Nutricién y alimentacion de larvas de peces marinos
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1. Introduccién

Es bien conocido que en el ambiente, la supervivencia de las larvas presenta altas
fluctuaciones, debido a multiples factores que provocan valores de supervivencia desde
10% hasta 0.1% (Hempel, 1979). Estos factores se pueden dividir en: 1) factores externos y
2) factores internos. 1) Los factores externos se pueden subdividir en dos grupos: a) los
fisicos, como la temperatura, la iluminacién, el flujo de agua, corrientes, etc., y b) los
quimicos, como el oxigeno disuelto, el amonio, la salinidad, el pH, etc., que pueden ser
considerados algunos de los mas limitantes para la supervivencia y crecimiento. 2) En el
caso de los factores internos, pueden ser subdivididos en cuatro tipos: a) los genéticos, los
cuales son conferidos por los padres a través del material heredado, b) los etoldgicos, que
se relacionan directamente con el comportamiento alimenticio y procesos de escape para
evitar ser capturada, c) los bioldgicos, donde la competencia y depredacidon rigen su
supervivencia, y d) los nutricionales, los cuales conferiran a las larvas la energia necesaria

para mantener su metabolismo, crecer y asegurar su supervivencia.

De todos los factores antes mencionados, los relacionados con la alimentacion y la
nutricion de larvas de peces marinos son los que mas afectan la supervivencia y crecimiento
de las larvas. Para entender estos factores, podemos definir la alimentacion como el
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proceso de captura e ingesta del material de origen bioldgico necesario para el
funcionamiento de los organismos vivos. Estos compuestos contienen cantidades variables
de agua, proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y otros compuestos, incluyendo los que
imparten aroma, sabor y color (Bdui, 1988). Mientras que la nutricion se define como el
proceso por el que los organismos utilizan el alimento para la obtencion de la energia para
el crecimiento, mantenimiento y reparacion de los tejidos (Real Academia de las Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales, 2001). De esta manera, si se habla de la nutriciéon y
alimentacion de los peces, se tiene que considerar como toda una ciencia encargada de
determinar los requerimientos y necesidades alimenticias, asi como las técnicas de

alimentacion durante todos los periodos de desarrollo de estos organismos.

En el caso especifico del periodo larvario de los peces, se debe hacer énfasis en los
requerimientos minimos necesarios para asegurar la supervivencia y mantener el
crecimiento de las larvas, las cuales presentan una problematica especial al no tener un
sistema digestivo completamente formado desde su eclosion, ademds de que deben
atravesar por un proceso de transformacion hasta juvenil. Esta problematica se agudiza, ya
que durante el periodo larvario requieren alimentarse con presas vivas de tamafio muy

pequetio (Tucker, 1998).

2. Generalidades Sobre el Desarrollo de Peces

En los peces existen dos tipos de ontogenia (Figs. 1 y 2): a) ontogenia indirecta (Balon,
1984), que se caracteriza por tener cinco periodos, 1) embrionario, 2) larvario, 3) juvenil, 4)
adulto y 5) senectud, y b) ontogenia directa, que carece de un periodo larvario, por lo que
al eclosionar el organismo ya presenta todas las caracteristicas de un juvenil como es el
caso de los poecilidos y algunas especies de ciclidos entre otros (Kendall, Ahlstrom, &
Moser, 1984).

Es importante resaltar que las siguientes descripciones son aplicadas exclusivamente a los
peces que presentan ontogenia indirecta, ya que son las especies que presentan una

problemadtica mas compleja para su alimentacion y nutricion.
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Figura 1. Ejemplos del tipo de ontogenia A. Indirecta (larvas de Scophthalmus maximus, Linnaeus 1758); B.
Directa (alevines de salmoén) (Tomado de Tucker, 1998).
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Figura 2. Comparacion de los tipos de adquisicion del alimento entre la ontogenia indirecta y ontogenia
directa (tomado de Balon, 1984).

2.1. Periodo embrionario. Inicia una vez que el oocito ha sido fecundado y termina
cuando la larva ha absorbido completamente el vitelo y globulo de aceite. Este periodo se
divide en tres fases: a) la fase de segmentacion, que inicia cuando se fecunda el ovulo y
termina antes del cierre del blastoporo. La fase embridon, que inicia con el cierre del
blastoporo y termina con la eclosion del huevo, y la fase eleuteroembrion (embrion libre),
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que inicia con la eclosion del huevo y termina cuando se da la completa absorcion del vitelo

y glébulo de aceite (Balon, 1984).

En general, los huevos y eleuteroembriones de la mayoria de los peces marinos presentan
caracteristicas comunes como son: didmetro del huevo pequefio, tiempos de eclosion
cortos, presentan un vitelo restringido que dura poco tiempo, por lo que la alimentacion
exdgena tiene que realizarse antes que el organismo este totalmente formado. En el caso de
los huevos, las estructuras mas importantes son: el corion, que es una capa lipoproteinica
que protege al cigoto; el vitelo, que es una reserva de origen materno, la cual contiene
glucdgeno y de aminoacidos libres, que son usados principalmente como fuente de energia
(Fyhn & Govoni, 1995); el globulo de aceite, que contiene triacilglicéridos, los cuales son
usado como fuente de energia y fuente de acidos grasos esenciales (Parra, Rennestad, &
Yufera, 1999); el espacio perivitelino (que contiene fluido), el cual separa el corion del
embrion; el micrépilo, que es un poro por el cual el espermatozoide penetra y fertiliza el
huevo. Después de la fertilizacion el huevo absorbe agua, se cierra el micropilo y se
engrosa el corion con lo que inicial el proceso de formacion del embrion (Yamamoto &

Kobayashi, 1992).

Diametro del huevo

Entre las diferentes especies, el diametro del huevo y el tiempo de incubacion estan
directamente relacionadas entre ellas e inversamente relacionados con la temperatura
(Pepin, 1991). Los huevos de muchas especies de peces son pequefios en su mayoria,
aproximadamente de 0.6 a 20 mm de didmetro, por lo que las especies de peces con
afinidad tropical son las que presentan los de menor talla; mientras que las especies con

afinidad templada presentan huevos con didmetros mayores (Ware, 1975).

Tiempo de eclosion
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Los peces de aguas calidas usualmente eclosionan entre las 10-48 horas después de la
fertilizacion; sin embargo, las especies de aguas frias con huevos de mayor talla pueden
tardar varias semanas o hasta meses para su maduracion. Por ejemplo, las larvas de Siganus
guttatus (Bloch, 1787), requiere de 44.5 h para absorber el vitelo; 47 h para las larvas de
Epinephelus fuscoguttatus (Forsskal, 1775), que presenta larvas deficientes en cuanto al
desarrollo corporal, capacidad de alimentacioén y nutricién enddgena, por lo cual su crianza
es muy complicada y 74 h para las de Lates calcarifer (Bloch, 1790), el cual ademas tiene
boca y cuerpo pequefio, pero se alimentan bien y tiene suficiente reserva vitelina por al
menos tres dias después de que la alimentacién exogena se ha iniciado. En el caso de las
laarvas de Chanos chanos (Forsskal, 1775), se compensa la rapida absorcion (12 h) con la
presencia de una boca grande (258 um de ancho), la cual facilita la alimentacion. Las larvas
de Siganus canalicualtus (Park, 1797), tienen vitelo para dos dias y el globulo de aceite esta
presente cuando inician la alimentacién exdgena, aunque la boca es muy chica (187 um de

ancho) (Lim, 1991).

2.2. Periodo larvario. El periodo larvario comprende tres fases, la fase preflexion que
inicia a partir de la completa absorcion de las reservas enddgenas y termina hasta antes del
inicio de la flexién de la notocorda. La fase flexion, inicia a partir de la flexién de la
notocorda y termina hasta la completa formacion de la placa hipuarica. La fase posflexion,
que inicia al estar completamente formada la placa hiparica y termina con la completa
formacion de los elementos de las aletas pares e impares. En esta fase, la larva esta casi
completamente formada, aunque todavia no presenta todas las caracteristicas morfologicas
finales de un juvenil; sin embargo, su capacidad de busqueda y captura es total y puede

alimentarse de presas de mayor talla (Kendall et al., 1984).

Desde el punto de vista de la alimentacion, la larva se enfrenta a la necesidad de aprender a
cazar con rapidez y que ademas se complica aun mas ya que no tienen un sistema digestivo
completamente formado. Durante este periodo, el desarrollo del canal alimentario abarca
cambios morfolédgicos, fisioldgicos e histologicos que estan sincronizados por procesos

genéticos y ambientales (Fig. 3).
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Figura 3. Derivacion, secuencia y secciones del sistema digestivo durante la ontogenia de peces (tomado de
Govoni et al., 1986).

Inicialmente, el canal alimentario se desarrolla a partir de las células columnares
endodérmicas por arriba de la seccion del vitelo (Devillers, 1961). Al eclosionar, el canal
alimentario es un tubo recto que pasa por encima del saco vitelino y esta cerrado hacia la
boca y ano en muchas especies; ademas, es histologicamente indiferenciado a lo largo del
tubo (Vu, 1976). El tubo incipiente permanece sin cambios hasta la completa absorcion del
vitelo y el globulo de aceite, en este momento el tubo se segmenta por valvulas musculares
en bucofaringe, tubo anterior, medio y posterior (Govoni, 1980; O’Connell, 1981). Con
excepcion de algunos peces, entre ellos salmonidos, gasteroidéos y ciclidos, la mayoria de
los peces carecen de un estdbmago morfolégicamente funcional; la region posterior del tubo
anterior y del tubo medio puede expandirse y funcionar para almacenar el alimento en

algunas larvas.

El canal alimentario larval permanece indiferenciado durante cierto tiempo hasta el inicio
de la transformacion a juvenil. El desarrollo de un estobmago y ciegos piléricos de la parte
posterior del tubo anterior se da durante la transformacion a juvenil y constituye el Gltimo

cambio morfoldgico del canal alimentario. El higado y pancreas, a lo largo de los
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conductos, estan formados desde la eclosion y son funcionales aun cuando la absorcion del

vitelo no ha concluido (O’Connell, 1981; Watanabe & Sawada, 1985).

Morfolégicamente, en el intestino anterior es posible distinguir un epitelio formado por una
capa sencilla de células intercaladas con células secretoras de mucus, en tanto que en el
intestino medio y posterior existe una capa sencilla de células provistas de borde estriado
(microvellosidades) y sujetas por tejido conectivo. La parte anterior comprende el 60-75%
de la longitud. En cuanto al segundo segmento, las células absortibas muestran vacuolas
supranucleares electrodensas procedentes de procesos de pinocitosis de proteinas. El tercer
segmento intestinal representa un 5% de la longitud intestinal y dadas las caracteristicas de
sus enterocitos (menor cantidad de microvellosidades) parece intervenir principalmente en

procesos de recuperacion de agua e iones (Govoni, Boehlert, & Watanabe, 1986).

Desde el punto de vista anatomico, se dan fuertes cambios durante periodos especificos en
la vida de las larvas, estos cambios se correlacionan con el crecimiento alométrico que se
ha observado en muchas especies de peces. En las larvas de perca amarilla Perca flavescens
(Mitchill, 1814) (Fig. 4), se observa la formacion del estomago a los 10 mg (14 mm de
longitud total), en este momento los cambios se hacen menos evidentes y para los 800 mg
(28 mm de longitud total) el tracto digestivo ya no cambia en lo absoluto (Dabrowski,
Culver, Brooks, Boss, Binkowski, Yeo, & Baloguin, 1991). En el caso de las larvas de
Brama brama (Bonnaterre, 1788) y brema roja Pagrus major (Temminck & Schlegel,
1843) tardan aproximadamente tres semanas en completar su desarrollo, seis semanas para
el Chanos chanos, tres semanas para Morone saxatilis (Walbaum, 1792), siete semanas
para el lenguado Paralichthys dentatus (Linnaeus, 1766), catorce semanas para el
Plecoglossus altivelis (Temminck & Schlegel, 1846) y un mes para la lobina Europea
Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) (Kurokawa & Suzuki, 1996; Huang et al., 1998a y
b; Watanabe & Kiron, 1994; Gennari, Roncarati, Melotti & Mordenti, 1992).

Por otra parte, en las larvas de peces herbivoros, los cambios anatomicos en el sistema

digestivo se dan de forma diferente comparados con las larvas de peces carnivoros, como se
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observa en el Melanogrammus aeglefinus (Linnaeus, 1758), donde las constricciones para
la separacion de los diferentes érganos comienza en el dia 3 DE. La torsion del intestino en
el dia 22 DE, la aparicion de los ciegos pildricos en el dia 34 DE y la formacion final del
tracto digestivo (como la de los adultos) para el dia 51 DE (Hamlin, Von Herbing, & Kling,
2000) (Fig. 5).

. P ow o onouw B » M M
Longitud tatal (mm)
Figura 4. Crecimiento alométrico longitud-peso de Perca flavescens, y esquematizacion del crecimiento y
cambios del tracto digestivo hasta su transformacion a juvenil.
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Figura 5 a—k. Desarrollo intestinal de Melanogrammus aeglefinus durante la ontogenia inicial. El diagrama

izquierdo de cada par, representa la vista lateral del lado izquierdo del intestino y estructuras asociadas, y el

diagrama derecho representa la vista lateral del lado derecho. E, Es6fago; I, Intestino; L, Higado; PC, ciegos
piléricos; S, Estomago; YS, Vitelo (Tomado de Hamlin et al., 2000).

