio, asi como el nUmero de mudas y el
tiempo que se requieren para finalizar el ciclo fueron empleados por Johnson (1956)
para la identificacion de la especie P. interruptus, con organismos que fueron
capturados del medio natural; este autor menciona que el estadio Il se distingue por la
aparicion de los primordios en el tercer par de pereidopodos, sin embargo, en este
trabajo se observo esta estructura después de que las filosomata | mudaron, por lo que

se definieron como filosomata estadio Il.
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Anger (2001), menciona que en las larvas de algunas especies marinas se han descrito
diferentes morfologias para un mismo estadio, lo que se ha asociado a factores
nutricionales y medioambientales, esta caracteristica se ha llamado plasticidad larval y
es comun entre larvas de crustaceos. Esto puede explicar las diferencias morfologicas

observadas por Johnson (1956) y las de este estudio.

En este trabajo se hace la primera descripcion morfolégica de las larvas de P.
interruptus cultivadas en laboratorio y es un referente para evaluar el efecto de
diferentes factores, que pueden modificar los ciclos de muda y/o producir
malformaciones. Con esta guia se pueden realizar ajustes en las dietas, temperatura o

calidad del agua, entre otros.

En este estudio se pudieron observar los estadios larvales de prenaupliosoma y
Naupliosoma, con morfologias similares a los que se han descrito anteriormente en
otras especies de langostas (Sims, 1951; Dupré y Guisado,1996). Johnson (1956) no
considera estos estadios como parte del desarrollo larval de P. interruptus, sin embargo
esto pudo ser debido a que la identificacion de estos estadios resulta dificil con
organismos obtenidos del medio natural, por lo efimero de cada uno de estos dos
estadios iniciales del desarrollo. Esta identificacion es posible en cultivos, ya que se
tiene la oportunidad de revisar de manera constante el grado de desarrollo embrionario
y hacer monitoreos durante la noche, ya que de forma natural las filosomata tienden a

eclosionar durante este periodo del dia (Phillips, 2008).
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Capitulo 5. Conclusiones

Los acidos grasos altamente insaturados se encontraron en mayor concentracion en las

dietas de Artemia enriquecidas con el aceite Omegamex® y enriquecida con Q+p.

La mayor cantidad de acidos grasos esenciales se encontraron en la Dieta Q con 12

horas de enriquecimiento.

La supervivencia de larvas filosomata de la langosta roja P. interruptus se incrementé
significativamente por la cantidad de acidos grasos suministrados en las Dietas Q y

Q+u, con 66% y 40%, respectivamente.

El primer ciclo de muda de las filosomata finalizé primero en aquellas dietas que

contenian el aceite Omegamex® (Dietas Q y Q+p).

El desarrollo morfoldgico observado fue el esperado por lo obtenido en otros estudios

de especies cercanas en las que el ciclo de vida fue completado.
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