Dabrowski (1982), a efectos practicos, establecid tres categorias de peces en funcion del
desarrollo del sistema digestivo. En un primer grupo, consider6 a aquellos que al comienzo
de su primera alimentacion exdgena presentan un estomago funcional, con lo que se puede
iniciar la alimentacién de estas especies directamente con alimento inerte como en el caso
de los salmonidos y algunos ciclidos. En el segundo grupo, aquellos en los que el estomago
aparece mas tardiamente, una vez iniciada la alimentacion exogena, existiendo incluso en

algunas especies cierto desfase entre su aparicion y funcionalidad, donde se engloban la
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mayoria de los peces marinos (Lauff & Hoffer, 1984). 3) En el tercer grupo, se incluyen los
peces que permanecen sin estdbmago a lo largo de toda su vida, como los ciprinidos, siendo

comun durante el desarrollo larvario un incremento de la longitud del intestino.

La mayoria de las larvas de peces marinos con afinidad tropical pertenecen al tipo 2, siendo
las formas funcionales e independientes mas pequeiias de los vertebrados, por lo que
poseen tasas de crecimiento muy elevadas (hasta mil veces, partiendo de escasas decenas de
microgramos en peso seco) y una progresiva diferenciacion durante la etapa larvaria hasta
completar el desarrollo de sus organos y funciones en las fases juvenil y adulta (Blaxter,
1988). Para llevar a cabo con eficiencia todos estos cambios, la larva debe estar capacitada
para 1) ingerir el alimento (busqueda y captura), que involucra procesos de atrapar y
degluir la presa y procesar el alimento, 2) la digestion, donde se deben entender los
procesos que permiten poner a disponibilidad los nutrientes, y finalmente 3) la absorcién
de nutrientes, que involucra los procesos de transporte al interior de las células, para
continuar con la digestion intracelular y su posterior resintesis para ser utilizados en otras

partes del cuerpo.

3. Alimentacién yNutricion de Larvas de Peces Marinos

3.1. La alimentacién natural

En el ambiente la alimentacion de las larvas de peces marinos se compone de complejas
redes troficas que van cambiando en funcion del crecimiento (Fig. 6). La alimentacion se
basa en diatomeas, dinoflagelados, flagelados, tintinidos, ciliados, claddceros, copépodos,
huevos de bivalvos, quetognatos, lamelibranquios, gastropodos, poliquetos, decapodos,
otras larvas de peces, entre muchos otros tipos de organismos (Blaxter & Hunter, 1982;
Kane, 1984; Jenkins, 1987; Fortier & Harris, 1989; Heat et al., 1989; Ozawa et al., 1991;
Sanchez-Veldzco & Norbis, 1997). Es por esto, que para que las larvas aseguren su
supervivencia deberan seleccionar una presa de tamafo adecuado y de movimento lento;

ademas que esta presa una vez ingerida sea facil de digerir y que cubra sus requerimientos
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nutricionales minimos. La mayoria de las larvas de peces son cazadores planctonicos
visuales sin importar los habitos alimenticios que tendran cuando sean adultos (herbivoros,
filtradores, carnivoros peldgicos, omnivoros benténicos) (Hunter, 1981). En algunas
especies, los cambios en la dieta son requeridos al ir incrementando el tamafo del
organismo; por ejemplo, las larvas de anchoa Californiana Engraulis mordax (Girard,
1854), que se alimentan con dinoflagelados muestran bajos crecimientos hasta que la dieta
se les cambia (Hunter, 1977).Desde el punto de vista de la alimentacion, las larvas
usualmente de menor talla y mas delicadas, requieren alimento vivo entre tres y cinco
semanas después de la eclosion (en algunas ocasiones mas de ocho semanas). Para algunas
especies la desventaja de una talla pequeia, puede ser compensada modificando otros
factores como el tamafo de la boca, tipo de denticidon o que las larvas se desarrollen donde
exista una gran abundancia y diversidad de presas. A excepcion de algunos peces de agua
dulce, la mayoria de las larvas de peces marinos desarrollan la habilidad de capturar y
digerir presas zooplanctonicas. Por ejemplo, las larvas de Coryphaena hippurus (Linnaeus,
1758) son muy grandes, siendo depredadores activos al momento de la primera

alimentacion (Kraul, 1993).

Pleurg- T0mopteri

brachia

U

Tintinnopsis

P«iﬁ;m @oqa% %\

Diatomeas vy flagelados

Figura 6. Resumen diagramatico de las relaciones alimenticias de Clupea harengus durante su desarrollo
(tomado de Lagler et al., 1984).
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Para muchas larvas, los copépodos son probablemente las presas principales, y
aparentemente, los de mejor calidad nutricional (May, 1974). Sin embargo, en cultivo la
ingestion se ha restringido a un grupo muy reducido de presas, con las cuales tratan de

cubrir los requerimientos nutricionales para larvas de peces marinos; estos alimentos son:

a) Microalgas. (2-20 um) Las microalgas mas empleadas para la alimentacion de las
presas y control de la calidad de agua en los sistemas de cultivo son: Chlorella vulgaris,
Tetraselmis spp., Isochrysis galvana, Monochrysis lutheri, Nannochloris sp, etc., ya que
tienen gran potencial para formar cultivos con abundante biomasa, tamafo celular,

digestibilidad y valor nutricional (Muller-Feuga, 2000) (Fig. 7).

Figura 7. Cultivo de microalgas en bolsa y en tolva.

b) Rotiferos (Brachionus plicatilis) (50-250 um). Generalmente, son usados como el
primer alimento para las larvas de peces marinos (Fukusho, 1989), ya que el tamafio de
la boca (100-400 um) no les permite capturar presas mayores. Se cultivan a base de
microalgas o con levadura de pan, y relizando su enriquecimento a base de emulsiones
lipidicas comeciales, asegurando asi un incremento en el nivel de 4acidos grasos

altamente polinisaturados de la serie n-3 (Léger et al., 1989) (Fig. 8).
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Figura 8. Cultivo de rotiferos.
Crustaceos (Artemia spp.) (200-500 um). Este microcrustaceo representa, en la escala
trofica de las larvas de peces marinos, la etapa sucesiva al rotifero; ademas constituye el
nexo con la alimentacion a base de dieta inerte. No es necesario mantener un cultivo
auxiliar para esta fase, ya que se almacena durante bastante tiempo enquistado. Sin
embargo, durante el crecimiento de las larvas es necesario adicionar este crusticeo en

estadios posteriores, por lo que su cultivo se complica (Sorgeloos et al., 2001) (Fig. 9).

Figura 9. Cultivo de Artemia. A) Nauplio, B) Juvenil y C) Adultos de Artemia spp.

c¢) Copépodos. Los copépodos son el alimento natural de la mayoria de las larvas de peces
y comprenden un gran numero de especies. De todas esas especies las utilizadas
actualmente son los copépodos calanoideos y algunos harpacoideos (Tigriopus
japonicus, Tisbe furcata, Acartia sp. y Euterpina acutifrons), los cuales estan siendo
cultivados (Stettrup & Norsker, 1997; Nanton & Castell, 1998; Schipp et al., 1999). Las
ventajas que presentan estos organismos comparados con los rotiferos y la Artemia sp.,
es que contienen todos los nutrientes esenciales que las larvas requieren, por lo que no
necesitan ser enriquecidos. Sin embargo, presentan limitaciones ya que estos organismos
presentan ciclos de vida largos, comparados con los otros alimentos vivos, ademas se
debe tener cuidado con la seleccion de la especie de copépodo, ya que una seleccion
erronea conllevaria a disminuir la posibilidad de su captura por parte de la larva (Fig.

10).
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Figura 10. Cultivo de copépodos

Todos estos alimentos, tanto los naturales como los utilizados para el cultivo, deben cubrir
la mayor cantidad de una serie de requisitos minimos los cuales permitiran asegurar la
supervivencia y el crecimiento de las larvas. Las caracteristicas mas importantes del
alimento son: 1) disponibilidad, 2) densidad, 3) apariencia, 4) tamafo, y 5) estimulo

quimico por el alimento, aunque esto variara en funcion de la especie.

3.2. La captura del alimento

3.2.1. Disponibilidad En el caso de los alimentos naturales, las larvas deben de localizarse
en el sitio adecuado para encontrar la suficiente cantidad de presas. Por otra parte, en el
caso de los rotiferos y Artemia, estos poseen fototropismo positivo y tienden a acumularse
cerca de las zonas mas luminosas y por ende su disponibilidad no es uniforme, por lo cual
se recomienda asegurarse de que la iluminacion de los tanques sea homogenea. Asimismo,
el color de los tanques también tiende a afectar de la misma manera la distribucion de las

presas. (Papoutsoglou, 2000).

3.2.2. Densidad La densidad de presas usada para el cultivo de larvas de peces marinos
varian entre 0.05 copépodos/ml (Houde & Schekter, 1980) a 200 dinoflagelados/ml
(Hunter, 1980 y 1984). Las densidades usuales fluctian entre 100 dinoflagelados/ml, 5-20
rotiferos/ml, 1-10 nauplios de copépodo/ml, 0.5-6 nauplios de Artemia y 0.5-3 copépodos
adultos; aunque esto variara dependiendo de la especie, por lo que estas densidades deben
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ser cuidadosamente estudiadas y controladas ya que si son excedidas la calidad del agua se
deteriorard rapidamente, o por el contrario, si la densidad es baja no habra suficientes
presas para alimentar a todas las larvas; en ambos casos se reflejard esto en la supervivencia

y crecimiento de ellas (Cunha & Planas, 1999).

El célculo de la densidad de alimento vivo es meramente teorico, ya que las presas tienden
a agruparse en manchones en posiciones especificas dentro del tanque, lo que reduce
considerablemente la densidad en algunas zonas y la aumenta en otras; esta es la situacion
real en el cual las larvas deben alimentarse. Por estas razones, la larva debe eficientizar al
maximo su red de captura de alimento. Cuando la densidad de larvas es baja tiende a haber
un efecto adverso sobre ellas, donde al excederse la densidad de alimento resultara en una
sobrealimentacion, la cual provocaréd problemas en la eficiencia de la digestion, sobre todo
antes de la transformacion y por ende provocara altas mortalidades en larvas aparentemente

sanas y con presas en el sistema digestivo (Glasser & Oswalda, 2001).

La densidad de presas puede ser un factor muy apremiante para larvas con menor capacidad
de natacion. Gulbrandsen (1991), ha reportado concentraciones optimas de 12 rotiferos/ml
para larvas de halibut del Atlantico Hippoglossus hippoglossus (Linnaeus, 1758); mientras
que para larvas de Scophthalmus maximus se reportan densidades Optimas de 1 rotifero/ml
(Hagen, 1993). Las larvas de dorada Sparus aurata (Linnaeus, 1758) de 15 dias de edad
requieren al menos 5 rotiferos/ml (Ounais-Guchemann, 1989). El crecimiento y
supervivencia de las larvas de Macquaria novemaculeata (Steindachner, 1866) fueron las
mayores utilizando densidades de 9-15 rotiferos/ml y 9 nauplios/ml (Van der Wal & Nell,
1986). Las larvas del pargo Lutjanus argentimaculatus (Forsskal, 1775) fueron
exitosamente cultivadas utilizando densidades de 5-20 rotiferos/ml (Duray et al., 1996).
Con larvas de Coryphaena hippurus, se alcanzaron mejores supervivencias cuando fueron

alimentadas a una densidad de 5-20 rotiferos/ml (Ostrowski, 1989).

3.2.3. Apariencia. Muchas larvas de peces marinos no pueden ver adecuadamente aunque

nadan relativamente bien, y capturan su alimento entre el primer y séptimo dia después de
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la eclosion. Los ojos usualmente se pigmentan y son funcionales para la primera
alimentacion (Blaxter, 1986). Los sentidos del gusto y el olfato se desarrollan
tempranamente entre la eclosion y los 16 dias después de la eclosion (Iwai, 1980). El color
del tanque juega un papel importante en este punto, ya que tanques con paredes negras y
fondos claros incrementan la capacidad de vision de las larvas, ademas facilitan a los
criadores ver las larvas. Las larvas de Dicentrarchus labrax crecieron y sobrevivieron
mejor en tanques con paredes negras que los blancos, el color negro permite mejorar el
contraste de las presas y ser mas facilmente encontradas y capturadas (Ronzani-Cerquira,
1986). De la misma manera, las larvas de Sparus aurata crecieron y sobrevivieron mejor

cultivadas en tanques de color negro (Ounais-Guschemann, 1989).

3.2.4. Tamano. El tamafio optimo del alimento para las larvas de peces marinos, parece ser
adecuada cuando la presa mide aproximadamente 25 % del ancho de la boca, para la
primera alimentacion y se debe incrementar al 50 % conforme los dias pasan (Hunter,
1984). En un experimento utilizando larvas de Sparus aurata, se determind que el ancho de
la boca fue de ~ 250 um pudiendo comer microparticulas menores a 100 um de preferencia
en un intervalo entre 25 y 50 um (Fernandez-Diaz et al., 1994). Shirota (1970) estudi6 40
especies de larvas de peces marinos a fin de comparar el ancho de la boca y la relacion con
las presas ingeridas; en este estudio se demostré que dependiendo de la especie, la ingesta
de rotiferos, Artemia, copépodos, etc., varia en relacion del tamafio de las larvas. Algunos
ejemplos del diametro de la boca al momento de la apertura de la boca son: ~ 278 um para
el Dentex dentex (Linnaeus, 1758), ~ 420 um para el Diplodus prayensis (Cadenat, 1964)
(Glamuzina et al., 1989). Es por esto que en condiciones de cultivo el rotifero es
considerado como el primer alimento ya que es de tamafio pequefio y puede ser cultivado

facilmente (Lubzens, 1987).

Usualmente, existen dos formas para cubrir los requerimientos de las larvas, 1) ofrecer la
cepa de rotifero que sea adecuado al tamafio de la boca, debido a que el ancho de las
hembras de rotifero adultas varia entre 92-199 um (Snell & Carrillo, 1984) y 2) separar los

neonatos o huevos de los rotiferos de cepas mayores para darlos como primer alimento (80-
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110 um). Es importante resaltar que ademds de estas formas, al variar las condiciones
ambientales de cultivo de las cepas, el tamafio, forma y cantidad de rotiferos producidos,
hasta el grado que se pueden obtener machos que son de mucho menor talla que las
hembras (aproximadamente 50 % menores), pero los cuales no cubren los requerimientos

nutricionales (Lubzens et al., 1989).

La Artemia es otro organismo ampliamente usado para el cultivo de larvas de peces
marinos ya sea como primer o segundo alimento dependiendo de la especie. En primer
lugar se utilizan los nauplios que tienen en promedio 350 um de longitud dependiendo del
origen de la cepa. Fernandez-Diaz et al. (1994) us6 una cepa de Artemia que mide 176 x
451 pm. Otros intervalos de talla varian de 375 a 428 pum para la cepa de San Francisco
Bay, y otra que varia de 450 a 517 um de Italia (Léger et al., 1986). La longitud de los
metanauplios se incrementa de 500 a 800 um durante los cuatro estadios, lo cual ocurre en
aproximadamente 0.5 a 5 dias después de la eclosion (Bengston et al., 1991). Orhum (1989)
reportd que los nauplios de la Bahia de San Francisco son de aproximadamente 428 pum de

longitud, mientras que los metanauplios miden 578 y 679 um dependiendo del estadio.

3.2.5. El estimulo quimico por el alimento. Se ha demostrado histolégicamente que las
larvas de Pagrus major presentan 6rganos olfatorios desde los 8 dias después de la eclosion
y requiere 16 dias para formar las células gustativas. Las larvas de Hippoglossus
hippoglossus abren la boca hasta el dia 26 después de la eclosion, sin embargo, se detecto la
presencia de células olfatorias desde el dia 8 (Doving & Knutsen, 1993). Asi, se ha
discutido que la presencia de organos sensoriales (gusto y olor) no estan totalmente
desarrollados en muchas de las especies durante los primeros dias, por lo que se ha
propuesto que el primer estimulo de alimentacion es el movimiento y tamafio de las presas,
aunque sin descartar del todo el estimulo quimico. Bajo condiciones de cultivo, al utilizar
alimentos completos (microparticulas o microcapsulas), los estimulos olfatorios y
gustatorios pueden ser utiles y hasta esenciales, como se ha comprobado para juveniles de

Seriola dumerili (Risso, 1810), donde la adicion de aminoacidos libres (prolina, alanina,
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metionina y monofosfato de inosina) incrementa el crecimiento y consumo (Masuma et al.,
1990). Lo anterior es debido a que las larvas, al no tener un sistema digestivo completo,
tienen una capacidad limitada para poner a disposicion los aminodacidos libres a partir de los
aminodcidos polimerizados, por lo que alimentos que contiene ciertas concentraciones de
aminoacidos libres pueden ser absorbidos con mayor facilidad que aquellos que contienen

proteinas complejas (Rennestad et al., 1999).

3.3. La digestion del alimento.

3.3.1. El trénsito digestivo

Una vez que la larva ha capturado a la presa, tiene que mantenerla dentro del sistema
digestivo durante un tiempo determinado para que empiece el proceso de digestion; de esta
manera se han realizado estudios sobre la capacidad peristaltica y las tasas de evacuacion
en el canal alimentario de las larvas. Estos procesos han sido estudiados de manera gruesa
en larvas vivas (Blaxter & Hempel, 1961; Chitty, 1981; Pedersen, 1984), aunque también
se ha utilizando el método de recoleccion de heces de las larvas, aunque sin mucho éxito.
Por otra parte, se han conseguido mejores aproximaciones de las tasas de evacuacion
alimentando a las larvas con dietas marcadas y alternando con dieta sin marcar (Laurence,

1971). Otro método utilizado es el marcaje radioactivo del alimento.

El paso del alimento a través del canal alimentario de las larvas de peces ocurre mas
rapidamente que en el digestivo de los adultos (Kapoor et al., 1975; Fange & Grove, 1979).
Tasas extremadamente rapidas han sido observadas con algunas larvas de clupeidos. Por
ejemplo, las larvas de Anchoa mitchilli (Valenciennes, 1848), defeca unos minutos después
de alimentarse (Chitty, 1981). Las larvas de Melanogrammus aeglefinus defecan de 1 a 2
horas después de la ingestion. Ademas, se ha observado que la edad de las larvas no afecta
la tasa de evacuacion (Pedersen, 1984). Las tasas de evacuacién son mayores en larvas
alimentadas continuamente que en las larvas que solamente se alimentan una sola vez

(Blaxter, 1965; Laurence, 1971) y estan positivamente relacionadas al tamafio de la racion
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(Werner & Blaxter, 1980). Estas tasas estdn también positivamente relacionadas con la
temperatura (Laurence, 1971). En algunos casos, la digestion y absorcion en las larvas es
muy rapida. Fossum (1983) observé que la digestion de los nauplios de copépodos y larvas
de poliquetos se realizo 1.5 h después de la ingestion en larvas de Clupea harengus. Govoni
et al. (1982) observaron la eliminacién de '*CO, después de 3 h de la ingestion de alimento
marcado con *C, lo que indicé que el alimento fue digerido, absorbido y metabolizado en

un corto periodo.

Se han observado constricciones de la capa simple de musculo circular suave, que
progresivamente se mueven como olas a efecto de lograr el movimiento peristaltico y
transportar el alimento hacia el ano de la larva; esto se ha detectado en Brevoortia tyrannus
(Latrobe, 1802), Leiostomus xanthurus (Lacepéde, 1802) y Sebastes spp. Blaxter (1969) y
Rosenthal & Hempel (1970) han reportado que los nauplios de Artemia se mueven
rapidamente y no son digeridos en ¢l tubo medio de las larvas de Clupea harengus
harengus. En contraste, se ha observado que los copépodos ingeridos pasan a través del
tubo anterior de la sardina en segundos, permanecen algunos minutos en la parte anterior
del tubo medio y se detienen en la parte posterior del tubo medio por accion de la valvula
iliocloacal. Los copépodos permanecen en la parte posterior del tubo medio por varias
horas. Las constricciones de la véalvula iliocloacal son las que permiten el paso del alimento

del tubo medio al tubo posterior.

Las larvas de peces carecen de capas de musculos suaves longitudinalmente alineados, que
son caracteristicos en peces adultos, pero algunas tienen medios auxiliares para transportar
el alimento. Iwai (1964, 1967a y b), Iwai & Rosenthal (1981) y Watanabe (1984b) han
observado células ciliadas y movimientos ciliares que permiten el transporte de alimento
por el canal de algunas larvas de plecoglosoideos, osméridos, clupeidos y saldngidos. Las
células ciliadas han sido también observadas en algunos peces adultos que presentan un

desarrollo muscular pobre (Ferraris & Ahearn, 1984).
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3.3.2. La bioquimica digestiva

Una vez que las reservas de aminodacidos libres se han agotado totalmente, se debe iniciar
con la alimentacion exdgena y la larva tiene que aprender a comer rapidamente. Sin
embargo, estos organismos presentan desventajas ya que fisiolégicamente el sistema
digestivo no esta completamente desarrollado, por lo que la actividad enzimatica es
restringida y se eficientiza hasta que se ha formado totalmente el sistema digestivo
(formacion del estdbmago y glandulas gastricas) y se da la secrecion de acido clorhidrico y
la pepsina (Walford & Lam, 1993). La tripsina es considerada una enzima clave ya que
activa otras proteasas pancreaticas. La actividad relativa y el contenido de enzimas tipo
tripsina se incrementan durante la primera alimentacion, luego disminuyenpara mantenerse
bajos hasta la transformacion a juvenil, cuando el estomago se vuelve funcional
(Hjelmeland et al., 1984, 1988; Pedersen et al., 1987; Pedersen & Hjelmeland, 1988;
Hjelmeland, 1995). Ademas se cuenta con datos actuales sobre la actividad enzimatica
(leucina aminopeptidasa y alanina-leucina peptidasa) de las células del borde de cepillo
(Cahu & Zambonino-Infante, 1997) que reportan que la secrecion de estas enzimas esta
relacionada al tipo de alimento ingerido. A modo comparativo, la secrecion de estas
enzimas cuando se alimenta a las larvas con alimentos inertes es baja, mientras que al
suministrar presas vivas la secrecion aumenta. Asi, el tubo digestivo de larvas de peces
tiene una limitada habilidad extracelular para digerir moléculas de alto peso molecular,

particularmente polimeros complejos y largos como las proteinas.

Una de las primeras aproximaciones para determinar la capacidad digestiva de las larvas ha
sido a través de los estudios de ontogenia y caracterizacion enzimatica, que permiten
comprender en que momento las larvas presentan un equipo enzimatico completo, y por
consiguiente tiene la habilidad de digerir eficientemente el alimento. La capacidad digestiva
de las larvas, dependera en gran medida de la maquinaria enzimdtica con la que cuentan.
Las enzimas se encuentran en todo el sistema digestivo, ya sea en el lumen o en las células
epiteliales, también llamadas enterocitos. Existen dos principales tipos de enzimas, 1) las

enzimas citosolicas, principalmente peptidasas encontradas en el citoplasma celular, y 2)
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las de la membrana del borde de cepillo, que estan ligadas a la membrana celular. Se
pueden detectar diferentes tipos de enzimas membranales como peptidasas, disacaridasas y
esterasas. Estas enzimas encontradas en el tracto gastrointestinal son frecuentemente
complementarias, estos procesos enzimaticos dirigen la digestion total de los componentes
dietarios en nutrientes para permitir su absorcién y transporte por los enterocitos

(Zambonino-Infante & Cahu, 2001).

Las enzimas digestivas de las larvas de peces han sido estudiadas usando las actividades
enzimaticas de tejidos homogenizados contra substratos disueltos (Tanaka et al., 1972a;
Kawai & lkeda, 1973a y b; Dabrowski, 1982) con lo que los productos de reaccion o la
desaparicion del sustrato son medidos fotométricamente. También se puede probar la
actividad enzimatica de las secciones de los tejidos contra peliculas de sustrato, observando
la desaparicion del sustrato con microscopia luminosa después de una tincion histoquimica
(Szlaminska, 1980; Vu, 1983). La actividad amilasa, maltasa, tripsina, quimotripsina y
aminopeptidasa han sido evaluadas en tejidos homogenizados: La actividad amilasa,
pepsina, tripsina, quimotripsina y lipasa han sido medidas en peliculas de sustrato.,
mientras que la actividad tripsina y tripsindgeno han sido realizadas por medio de

radioinmunoensayos (Govoni, 1980).

Los primeros ensayos enzimaticos en el canal alimentario de larvas de peces, se realizaron
de forma puntual y no en relacion a los cambios morfofisioldgicos, éstos indican la
presencia de varios tipos de enzimas activas que estan presentes en muchas larvas de peces

marinos y de agua dulce (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividades enzimaticas digestivas reportadas para larvas de peces. Signo positivo (+) indica

presencia, signo negativo (-) indica ausencia y (NE) indica no ensayado.

Especie Tiempo Pepsina Tripsina Quimo- Amino- Lipas Amilas Maltas  Referencia
total tripsina  peptidas a a a
(dias) a
O. mykiss 2-110 NE + + + NE NE NE Lauff &
Hoffer,
1984
O. mykiss 2-66 + + NE NE NE NE NE Dabrowski,
1982
O. mykiss 0-60 + + NE NE NE + + Kawai &
Ikeda,
1973a
Hibridos de 2-130 NE + + + NE NE NE Lauff &
Coregonus Hoffer,
1984
Coregonus 2-42 + + NE NE NE NE NE Dabrowski,
pollan 1982
Plecoglossus 2-30 + + NE NE NE NE NE Tanaka et
altivelis al., 1972a
Exos lucius 18d + + NE NE - - NE Szlaminska,
1980
Cyprinus 0-125 + + NE NE NE + + Kawai &
carpio Ikeda,
1973b
Gadus 0-30 NE + NE NE NE NE NE Hjelmeland
morhua etal., 1983
Acanthopagr 0-35 + + NE NE NE + NE Kawai &
us shlegelii Ikeda,
1973b
Dicentrarchu 0-30 + + + NE NE NE NE Alliot et al.,
s labrax 1977

Por ejemplo, en el caso de las lipasas de larvas, se ha observado que el higado y el epitelio

mucoso son la fuente general de esta actividad al observarse zimogenos granulares por

medio de técnicas histologicas, los cuales son los precursores de dicha actividad (Kapoor et

al., 1975). El pancreas esta bien desarrollado al momento de la eclosion y sus células

acinares, han sido investigadas por la presencia de zimogenos granulares, ya que se piensa

que son los precursores de la actividad tripsina y quimotripsina (O Connell, 1976; Govoni,

1980). La aminopeptidasa que es otra enzima secretada por las células epiteliales de la

mucosa, no tiene clara evidencia de la presencia de zimogenos. La pepsina es una enzima

secretada por la mucosa gastrica y no se detecta claramente en aquellos peces que carecen
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de estdbmago, al menos hasta que las glandulas géstricas han aparecido y el estdbmago se

convierte en funcional durante la transformacion (Alliot et al., 1977; Vu, 1983).

Existen algunos indicios de que las enzimas digestivas presentan baja actividad desde la
primera alimentacion durante el periodo larvario y hasta la transformacion a juvenil. Kawai
& lkeda (1973a) observaron que la actividad amilasa, maltasa y tripsina se incremento en
las larvas después de la absorcion del vitelo. En contraste, Hjelmeland et al. (1983)
observaron que después de un incremento inicial de la actividad tripsina y quimotripsina
entre la eclosion y la absorcion del vitelo, ambas actividades fueron decreciendo
paulatinamente hasta el dia 14 hasta ser muy bajas, para después volverse a incrementar. En
otro caso, Lauff & Hoffer (1984), encontraron que la actividad tripsina exogena fue
estimulada a pH 9 en el tubo posterior de las larvas de Coregonus spp., ademas de
contribuir de manera importante a la actividad triptica total. La estimulacion enzimatica no
ha sido observada, pero si el deterioro de los zimogenos granulares pancredticos y de la
actividad proteolitica en el canal alimentario de las larvas en inanicion, lo que implica que
la produccioén de enzimas es variable y depende de muchos factores, tanto internos como

externos (Dabrowski, 1982; Hjelmeland, 1983).

Estudios sobre ontogenia temprana de enzimas digestivas en peces marinos, han sido
realizados por varios grupos de investigacion en afos recientes, para especies que en la
actualidad ya son cultivadas comercialmente. Algunos de estos estudios han reflejado que a
pesar de no estar completamente formados los sistemas digestivos de las larvas, presentan
un equipo enzimatico rudimentario que es lo suficientemente poderoso como para digerir
tanto alimentos vivos como ciertos tipos de microdietas inertes. Algunos ejemplos de estos
estudios se han llevado a cabo con las larvas de Lates calcarifer, las cuales al principio
tienen un tubo recto y para el dia 11 después de la eclosion estd completamente formado.
Desde el punto de vista fisioldgico, la actividad tipo tripsina esta presente desde el principio
y varia en cantidades durante las primeras semanas, desapareciendo totalmente para el dia
30 (Walford & Lam, 1993). Asimismo, se ha descrito en numerosos estudios que la

actividad de las enzimas digestivas en el momento de la eclosién es muy baja y podria ser
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debida a las enzimas proteoliticas que intervienen en la rotura del corion. No obstante, sus
niveles se incrementan progresivamente con la edad, aunque este incremento paulatino
puede estar interrumpido por descensos bruscos, que posiblemente estén relacionados con
los cambios morfologicos (maduracion del digestivo) o nutricionales (cambio de

alimentacion) durante el desarrollo de la larva (Holt, 1993; Ueberschir, 1993).

Se ha comprobado que las proteasas alcalinas se detectan con anterioridad a las 4cidas, ya
que la actividad de éstas Ultimas estd estrechamente relacionada con la aparicion de un
estomago funcional. Generalmente, las larvas pueden controlar parcialmente la secrecion de
enzimas de acuerdo con la composicion del alimento y su tasa de consumo. En cualquier
caso, las pautas enzimaticas que aparecen durante el desarrollo se deben a la interaccion de
factores genéticos y nutricionales (Buddington & Diamond, 1989). Moyano et al. (1996),
con larvas de la Sparus aurata, se observo la actividad proteasa alcalina desde el inicio de
la alimentacién exdgena, y la aparicion y fluctuaciones del resto de las enzimas (lipasa,
amilasa, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, fosfatasas) en los dias
subsiguientes. Ademas, en el dia 40 DE, se detecto6 la presencia de proteasas acidas, dando
inicio la secrecion de HCl y pepsina. Al comparar estos resultados con los de otras especies
(Fig. 11), se determin6 que el desarrollo de sus enzimas fue similar al de especies con

afinidad templada.

Civera-Cerecedo, R.!, Alvarez-Gonzalez, C.A.> y Moyano-Lépez, F.J.2004. Nutricion y alimentacion de larvas de peces marinos.
In: Cruz Suarez, L.E., Ricque Marie, D., Nieto Lopez, M.G., Villarreal, D., Scholz, U. y Gonzalez, M. 2004. Avances en Nutricion
Acuicola VII. Memorias del VII Simposium Internacional de Nutriciéon Acuicola. 16-19 Noviembre, 2004. Hermosillo, Sonora,
México



PA MO YR FS

l l l l Lates calcarifer

FS
Scophtalmus maximus
18¢°C
v A
BA MO ¥R FS
Sparus aurata
18°C
A 4 L 4
P MO FS
Morone saxatilis
22°C
v
PA MO FS
Dicentrarchus labrax
19°C
1!'
—r 1T T T T T 1 | [ 1
0 1 2 3 4 5 6 7 17 25 40

Dias después de la eclosion

Figura 11. Comparacion de los principales eventos que tienen lugar en el sistema digestivo durante el
desarrollo larvario de varias especies de peces marinos. PA: actividad proteasa, MO: apertura de la boca, YA:
absorcion del vitelo, FS: estomago funcional (Moyano et al., 1996).

A partir de todos estos estudios, se han generado dos hipotesis acerca de la adquisicion de
enzimas digestivas. La primera que indica que los alimentos vivos (rotiferos y Artemia) son
la unica fuente de estas enzimas, por lo cual sin estos alimentos las larvas no sobrevivirian
(dependencia estricta; Munilla-Moran et al., 1990). Un ejemplo de esto son las larvas de
Scophthalmus maximus, donde la actividad amilasa contribuye del 15 al 27 % de la
actividad total, del 43 al 60 % de la actividad proteasa, del 79 al 88 % de la actividad
exonucleasa y del 84 al 94 % de la actividad lipasa. Las presas de larvas de esta especie de
30 dias de edad pueden contribuir desde 100 hasta 1000 veces la actividad de enzimas

digestivas. En el segundo caso, las larvas presentan una maquinaria enzimatica restringida,
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pero lo suficientemente activa para digerir los alimentos, por lo que el alimento vivo no
contribuye de manera significativa a la digestion; aunque su presencia incrementa la
actividad enzimadtica, pero no es necesariamente perteneciente al alimento vivo. Un
ejemplo, son las larvas de Sparus aurata y Dentex dentex, que se desarrollan y capturan
rapidamente a las presas. Se ha cuantificado que la actividad relativa del alimento vivo
(rotiferos y Artemia) apenas llega a ser del 2 % del total de la actividad enzimatica

digestiva de las larvas (Moyano et al., 1996).

3.4. La absorcion de nutrientes

Los estudios sobre la absorcion de los nutrientes en larvas de peces marinos son
relativamente recientes, realizandose primeramente en especies con interés pesquero como
Clupea harengus por medio de técnicas histologicas. En estos estudios la funcion del tubo
posterior y el tubo medio han recibido considerable atencion debido a que las funciones son
similares, en muchos aspectos a las del intestino medio y posterior de los peces sin
estomago. Ademads, ha habido controversia acerca de los mecanismos de digestion y
absorcion (O Connell, 1976; Govoni, 1980; O"Connell, 1981). Evidencia citologica sugiere
que las grandes estructuras supranucleares, vacuolares y electrolucidas de las células de la
mucosa epitelial del tubo medio se caracterizan por presentar inclusiones lipidicas
resultantes de la hidrolisis extracelular de lipidos en acidos grasos y monoglicéridos, y su
posterior resintesis en el reticulo endoplasmatico liso, donde se les afiade algun componente
proteinico para formar complejos lipoproteinicos, principalmente quilomicrones y VLDL
(lipoproteinas de baja densidad) (Iwai, 1968a y b; Iwai, 1969; Iwai & Tanaka, 1968a y b;
Tanaka, 1972a y b; Umeda & Ochiai, 1973 y 1975; Stroband & Kroon, 1981; Watanabe &
Sawada, 1985). En contraste, los cuerpos de inclusion supranucleares acidofilicos,
granulares, electro-opacos de las células epiteliales del tubo posterior, son el resultado de la

absorcion pinocitica de macromoléculas a partir del lumen.

Algunos autores consideran que la pinocitosis de proteinas esta asociada a la absorcion y

posterior digestién intracelular como un mecanismo para compensar la incompleta
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digestion extracelular debida al escaso desarrollo del sistema digestivo de las larvas y/o la
ausencia de estobmago en las primeras fases de desarrollo, tal y como ocurre en crias de
mamifero (Krause et al., 1977). Tanaka (1972b), demostré que los cuerpos de inclusion
supranucleares acidofilicos electro-opacos son indistintos con el desarrollo del estomago y
glandulas géstricas durante la transformacion, ademas estan presentes todo el tiempo en los
peces adultos sin estomago. Sin embargo, Govoni (1980) encontré que los cuerpos de
inclusion supranucleares acidofilicos en peces juveniles que poseen un estdémago funcional
son similares a los de las larvas que ain no han desarrollado el estomago. Ademas,
O’Connell (1981) no encontr6 depositos lipidicos en las células epiteliales del tubo medio,
aunque si detectd los cuerpos de inclusion granulares acidofilicos en el epitelio del tubo

posterior, los cuales se tifieron fuertemente con OsO4 (O’Connell, 1976).

Watanabe (1981, 1982a, 1984a), usando peroxidasa de rdbano (HRP) como un trazador
histoquimico de las proteinas, observd la absorcion pinocitica y digestion intracelular de
macromoléculas proteicas en la mucosa epitelial del tubo posterior, apoyandose de los
estudios de Iwai (1969) sobre la absorcion de proteinas. Al inyectar a las larvas con HRP y
tefiir el tubo posterior con H,O,, observo la presencia de cuerpos de inclusion. Mientras,
que las larvas control no mostraron productos de reaccion, por lo que se concluyd que el
HRP habia sido absorbido sin afectar la actividad enzimatica dentro de las células. Las
moléculas de peroxidasa de rabano (HRP) fueron digeridas dentro de las células epiteliales
en cinco pasos sucesivos: pinocitosis, transporte, acumulacion, digestion y extincion (Fig.

12).
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Figura 12. Sucesion para la absorcion de proteinas y digestion intracelular en el tubo posterior de las células
epiteliales de larvas de peces. Organelos que incluyen invaginaciones pinociticas (Pi). Vesiculas pinociticas
(Pv). Cuerpos de inclusion proteinica (P). Aparato de Golgi (Ga). Lisosomas (Ly). Nicleo (N) (tomado de
Govoni et al., 1986).

La pinocitosis de las moléculas de HRP ocurri6 en la membrana plasmatica en las
intermicrovellosidades. Dentro de las células, a través del borde membranal, las vesiculas
pinociticas se mueven hacia el nicleo. Las moléculas de HRP fueron entonces acumuladas
dentro de los cuerpos de inclusion supernucleares por la coalescencia de las vesiculas. Los
lisosomas presumiblemente derivados del aparato de Golgi, se asocian con esos cuerpos de
inclusion inmediatamente después de su formacion. Las moléculas de HRP en los cuerpos
de inclusion supranucleares finalmente pierden su actividad enzimatica, como fue indicado
por la disminucion de los productos de reaccidon, probablemente como resultado de la

hidrolisis lisosomal y eventualmente se extinguen.

El tiempo total requerido para la digestion del HRP difiere entre las especies desde 10 horas
hasta 2 semanas (Govoni et al., 1986). El tiempo de digestion intracelular también depende
del desarrollo de los peces, siendo menor en larvas que en juveniles.
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En la mayoria de las larvas de peces marinos, se puede esperar una alta absorcion pinocitica
de macromoléculas proteinicas parcialmente digeridas por las células epiteliales del tubo
posterior en larvas antes de la transformacion a juvenil y peces adultos que carecen de
estdbmago para una previa digestion proteinica. Basados en la absorciéon de HRP, la
capacidad pinocitica para absorber proteinas aparece antes de la absorcion del vitelo y la
primera alimentacidn, y permanece hasta la aparicion de las glandulas gastricas (Gardner,
1984). La cantidad de proteina absorbida del alimento por pinocitosis, como lo indica la
cantidad de granulos electro-opacos en los cuerpos de inclusion epitelial, fue mayor en
peces de ontogenia indirecta que en los de ontogenia directa, aunque disminuye después de
la transformacion. Estas diferencias en la digestion intracelular, puede ser el resultado de
cambios adaptativos para compensar una digestion incompleta por medio de la absorcion de
macromoléculas proteinicas, y se ha observado en el metabolismo de algunos otros
cordados, incluyendo en varios estadios de mamiferos (Yamamoto, 1982; Kapoor et al.,
1975; Noaillac-Depeyre & Gas, 1976; Weinberg, 1976; Stroband, 1977; Stroband & Veen,
1981).

Los lipidos son aparentemente digeridos a acidos grasos y monoglicéridos en el lumen del
tubo medio, absorbidos dentro del epitelio del tubo medio, resintetizados en el reticulo
endoplasmatico granular y depositados en grandes gotas lipidicas (Watanabe & Sawada,
1985) en las células epiteliales de la mucosa, pero el mecanismo exacto para la absorcion
de lipidos es aun desconocido. Aparentemente, en los peces adultos los lipidos son
digeridos y absorbidos en el intestino anterior de la misma manera que en las larvas
(Barrington, 1957; Kapoor et al., 1975; Fange & Grove, 1979). Los lipidos observados
como inclusiones en el tubo medio de larvas de peces y en el intestino anterior de peces
adultos sin estomago, son almacenados temporalmente (Tanaka, 1972a; Stroband &

Dabrowski, 1979; Watanabe & Sawada, 1985).

La absorcion de lipidos en larvas y peces adultos es similar a la de los mamiferos. Después
de la hidrdlisis intraluminal, la grasa dietaria es absorbida por las células epiteliales del

intestino para posteriormente ser sintetizadas a través de dos vias: 1) La via de los
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monoglicéridos en el reticulo endoplasmatico suave, el cual sintetiza triglicéridos. 2) La via
del L-o-glicerofosfato en la cual el reticulo endoplasmatico liso y rugoso sintetizan
triaciglicéridos y fosfolipidos (Sire et al., 1981). Los lipidos absorbidos son finalmente
descargados en la submucosa como VLDL o particulas tipo quilomicrones, la importancia
relativa de ambas vias de sintesis de lipidos y lipoproteinas en peces han sido discutidas por
diversos autores (Sire et al., 1981; Léger et al., 1988) y parece ser afectado por los lipidos
dietarios (Sire & Vernier, 1981).

Al comienzo de la alimentacion exdgena las larvas de muchas especies son capaces de
absorber lipidos por el epitelio intestinal. Se han detectado diferentes secciones de
absorcion, que varian para cada especie. Asi, las larvas de Coregonus lavaretus (Linnaeus,
1758) absorben lipidos principalmente en la parte anterior del intestino (Segner et al.,
1989), las larvas de Sparus aurata y Dicentrarchus labrax presentan la mayor absorcion,
principalmente a lo largo del intestino prevalvular, aunque en la lobina se marca en la
porcion distal, permaneciendo durante todo el periodo larvario y ha sido relacionado a la
diferenciacion incompleta del tracto digestivo, especialmente por la ausencia de un

estomago funcional (Deplano et al., 1991).

La habilidad de las larvas de absorber lipidos se mantiene hasta el final de la fase
lecitotrofica a través de los enterocitos, aunque éstos estan pobremente desarrollados,
mostrando un escaso reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (Deplano et al., 1991). De
esta manera, solamente una pequefia proporcion de los lipidos es absorbida e incorporada
dentro de particulas lipoproteinicas. Lo anterior sugiere una reduccion en la capacidad de
transporte de lipidos. En los dias subsecuentes de la alimentacion con zooplancton, un
mayor niumero de vacuolas lipidicas son observadas. La eficiencia de transporte de lipidos
mejora a partir del dia 9 en adelante, cuando una clara intensificacion de la sintesis de
lipoproteinas se conjunta con un incremento del deposito de glicogeno en el higado
(Deplano et al., 1991). A partir del dia 18, Deplano et al. (1989), sugieren un incremento en
la capacidad de sintesis y el transporte de lipoproteinas en los adultos de la lobina,

basandose en el desarrollo extremo del reticulo endoplasmico rugoso y en el aparato de
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Golgi. Sin embargo, si las larvas de Dicentrarchus labrax son alimentadas con dietas
artificiales, la capacidad de transporte de lipidos se reduce aparentemente debido al pobre
desarrollo del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi en los enterocitos (Deplano et
al., 1991). Este bajo transporte de lipidos se incrementara si la proporcion de fosfolipidos

en la dieta es aumentada (Kanazawa, 1993a; Fontagné, 1996).

Para comprender los avances de la absorcion de lipidos durante la ontogenia temprana de
Dicentrarchus labrax, Sparus aurata, Stizostedion lucioperca (Linnacus, 1758), Diaz et al.
(2002), clasificaron este proceso dividiéndolo en tres fases (Fig. 13): 1) Endotrofica, donde
la larva se alimenta exclusivamente de las reservas vitelinas. La vesicula vitelina localizada
en el borde del tracto digestivo contiene dos tipos de reserva, el vitelo externo y el globulo
de aceite interno. Durante este periodo, la circulacion vitelina se establece por la presencia
de una gran cantidad de vasos sanguineos que rodean la vesicula y estan ligadas
cercanamente con la red de circulacion del higado. El periblasto absorbe el vitelo y una
gran cantidad del glébulo de aceite desde la eclosion hasta los primeros dias después de la
apoertura de la boca. 2) Endo-exotréfica, donde la larva todavia usa las reservas vitelinas
pero inicia el proceso de alimentacion; este proceso se caracteriza por la absorcion del
globulo de aceite, sin embargo no se lleva a cabo la sintesis ni liberacion de lipoproteinas.
La completa desaparicion de la vesicula vitelina marca el fin de este periodo. 3) Exotrofica,
que inicia con la acumulacion de glucdgeno en el higado a partir de los 4 DDE, con la
completa formacién del tracto digestivo y cuando las actividades hepaticas, pancreaticas e
intestinales de la larva son realizadas como en los adultos. En este periodo se observan dos
tipos de inclusiones lipidicas en los hepatocitos, los primeros son las lipoproteinas de bajo
peso molecular (VLDL) que tienen de 20 a 70 nm y los quilomicrones que tienen de 70 a
500 nm y los segundos que probablemente sean triglicéridos de un didmetro mayor a 6 pm.
Aunque este trabajo aporta una gran cantidad de informacidn, existe todavia una gran

cantidad de lagunas del conocimiento, pero que se estan abordando gradualmente.
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Figura 13. Periodos fisiologicos principales del metabolismo de los lipidos durante el desarrollo de D. labrax,
S. aurata y S. lucioperca.

La posicién morfologica y mecanismos de absorcion de carbohidratos es un campo poco
estudiado en larvas de peces. La alta cantidad de mitocondrias en las células epiteliales del
tubo medio, son las que estdn asociadas con las gotas de lipidos (Iwai & Tanaka, 1968a y b;
Iwai, 1969), Estos autores sugieren también que estas células son energéticamente activas y
capaces de realizar el transporte activo, aunque no se sabe si son afectados por influjos no
saturables o por transporte activo dependiente de sodio (Crane, 1975; Ferraris & Ahearn,
1984). Los mecanismos de absorcion de carbohidratos aun son desconocidos. Sin embargo,
una de las teorias mas estudiadas indica que una vez dentro de la célula, la glucosa debe ser
fosforilada en glucosa-6-fosfato por accion de la hexoquinasa (HK), para asegurar un
transporte por gradiente de glucosa. Las hexoquinasas son una familia de enzimas de
mamiferos como la HK I-IV o A-D, que permiten mantener los niveles de glucosa en la
sangre de los peces (Iynedjian, 1993), los cuales son presumiblemente hiperglucémicos,

siendo esta una condicion normal en ellos (Wilson, 1994). Por lo anterior, de manera
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general se considera que el uso de aproximaciones fisiologicas energéticas (Brett & Groves,
1979) y radiomarcadores (Sorokin, 1966) han permitido evaluar la eficiencia de absorcion
de todos los nutrientes dentro del canal alimentario de las larvas. La absorcion suele ser un
parametro fisiolégico complejo de medir para estos organismos, al ser de tallas muy
pequenas, vivir en un habitat planctonico y la escasa produccion de heces que se pierden
rapidamente (Johannes & Satomi, 1967; Conover, 1978). El canal alimentario de las larvas
de peces descarga al mismo tiempo agua y heces solidas, siendo casi imposible el separar
los productos del metabolismo una vez que la larva ha defecado y las heces se han disuelto.
Como resultado de lo anterior, el calculo de la eficiencia de absorcion, solamente se ha
obtenido por diferencia; como por ejemplo, por el calculo de otros parametros energéticos a
partir de la materia o de la energia del alimento. Usando los métodos de radiomarcaje, se
obtienen resultados directos y a corto plazo de la medida de la absorcion, aunque estan
sujetas a error. Basandose en la retencion de los trazadores metabolicos activos ('*C, *H o
32p), las estimaciones de la absorcion pueden ser sesgadas si existe actividad especifica de
los marcadores en los cambios de alimento o si hay grupos metabolicos desconocidos y
tasas de retorno rapidas, que resulten en una pérdida del marcador en el animal (Conover &
Francis, 1973). Las aplicaciones de los métodos de radiomarcadores en larvas de peces son

ampliamente discutidos en Govoni et al. (1982), y Boehlert & Yaklavich (1984b).

Los presupuestos de masa y energia (fisioldgicamente energéticos), asi como los
experimentos con radiomarcadores indican que la eficiencia de alimentacion de las larvas
(porcentaje de la racion alimenticia que es absorbida después de eliminar las heces) es
ligeramente menor que la eficiencia de alimentacion de los peces adultos (Kapoor et al.,
1975; Conover, 1978; Brett & Groves, 1979). Por ejemplo, La eficiencia de alimentacion
en larvas varia del 67 al 90 %, mientras que la eficiencia de alimentacion en adultos es
menor, variando entre 67 a 99 %. Los coeficientes de utilizacion (la fraccion de materia o
energia retenida después de la excrecion de las heces y orina) para larvas de peces es
generalmente mas baja en las larvas que en los adultos. Los coeficientes de utilizacion

varian del 9 al 80 % en larvas y alrededor del 70 % en peces adultos (Ware, 1975).
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Los efectos del tipo de alimento y el tamafio de racion en las eficiencias de alimentacion
son pobremente conocidas para larvas de peces. En larvas de Syngnathus fuscus (Storer,
1839), se observd una evacuacion lenta con raciones pequefias, sugiriendo que la tasa de
absorcion podria incrementarse con raciones menores cuando el tiempo de residencia de las
particulas individuales de alimento de incrementan (Ryer & Boehlert, 1983). En las larvas
de Clupea harengus, se observd que raciones altas de alimento provocaron que el alimento
fuera altamente excretado sin digerir; de hecho, se ha observado que al exceder la cantidad
de Artemia, esta pasa por el canal alimentario y es defecada viva (Werner & Blaxter, 1980).
Estas observaciones concuerdan con los tiempos extremadamente rapidos de evacuacion en
larvas de Anchoa mitchilli, implicando que raciones grandes pueden provocar eficiencias de
absorcion bajas, especialmente en larvas con canales alimentarios rectos (Chitty, 1981).
Esto ha sido experimentalmente comprobado en las larvas de arenque del Pacific Clupea
harengus paydis (Valenciennes, 1847), donde la toma y retencion de alimento marcado con
C disminuy6 significativamente con el incremento de la concentracién del alimento y la
racion (Boehlert & Yoklavich, 1984a). Sin embargo, es imprescindible repetir estos
estudios con larvas de peces marinos carnivoros que tienen intestinos mas cortos. Estudios
como el de Houde & Schekter (1980, 1983), han demostrado que las tasas de absorcion
varian dependiendo de las estrategias de alimentacion de cada especie. Los clupeidos se han
adaptado experimentalmente a alimentarse por medio de una ingesta continua en altas
concentraciones; sin embargo, la eficiencia de alimentacion y el crecimiento pueden
decrecer, la energia total adquirida se incrementa, resultando en una ganancia en la red
energética para la larva. Checkley (1984), observd que la eficiencia de crecimiento tuvo su
punto mas alto cuando la densidad de alimento fue adecuada y disminuyo si se excede

cierta cantidad; se ha observado un patron similar en peces adultos (Brett & Groves, 1979).

Algunos trabajos han demostrado que las bajas eficiencias de absorcion de las larvas de
peces, permanecen durante todo el periodo larvario hasta la transformacién a juvenil. En el
caso de peces carnivoros la eficiencia mejora cuando se forma el estdbmago, mientras que en
los peces hebivoros mejorara al aumentar el tamaio del intestino (Laurence, 1977). Sorokin

& Panov (1966) y Govoni et al. (1982), usando '*C como trazador y Houde & Schektner
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(1983), por medio del céalculo de la energia de crecimiento y metabolismo a partir de la
energia del alimento, no encontraron cambios en la absorcion antes de la transformacion a
juvenil. Buckley & Dillmann (1982) llegaron a la misma conclusion cuando midieron el
nitrogeno excretado como amonio en la orina y defecado como aminas primarias en las
heces del lenguado Paralichthys dentatus (Linnaeus, 1766). Ellos reportaron que la
defecacion es primeramente aminas, que representan la fraccion no asimilada del nitrégeno
ingerido, la cual decrece con la edad. Mientras que el amonio, que representa la absorcion
de la fraccion metabolizada, decrecid después de 35 horas y luego se incremend
nuevamente. Mas importante, el coeficiente de utilizacion del nitrégeno se incrementd con
la edad durante el periodo larvario. Cetta & Capuzzo (1982), encontraron un patron similar
de la pérdida de nitrogeno en larvas del lenguado Pseudopleuronectes (=Paralichthys)
americanus (Walbaum, 1792). Buckley & Dillmann (1982) explican estos incrementos
evaluando los cambios en la absorcion, aunque no hay evidencia citoldgica del aumento de
la capacidad del pancreas para producir estas enzimas; el pancreas tiene muchos granulos
de zimo6genos desde la absorcion del vitelo y son evidentes durante todo el desarrollo, Es
por esto que el mejoramiento de la eficiencia de absorcion esta ligado con el desarrollo de
un estdmago funcional con glandulas gastricas y ciegos piloricos durante la transformacion,
debido a la digestion acida y la accion de la pepsina, ademads del incremento de la superficie
de absorcion del canal alimentario. Mironova (1974) report6 incremento en la eficiencia de
absorcion de tilapia Orechromis mosambicus (Peters, 1852) en el momento de la

transformacion a juvenil.

Las técnicas de histoldgicas estdndar, microscopia luminosa, microscopio de transmision de
electrones (TEM) y microscopio de barrido de electrones (SEM). Los procedimientos
estandar de inclusion en parafina han sido usados exitosamente junto con la microscopia
luminosa (O’Connell, 1981), pero las técnicas que usan el glicol metacrilato como medio
de inclusion son mas eficientes (Govoni, 1984). Finalmente, las técnicas TEM y SEM son
mucho mads sensibles y especificas para la preparacion de tejidos suaves de las larvas (Iwai,

1969; Boehlert, 1984).
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El uso de peroxidasa de rabano (HRP) como marcador histoquimico, ha mostrado los sitios
morfologicos y mecanismos citologicos donde se lleva a cabo la absorcion de las proteinas
en larvas de peces (Stroband et al., 1979; Stroband & Kroon, 1981; Watanabe, 1981, 1982a
y 1984a). Una ventaja de las técnicas de HRP es que en adicion a las observaciones de los
sitios de absorcion de las proteinas, también se puede evaluar la hidrolisis enzimatica. Ikeda
(1959) y Prakash (1961), detectaron fosfatasas alcalinas en el canal alimentario de larvas de
peces. Ambos usaron métodos de histoquimica en parafina estandar, ademas de desarrollar

técnicas con glicol metacrilato.

Mas alla de las aplicaciones histoquimicas del HRP que definen el mecanismo de la
digestion y absorcién de las proteinas, son pocos los estudios que han examinado el
desarrollo del canal alimentario por medio de técnicas histoquimicas. Prakash (1961),
encontrd incremento en la actividad de fosfatasa alcalina en el borde estriado del tubo
posterior de los alevines de Onchorhynchus mykiss. Ademas observd grandes cambios en la
intensidad de la actividad durante la transformacion. Ikeda (1959), relacion6 la actividad
fosfatasa con el desarrollo de un estdémago funcional en Oryzias latipes (Temminck &
Schlegel, 1846). Puesto que la actividad de fosfatasa alcalina esta relacionada con el
transporte de mediadores activos de sodio en tejidos de absorcion (Ugolev, 1965), asi como
cambios en la actividad de las reacciones de la fosfatasa alcalina que pueden indicar un

incremento en la absorcion a través de transporte activo.

4. Requerimientos Nutricionales para Larvas de Peces Marinos

Los requerimientos nutricionales de embriones, eleuteroembriones y larvas todavia no han
sido bien definidos. Aunque, se espera que sean parecidos a la composicion del vitelo que
abastece a la larva antes de la primera alimentacion. Mas alld, la elucidacién de las
necesidades nutricionales de fases tempranas ha sido complicada por la dificultad en alterar
la composicion de las reservas vitelinas endogenas descifrando los requerimientos (Heming
& Buddington, 1988). Los cambios anatémicos y fisiologicos durante la ontogenia

probablemente demarcan las necesidades nutricionales especificas de acuerdo al estadio de

Civera-Cerecedo, R.!, Alvarez-Gonzalez, C.A.> y Moyano-Lépez, F.J.2004. Nutricion y alimentacion de larvas de peces marinos.
In: Cruz Suarez, L.E., Ricque Marie, D., Nieto Lopez, M.G., Villarreal, D., Scholz, U. y Gonzalez, M. 2004. Avances en Nutricion
Acuicola VII. Memorias del VII Simposium Internacional de Nutriciéon Acuicola. 16-19 Noviembre, 2004. Hermosillo, Sonora,
México



desarrollo. Aun después de la apariciéon del sincitium vitelino, el higado y sintetasas
relacionadas no se han desarrollado (Takahashi et al., 1978) y asi, las larvas antes de la
primera alimentacion tienen una mayor cantidad de nutrientes que en estadios de desarrollo
posteriores (Heming & Buddington, 1988). Por consiguiente, los requerimientos

nutricionales para peces juveniles y adultos son menores que en las larvas.

De los nutrientes contenidos en el huevo (Tabla 2), el glicogeno es el carbohidrato principal
en todos peces estudiados y se ha relacionado como una fuente de energia en estadios
embrionarios tempranos (Vetter et al., 1983). Los carbohidratos son los nutrientes
utilizados mayormente desde la fertilizacion hasta la eclosion y se le han atribuido roles
nutricionales en el proceso inicial de la segmentacion (Moroz & Luzhin, 1976). La
proteina, es el componente mas abundante, residiendo en mayor cantidad en el vitelo como
aminoacidos libres. El vitelo proveé de estos aminoacidos para el crecimiento de tejidos y
energia por medio de procesos catabdlicos. Los lipidos, son el siguiente componente en
mayor cantidad, variando de 0.1 % en el peso de los huevos de Pleuronectes platessa hasta
el 45 % en el Labeotrophus spp. (Balon, 1975, 1979 y 1981). Los lipidos son usados
principalmente como componentes estructurales en las membranas celulares o para la
produccion de energia. Los requerimientos energéticos se incrementan después de la
eclosion y se mantienen por medio de triglicéridos y ésteres céricos. Ademads, solamente
disponibles en pequenas cantidades relativas, los carbohidratos vitelinos estdn presentes en

dos formas, de forma libre y en glicoproteinas.

Tabla 2. Composicion quimica de huevos de varias especies de peces (% base seca).
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Especie Proteina Lipidos Carbohidratos Cenizas Referencia

Oncorhynchus 59.8-71.3 11.4 0.6 3.8-3.9 Satiaetal., 1974

mykiss

Cyprinus carpio 58.3-59.2 5.4-29.3 1.5-6.2 6-3 Moroz & Luzhin,
1976

Salmo salar 52.2 36.1 1.0 2.8 Hamor & Garside,
1977

Sciaenops 28.1 33.7 0.4 - Vetter et al., 1983

ocellatus

Coregonus 60.3 27.7 - 9.8 Dabrowski &

lavaretus Luczynski, 1984

Acipenser 67.0 30.0 - 3.0 Wang et al., 1987

transmontanus

Desde el punto de vista nutricional, las larvas tiene capacidades fisioldgicas limitadas, por
lo que se requieren dietas especificas, sean alimentos vivos o dietas formuladas que
contengan nutrientes faciles de digerir y absorber para asegurar la supervivencia y el
crecimiento. Una variedad de alimentos vivos han sido usados en el larvicultivo
particularmente porque los componentes ideales nutricionales para la utilizacion de
microalimentos tienen que ser todavia investigados. Desde hace algunas décadas los
estudios se han enfocado en el uso de Artemia y rotiferos, y sus formas enriquecidas para
ser utilizadas exitosamente como alimentos durante el desarrollo temprano de los peces. Sin
embargo, el disefio de una dieta artificial es el principal objetivo para ser utilizada durante
el larvicultivo, aunque falta conocer ampliamente los requerimientos nutricionales
especificos para lograr este fin. Desde esta perspectiva, la aplicacion de los estudios de
crecimiento estandar en larvas es complicada, por lo que los requerimientos nutricionales se
han enfocado en la composicion del vitelo para fijar algunos de estos requerimientos en

periodos posteriores (Watanabe et al., 1983).

No son muchos los estudios que se han enfocado en tratar de calcular los requerimientos
nutricionales dptimos para la alimentacion de las larvas de peces marinos. Desde este punto
de vista, se deben cuidar todos los aspectos para asegurar que la larva reciba la cantidad y
calidad de los combustibles que le permitan asegurar su crecimiento y supervivencia. Estos
combustibles se pueden dividir en 1) proteinas y aminoacidos, 2) lipidos y acidos grasos, 3)

carbohidratos, 4) vitaminas y 5) minerales, que a continuacion se describen:
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4.1. Proteinas y aminoécidos

Para las larvas de peces marinos la determinacion de los requerimientos de proteinas no han
sido claramente establecidos, por la dificultad que implica suministrar dietas inertes con
diferentes proporciones de proteina, las cuales sean aceptadas por las larvas. Se debe
recordar que durante este periodo de vida las larvas son microdepredadores activos las

cuales deben aprender a cazar, por lo que la aceptacion de alimentos inertes es limitada.

Se ha establecido que los requerimientos de proteina durante el periodo larvario son
mayores que los de los juveniles y adulltos debido principalmente a que las larvas se
encuentran en una fase de crecimiento exponencial, por lo que requieren mayor cantidad de
proteina para la formacion de los tejidos que organismos de su misma especie, pero en
periodos de vida mdas desarrollados. La tabla 3 muestra los requerimientos de larvas y
alevines de algunos peces de importancia comercial. En este mismo contexto, una vez que
las larvas completan su formacion y se transforman a juveniles sus requerimientos en
proteina disminuyen, ademés de que cambian su comportamiento alimenticio y adoptan la
manera de alimentarse de adultos (carnivoros, herbivoros y omnivoros), cambiando su
metabolismo y derivando parte de la energia del alimento en nuevas funciones como la
reproduccion. De manera cotidiana se ha establecido que la cantidad minima de proteina
dietaria para la alimentacion de las larvas es mayor al 50 % (Tucker, 1998). Sin embargo,

esta cantidad de proteina debera ser establecida para cada especie.
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Tabla 3. Requerimientos proteinicos de larvas y alevines de peces
(Expresados como porcentaje de la dieta en base seca)

Especie Requerimiento Referencia
Agua dulce
Oreochromis niloticus 35 Santiago et al., 1982
Ctenopharyngodon idella 41-43 Jauncey, 1981
Ictalurus punctatus 36 Prather & Lovell, 1973
Oncorhynchus mykiss 40-45 Zeitoun, 1973
Cyprynus carpio 47 Escaffre et al., 1997
Agua marina
Anguilla japonica 44.5 Nose & Arai, 1973
Sparus aurata 38.5 Sabaut & Luquet, 1973
Salvelinus alpinus 40 Satia, 1974
Chanos chanos 40 Limetal., 1979
Micropterus dolomieu 40-41 Anderson et al., 1981
Morone saxatilis 47 Millikin, 1983
Sciaenops ocellatus 50 Brinkmeyer & Holt, 1995
Dicentrarchus labrax 50 Péres et al., 1996
Rhombosoles tapirina 44-52 Hart & Puser, 1996
Sparus aurata 63 Salhi et al., 1997
Gadus morhua 57 Baskerville-Bridges & Kling, 2000

Tomada de Tacon (1988) y ampliada.

El porcentaje de proteina de los alimentos vivos (rotiferos y Artemia) utilizados
tradicionalmente para la alimentaciéon de las larvas son muy altos (57 % y 55.8 %
respectivamente) (Lie et al., 1997; Abatsopoulos et al., 1997), por lo que se considera que
el requerimento de proteina es cubierto totalmente con el uso de estas presas. De esta
manera, es necesario que si se pretende fabricar alimentos para realizar la sustitucion
temprana del alimento vivo es necesario incluir altos niveles de proteina, pero tomando en
cuenta la baja capacidad digestiva de las larvas durante los primeros dias de vida, por lo
que una correcta seleccion de ingredientes de alta calidad es importante (harinas de pescado
premium, hidrolizados proteinicos de pescado o harinas de calamar) para facilitar si

digestion y asimilacion (Kolkovski, 2001).

Desde otra perspectiva, no solamente una alta inclusién de proteinas en los alimentos para
las larvas debe ser considerado, sino también el perfil de aminoacidos que contengan los
alimentos. El papel que juegan los aminodcidos en la fisiologia nutricional de las etapas
tempranas de larvas de peces marinos se da principalmente durante la maduracion del

oocito y su subsiguiente caida en el desarrollo desde embrion hasta la absorcion total del
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vitelo en los eleuteroembriones. Se debe tener una atencion especial a las fuentes de
aminoacidos derivadas del alimento vivo y de los alimentos compuestos para su utilizacion
en relacion a su funcion en el canal alimentario. El “turnover” proteinico es provocado por
los flujos de aminoacidos entre los grupos de aminoacidos libres y los aminoacidos que
forman las proteinas durante el crecimiento de las larvas. Este tipo de estudios son

explicados con mayor detalle por Houlihan et al. (1995) y Conceigao et al. (1997).

Fyhn (1989) y Fyhn et al. (1993), comentan que ciertos aminoacidos libres son importantes
como fuente de energia (taurina en larvas de peces demersales, y leucina, valina, isoleucina,
alanina, serina, entre otros, para larvas de peces pelagicos), no solamente durante el periodo
embrionario sino también durante la alimentacion de la larva; por lo que se piensa que el
alimento vivo es superior a los alimentos inertes por la presencia de diferentes grupos de
aminodcidos esenciales (EAA) y aminoacidos libre (FAA) que provocan estimulos
quimicos en las larvas, ademas del componente del comportamiento alimenticio que
ocasiona que las presas atraigan a las larvas (Fig. 14), por lo que se sugiere que esos

aminoacidos deben ser incorporados a las dietas inertes (Rennestad et al., 1999).
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Figura 14. Contenido de proteina y FAA en desoves de 23 especies de peces marinos del area de Panama. El
promedio de los perfiles de FAA de huevos pelagicos y demersales estan en Rennestad et al. (1996). leu:
leucina; val: valina; ile: isoleucina; lys: lisina; thr: treonina; arg: arginina; met: metionina; phe: fenilalanina;
his: histidina; ala: alanina; ser: serina; glu: acido glutamico; gln: glutamina; tyr: tirosina; gly: glicina; pro:
prolina; tau: taurina; asp: acido aspartico; x1: desconocido; aba: acido a-amino butirico; phs: 1 fosfoserina.
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En el huevo, los aminoacidos libres mas importantes son los neutros, tales como leucina,
valina, isoleucina, alanina y serina. Este amplio grupo de aminoacidos, varian en
concentracion entre 150-200 mM, generalmente representan cerca del 50% de la
osmolaridad del vitelo y en términos de composicion relativa, es altamente conservativo en
la mayoria de las especies estudiadas (Thorsen et al., 1993; Rennestad et al., 1996). El
contenido de aminoacidos libres en huevos de peces marinos pelagicos es establecido
durante al final de la formacion del oocito y su liberacion es derivada de la hidrdlisis del
vitelo. Empleando técnicas estoiquiométricas se ha logrado entender que la desaparicion de
aminoacidos libres proveen la energia basica para el metabolismo aerdbico durante las fases
tempranas de desarrollo (Finn, 1994). Ademas, cuando los aminoacidos libres se han
agotado, los aminoécidos polimeralizados con proteinas son utilizados para sostener el

metabolismo de la larva (Fig. 15).
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Figura 15. Cambios ontogenéticos en el perfil de aminoacidos libres (FAA) desde huevo de tres peces
marinos pelagicos. La eclosion es representada por medio de lineas verticales (esquema tomado de Rennestad
et al. (1999)).

Rust (1995) determind las tasas de absorcion de nutrientes de varias especies de larvas de

peces a diferentes edades, por medio de experimentos tipo “force-fed”. A través de estos
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experimentos se reveld que las larvas de peces marinos que carecen de estomago en la
primera alimentacidn, absorben aminoacidos libres mas eficientemente que los aminoacidos
polimerizados. Esta absorcion, variard en funcion del tipo de alimento suministrado. Los
alimentos vivos, tal como el fitoplancton, rotiferos, Artemia y tipos variados de
zooplancton, contienen una cantidad significativa de aminoacidos libres (Frolov et al.,
1991; Fyhn et al., 1993; Helland, 1995). Por ejemplo, algunos copépodos calanoideos
contienen mas del doble de concentracion de aminoacidos libres por gramo en base himeda
que la Artemia (Nass et al., 1995). Consecuentemente, los aminoacidos libres pueden
variar y modularse dependiendo del estadio de desarrollo y las condiciones de cultivo
(Fyhn & Govoni, 1995). Se ha determinado, que las larvas de peces marinos regulan la
absorcion de aminoacidos de manera similar a los invertebrados marinos usando el
alimento vivo. Estos organismos son generalmente isosmoticos y regulan dindmicamente el
volumen celular ajustando la concentracion de osmolito en respuesta a los cambios de
salinidad, por lo cual logran esta regulacion a través del manejo de osmolitos organicos
como los aminoacidos (Yancey et al., 1982). Cuando se enfrentan a condiciones de
hiperésmosis, el contenido intracelular de aminoacidos libres se incrementa via sintesis o
transporte transmembrana. Mientras que en condiciones hiposmédticas, los aminoacidos

libres son catabolizados o excretados (Hawkins & Hilbish, 1992).

4.2. Lipidos

Los lipidos son indispensables en los estadios tempranos de los peces ya que son la fuente
principal de energia desde la formacion de la gastrula hasta la eclosion del embrion (Vetter
et al., 1983). La pérdida exponencial de las reservas lipidicas en las larvas de peces durante
la privacion de alimento es el primer proceso que se ha observado (Ehrlich, 1974; Tandler
et al., 1989). Muchos huevos presentan globulos de aceite caracteristicos constituidos
principalmente por triacilglicéridos (Nakagawa & Tuschiya, 1971), por lo que el rol de los
lipidos permite mantener las muchas funciones esenciales en la nutricion larval de los peces
(Cowey & Sargent, 1979; Watanabe, 1982a; Kanazawa, 1985). De esta manera, de todos

los lipidos presentes en los organismos, los AG son los mas importantes al cubrir muy

Civera-Cerecedo, R.!, Alvarez-Gonzalez, C.A.> y Moyano-Lépez, F.J.2004. Nutricion y alimentacion de larvas de peces marinos.
In: Cruz Suarez, L.E., Ricque Marie, D., Nieto Lopez, M.G., Villarreal, D., Scholz, U. y Gonzalez, M. 2004. Avances en Nutricion
Acuicola VII. Memorias del VII Simposium Internacional de Nutriciéon Acuicola. 16-19 Noviembre, 2004. Hermosillo, Sonora,
México



diversas e importantes funciones en el cuerpo. De todos los acidos grasos estudiados los
altamente insaturados (HUFA), son los mas importantes, en particular el &cido
araquidonico (ARA, 20:4 n-6), el 4cido eicosapentaecnoico (EPA, 20:5 n-3) y 4&cido
docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3). Cabe resaltar, que tanto los rotiferos como la Artemia
presentan carencias de estos acidos grasos, por lo que para mejorar su calidad deben ser
enriquecidos con emulsiones lipidicas comerciales (Watanabe et al., 1983). El contenido de
lipidos y la composicion de acidos grasos de rotiferos, Artemia, Daphnia pulex y Moina sp.
depende del tipo de alimento que se les haya proporcionado. Sin embargo, para los
microorganismos recién nacidos como para los machos del rotifero (los cuales no comen),
su cantidad y composicion es baja (Léger et al., 1986; Rainuzzo et al., 1989; Mims et al.,
1991). Los copépodos son un excelente alimento, ya que tienden a mantener constante su
cantidad y composicion, ademas de contener buenas cantidades de EPA y DHA, aunque

también se pueden enriquecer (Fukusho et al., 1980).

Deficiencias en acidos grasos y posiblemente en aminoacidos han sido reportadas en
Artemia, por lo que su utilizacion sin enriquecer puede ser riesgoso durante el larvicultivo.
Cuando el alimento de la Artemia es carente de EPA y DHA, puede convertir pequeas
cantidades de acido linoléico (18:2-n6) y acido linolénico (18:3-n3) en EPA y DHA,
aunque no en cantidades suficientes para cubrir los requerimientos de las larvas. De la
misma manera, se ha detectado que una buena cantidad de especies de peces tienen la
habilidad de transformar el acido linolénico en DHA, pero aparentemente no lo suficiente
para cubrir sus requerimientos (Schauer & Simpson, 1985). Robin (1995) concluye que el
acido araquidonico (ARA, 20:4 n-6) puede ser un precursor para el EPA y DHA en algunas
especies de peces marinos. Algunas cepas de Artemia pueden o no contener dichos
nutrientes. Ishizaki et al. (1998), reportaron bajas supervivencias y crecimientos para larvas
de Seriola dumerili dando Artemia enriquecida con acido araquidonico comparado con las

enriquecidas con DHA, EPA o 4cido oléico.

Scout & Middltown (1979) reportaron que el crecimiento y supervivencia de las larvas de

Scophthalmus maximus cultivadas con rotiferos alimentados con Dunaliella tertiolecta y
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agregados en los tanques de las larvas fue muy bajo comparado con aquellas cultivadas con
Phaeodactilum tricornutum, Pavlova lutheri 6 Isochrysis galbana. Los autores presentaron
evidencia de que los rotiferos alimentados con D. tertiolecta no cubrieron los
requerimientos nutricionales para las larvas debido a la carencia de EPA y DHA.
Experimentos con nauplios de Artemia indicaron que las larvas del turbot no pueden
sintetizar EPA y DHA, ellos sugieren que se usen dinoflagelados (los cuales contienen de
15 a 34 % de DHA), ya que se consideran como un alimento fécil de digerir, mientras que
el uso de microalgas probablemente no sea adecuado ya que no son féciles de digerir.
Moffat (1981), reportdé que las larvas de Engraulis mordax obtuvieron beneficios
nutricionales al ingerir células de Chlorella sp., posiblemente obteniendo energia extra y
elementos traza adicionales. Retain et al. (1991 y 1994) reportaron que las larvas de halibut
Paralichthys olivaceus (Temminck & Schlegel, 1846) ingirieron un gran niimero de células

de Tetraselmis sp., aunque la eficiencia de absorcion fue insignificante (1-5 %).

Algunas larvas de peces marinos requieren EPA y DHA, mientras otras parecen requerir
uno u otro. Las larvas de Scophthalmus maximus requieren ambos, pero las larvas de
Clupea harengus y Pleuronectes platessa solamente necesitan EPA (Lubzens et al., 1989).
Para las larvas de Solea solea (Linnacus, 1758) ambos son esenciales (Dendrinos &

Thorpe, 1987; Gatesoupe et al., 1977) (Tabla 4).

Tabla 4. Requerimientos lipidicos y de 4cidos grasos para larvas de peces marinos (expresados como
porcentaje de la dieta en base seca).

Lipidos
Especie Requerimiento Tipo de dieta Referencia
Sparus aurata 18 % Microparticula Salhi et al., 1999
Sparus aurata 29-37 % Artemia Koven et al., 1992
Paralichthys olivaceus 25% Artemia Furuita, 2000
Scienops ocellatus 18 % Alimento vivos Brinkmeyer & Holt, 1995
Dicentrarchus labrax 12 %, 7 % Alimento vivo Geurden et al., 1997
fosfolipidos
Dicentrarchus labrax 30 %, 6.6 % Microparticula Zambonino-Infante &
fosfolipidos Cahu, 1999
Scophthalmus maximus 10 % Artemia Sargent et al., 1999
Rhombosolea tapirina 14.5-17.5% Microparticula Hart & Puser, 1996
Gadus morhua 20 % Microparticula Baskerville-Bridges &
Kling, 2000
Dicentrarchus labrax 10 %, 25 % Microparticula Coutteau et al., 1996
fosfolipidos
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Acidos Grasos

Especie Requerimiento Tipo de dieta Referencia
Paralichthys olivaceus 1 % DHA Alimento vivo Watanabe & Kiron, 1994
Seriola quinqueradiata 1 % DHA Alimento vivo Watanabe & Kirén, 1994
Sparus aurata 2.2-4.4 % DHA/EPA, Alimento vivo Coutteau, 1996

1 % HUFA
Dicentrarchus labrax 2.2-4.4 % DHA/EPA, Alimento vivo Coutteau, 1996

1% HUFA
Dicentrarchus labrax 4.4 % ARA, 1% Alimento vivo Geurden et al., 1997

HUFA

Sparus aurata 1.4 % DHA/EPA Microparticula Rodriguez et al., 1998
Sparus aurata 1.5 % HUFA Rotiferos enriquecidos  Rodriguez et al., 1998
Dicentrarchus labrax 3 % EPA/DHA Microparticula Cahu et al., 1999

El DHA parece ser mas importante que el EPA para algunas especies como Clupea
harengus, Gadus morhua, Caranx sp., Seriola dumerili, Sparus aurata, Oplegnathus
fasciatus (Kreyer, 1845), Paralichthys olivaceus, Scophtalmus maximus vy
Pseudopleuronectes yokohamae (Giinther, 1877) (Watanabe & Kiron, 1994; Takeuchi et
al., 1996, Kanazawa, 1997; Sargent et al., 1997). Takeuchi et al. (1996), encontrd que
enriqueciendo Artemia con 1.6 a 2.2 % de DHA (0.9-1.1 % EPA en 3.3 a 5 % de n-3
HUFA) incrementd la supervivencia y vitalidad de larvas de Caranx sp. Furuita et al.
(1996), reportaron supervivencias similares en larvas del Seriola dumerili alimentadas con
Artemia conteniendo 2.9 % n-3 HUFA con concentraciones de 1 % de EPA y 1.8 % de
DHA; asi como, 5.2 % n-3 HUFA conteniendo 1.6 % de EPA y 3.3 % de DHA, aunque

sugieren que porcentajes mayores mejoraran la vitalidad y el crecimiento.

El DHA es especialmente importante para los ojos y otros tejidos neurales, por lo que su
concentracion debe ser elevada y las proporciones adecuadas de ARA/EPA/DHA deben
calcularse (Mourente & Tocher, 1992, Bell et al., 1996; Tocher et al., 1997).
Aparentemente el DHA es mas importante en larvas que en peces adultos. Larvas en
inanicién de la Sparus aurata retienen relativamente mas n-3 HUFA que otros acidos

grasos (particularmente DHA).

Generalmente, el crecimiento y la supervivencia de organismos marinos, observado en

diferentes estudios, ha sido bueno cuando se utiliza Artemia como alimento con niveles por
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arriba del 4 % de EPA y malo cuando tiene menos de 3 % (Léger et al., 1986; Izquierdo et
al., 2000). Sin embargo, ¢l contenido de EPA (base seca) también depende del porcentaje
total de lipidos, por lo que un enriquecimiento con DHA que puede compensar la falta de

EPA en la dieta.

El EPA varia en cuatro cepas de Artemia de 1.2-10.4 % (del total de lipidos). Nauplios que
contengan concentraciones de 9.3 a 10.4 % de EPA mejoran el crecimiento y la
supervivencia de larvas de Morone saxatilis. Izquierdo et al. (1989), reportan que para
mejorar el crecimiento de larvas de brema roja Pagrus major se necesitan 3.3 a 3.5 % de n-
3 HUFA en los rotiferos. Para las dietas se demostr6 que es necesario que contengan 6.8 %
de EPA y 3.6 de DHA en la Artemia (Watanabe & Kiron, 1994). Las larvas de
Opleognathus sp., requieren mas del 3 % de n-3 HUFA en los rotiferos (Watanabe &
Kiron, 1994). Tamaru et al. (1991) sugiere un contenido minimo de 0.7 % de EPA y 0.5 %

de DHA en los rotiferos para las larvas de lisa Mugil cephalus (Linnacus, 1758).

La adiciéon general de fosfolipidos (PL) en las dietas mejora el crecimiento y la
supervivencia en muchas especies, tales como el Plecoglossus altivelis (Kanazawa et al.,
1985), la carpa Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) (Radiinz-Neto et al., 1994), ¢l
Paralichthys olivaceous, el Oplegnatus fasciatus (Kanazawa et al., 1983) y el Pagrus
major (Kanazawa, 1993a). La fosfatidilcolina (PC) y el fosfatidilinositol (PI) son los
componentes principales de los fosfolipidos y son responsables de los incrementos en peso
y supervivencia. Ademas, aparentemente cada clase lipidica, tiene un papel diferente. De
esta manera, la PC parece ser mas efectiva para promover el crecimiento que la PI en las
larvas de (Kanazawa, 1993a) y carpa Cteropharhyngodon idella (Valenciennes, 1844). En
el caso de la PI parece ser mas efectivo para mejorar la supervivencia y prever
deformidades 6seas que la PC en larvas de Cteropharhyngodon idella. El beneficio de
ambos lipidos en la nutricion larval es indiscutible y se debe tener cuidado al agregarlos
durante la fabricaciéon de dietas inertes o cuando se enriquecen los alimentos vivos

(Geurden et al., 1995a y b).
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En el caso de los acidos grasos, la deficiencia de n-3 HUFA retrasa el crecimiento, induce
altas mortalidades y reduce la resistencia al manejo en larvas (Izquierdo, 1996) asi como en
juveniles (Montero et al., 1998). Adicionalmente, las deficiencias se han asociado con
alteraciones anatomicas como la hipomelanosis en el lado ocular de Pleuronectes platessa
(Kanazawa, 1993b), rompimiento del epitelio de las branquias e hidropesia. Algunos de
estos sintomas parecen estar relacionados con desérdenes nutricionales como la
insuficiencia de vitaminas liposolubles o el contenido de fosfolipidos (PL) en la dieta,
basado en estos datos, los niveles Optimos de n-3 HUFA han sido determinados para
muchas larvas de peces marinos entre 0.3 y 39 g /kg (dieta formulada o alimento vivo) en

base seca (Izquierdo, 1996).

Estudios recientes han demostrado la importancia del acido araquidonico (ARA) en algunas
larvas de peces marinos. En juveniles de Scophthalmus maximus, el alto crecimiento
obtenido se ha relacionado con los fosfolipidos (PL) de la yema del huevo de gallina, en
especial con el contenido de ARA (Castell et al., 1994). Sin embargo, la alta incorporacion
de ARA en la fraccion de lipidos polares en larvas de Sparus aurata causada por el
incremento de lecitina de soya dietaria en las dietas que contenian fosfolipidos marinos, no
promovieron un mayor crecimiento de los peces (Salhi et al., 1995). En las larvas de esta
especie, el ARA dietario parece ser importante para su supervivencia, pero no es eficiente
para promover un incremento en el crecimiento como el DHA o EPA. De esta manera, los
niveles optimos de ARA deben estar entre 0.1 a 1.0% para las microdietas de las larvas de
Sparus aurata. Los lipidos totales y polares en las larvas, particularmente la PC,
incrementados con el ARA dietarios, asi como la incorporacion en lipidos neutros (NL) y
PL, parecen jugar un importante papel en la pigmentacion de Paralychthys olivaceous
(Estévez et al., 1997).

4.3. Carbohidratos

En el caso de las larvas de peces marinos, es aun mas marcada esta carencia del

conocimiento, aunque ha habido algunos estudios que han intentado profundizar en este,
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por ejemplo Diaz et al. (1994), resalta que la utilizacion de carbohidratos, en especial la
glucosa disuelta por parte de las larvas de Dicentrarchus labrax es muy alta y menor en
Pagrus major, por lo que concluyen que la utilidad de los carbohidratos durante los
periodos de iniciacion puede ser significativa. Lo anterior no ha sido evaluado al utilizar
dietas inertes, aunque es evidente que los nutrientes disueltos pueden ser absorbidos por las
larvas. Sin embargo debe considerarse que la digestibilidad de los carbohidratos puede ser
afectada dependiendo de la complejidad de la molécula, la concentracion en la dieta, la
cantidad digerida y la tecnologia de tratamiento aplicada a la fuente de carbohidratos

(Kaushik & Médale, 1994; Pfeffer, 1995).

4.4. \Vitaminas

Desafortunadamente los conocimientos sobre los requerimientos de vitaminas en larvas de
peces marinos son muy escasos. De estos estudios se pueden mencionar los de Miki et al.
(1990) con larvas de Paralichthys olivaceus, quienes encontraron que las anormalidades en
el color pueden ser reducidas alimentando a las larvas con rotiferos enriquecidos con
vitamina A utilizando 500,000 UI por cada 10 litro de medio de cultivo. Sin embargo, Dedi
et al. (1995) demostré que al utilizar concentraciones superiores a 50 UI de vit. A/g (20
mg/10 1 de medio) en los rotiferos y la Artemia, aumenta hasta en un 100 % la frecuencia
de malformaciones del esqueleto. Estas malformaciones pueden ser debidas a una
hipervitaminosis, ya que se acelera la secuencia de células cartilaginosas que son las

promotoras de la formacion de huesos (Wolbach, 1947).

La vitamina C (4cido ascorbico) es considerada esencial para especies marinas, ya que
como es bien sabido, los animales superiores son capaces de sintetizarla a partir del acido
glucloronico. Sin embargo, los peces y crusticeos carecen de la enzima oxidasa
gulonolactona necesaria en el Ultimo paso para la biosintesis (Chatterjee, 1973). Los
requerimientos de esta vitamina para peces juveniles han sido calculados entre 25 a 50
mg/kg de dieta. Sin embargo, este requerimiento no es el mismo en larvas, ya que su

metabolismo es mas acelerado que los de juveniles y adultos, por lo cual las
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concentraciones necesarias para mantener su desarrollo puede ser mayor (Dabrowski,
1990). Durante el larvicultivo el requerimiento de vitamina C de diversas especies ha sido
calculado, para bagre Clarias gariepinus (Burchell, 1822), Dicentrarchus labrax vy
Scophthalmus maximus, se observo que los diferentes niveles de vitamina C no influyeron
sobre la supervivencia los primeros dias de vida de las larvas; sin embargo, a partir del dia
7 se detectdé un mayor crecimiento. Al final del experimento el peso habia superado por un
30 % a las de las larvas que no se les suplement6 con vitamina C. Se recomendo utilizar un
intervalo de concentraciones de vitamina C entre 1400 y 2200 pg/g de dieta en base seca
(Merchie et al., 1995a y b; Merchie et al., 1996). En otro estudio realizado por Gapasin et
al. (1998) con larvas de Chanos chanos, se determiné que al enriquecer los alimentos vivos
con un eriquecedor comercial (Selco plus vitamin C 20% AP), se incremento el
crecimiento, tuvieron mejor supervivencia a una prueba de estrés y el porcentaje de
deformidades disminuyé significativamente comparado con las larvas alimentadas con
dietas enriquecidas solamente con enriquecedores comerciales y sin ninguna vitamina. Este
autor menciona que la importancia de esta vitamina esta dada por el papel que juega en la
sintesis de coldgeno necesario para la formacion del tejido conectivo y las matrices Oseas

(Sandel & Daniel, 1988).

En un estudio realizado con huevos y alevines de salmon del Atlantico Salmo salar
(Linnaeus, 1758), se probd una concentracion de tiamina (10 g/l) en una soluciéon, dandole
bafios a los huevos, ademas de diluir esta misma cantidad de vitamina en aceite de sardina,
esparciéndola sobre los pellets para la alimentacion de los alevines. Los resultados
mostraron que la adicion de tiamina incrementd la supervivencia, ademas de incrementar la
respuesta humoral en contra de enfermedades como el sindrome de Cayaga, A pesar de la
incorporaciéon de vitamina B1, se determin6 que existe una fuerte actividad tiaminasa, que
disminuye de manera importante la concentracion de esta vitamina en la sangre y tejidos, lo

que provoc¢ altas mortalidades (Fisher et la., 1998).

Otra de las vitaminas que se ha estudiado con cierto interés, es la vitamina E (a-tocoferol),

que de manera natural es un antioxidante de las grasas, fortaleciendo los alimentos usados
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en acuicultura, previniendo enfermedades y aumentando la resistencia al estrés. Mourente
et al. (1999) relaciona la presencia de vitamina E, enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa (GPX) y glutation-S-
transferasa (GST), ademas de la formacion de malondialdehido (MDA) y el consumo de
acidos grasos durante el desarrollo embrionario y larvario de Dentex dentex. Los resultados
mostraron que la formacion de MDA (malondialdehido) aumenta después de la eclosion,
por lo que la cantidad de acidos grasos es rapidamente oxidada por la presencia de radicales
libres (Janssens et al., 2000). Asimismo, la formacion de enzimas como la SOD, catalasa,
GPX y GST, aumenta rapidamente. Los autores concluyen que la peroxidacion lipidica
aparentemente no provoca un estrés adicional significativo en las larvas de peces marinos
en inanicioén, aunque faltan estudios para relacional los cambios de dichos compuestos

durante el proceso de alimentacion y cambios de alimento durante el larvicultivo.

De esta manera, se necesita continuar con los estudios sobre los requerimientos de
vitaminas en larvas de peces marinos, sabiendo que al ser organismos morfoldégicamente y
fisiolégicamente no desarrollados sus requerimientos deberdn ser mayores que los de
adultos, ademas de manera forzosa deberan ser incluidos en las dietas, ya sea enriqueciendo
los alimentos vivos o incluyéndolos en las dietas inertes, a fin de lograr que lleguen a las

larvas y puedan realizar sus diversas funciones.

4.5. Minerales

En el caso de peces adultos, la informacion acerca de los requerimientos de minerales ha
sido bastante documentada para algunos de los elementos (Watanabe et al., 1988; Hilton,
1989; Lall, 1989; Steffens, 1989). Sin embargo, en larvas de peces marinos, no ha sido
estudiado con profundidad, por lo cual solamente se pueden mencionar algunos ejemplos
donde se nah intendado realizar los estudios de sustitucion de presas vivas por alimento
inerte, por lo que no se determinan los requerimientos especificos para cada mineral, sino

se adicionan altas cantidades de todos ellos a fin de evitar alguna carencia. De esta manera,
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se han elaborado diferentes formulas con concentraciones de premezclas de minerales entre

5y 7 % en funcion de la dieta (base seca) dependiendo de la especie (Hung et al., 2002).

5. Prioridades Para la Cria Larvaria de Peces Marinos

5.1. Situacion actual y condicionantes

La piscicultura marina actual, en contraposicion a la piscicultura tradicional, es comparable
a una cria controlada de alta densidad en agua de mar y constituye una actividad
relativamente reciente. Iniciada hace una veintena de afios, en la actualidad se ha
convertido en una actividad comercial para las especies o grupos mas avanzados, como es
el caso de salmonidos, Sparus aurata, Dicentrarchus labrax, Scophthalmus maximus entre
otros, estando integrada en los programas acuicolas desde los afios 70, sin alcanzar por el
momento niveles de produccion saturantes. En consecuencia, es indispensable el desarrollo
de técnicas que permitan un aprovisionamiento adecuado de semilla para controlar el ciclo

productivo, asegurando y mejorando los niveles de produccion actuales.

Entre las dificultades encontradas en el cultivo de peces marinos, destacan su pequefio
tamafio y la fragilidad de sus larvas después de la eclosion, comparados con alevines de
salmon que posee reservas vitelinas suficientes para ingerir dieta artificial desde el inicio de
la eclosion. Mientras que las larvas de peces marinos, tienen reservas vitelinas muy escasas
y son rapidamente absorbidas, por lo que deben ingerir su primer alimento (fito y
zooplancton) a los pocos dias de vida. Debido a estas limitaciones la salmonicultura ha
conseguido sus logros a un ritmo mucho mayor que la acuicultura de especies con
ontogenia indirecta. Asimismo, entre los 40 y 60 dias sucesivos a la eclosion, es la fase mas
delicada y critica en el ciclo productivo, con una mortalidad que a veces rebasa el 90%. De
esta manera, es preciso establecer y mantener paralelamente al cultivo larvario, cultivos
auxiliares que garanticen la ingesta de un alimento exogeno adecuado. Todas estas técnicas
adaptadas a escala de produccidon representan una carga costosa y delicada, que puede

convertirse en un factor limitante del cultivo larvario. Por ejemplo, para 300 m® de
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instalaciones de cultivo larvario de Seriola sp., es necesario disponer de un equivalente de
1100 m?” para la produccion de cultivos auxiliares. En este sentido, desde hace varios afios,
se ha intentado poner a punto una alimentacion inerte que sustituya total o parcialmente a

estos cultivos asociados a la cria de larvas (Alarcon, 1997; Yufera et al., 1999).

Entre muchas de las causas por las que se justifica la estrecha dependencia que tienen los
cultivos larvarios de peces marinos con los cultivos auxiliares, algunos autores postulan la
posibilidad de que las enzimas exdgenas presentes en el alimento vivo poseen un efecto de
activacion de los zimogenos presentes en la larva (Jancarik, 1964), mientras que otros,
valoran el aporte enzimatico exdgeno de un 60 a 90% de la actividad total (en funcion del
contenido en enzimas de las presas y de su nimero en el tracto digestivo) (Lauff & Hofer,
1984). Por otra parte, Fluchter (1980) sugiri6 la existencia de un factor de crecimiento
liposoluble y termolabil en los alimentos vivos, que es necesario para un adecuado
desarrollo y crecimiento larvario. Sin embargo, muchas especies pueden ser deshabituadas
al alimento vivo con el uso de alimento artificial justo en el momento de la transformacion
a juvenil. Especies como Paralichthys dentatus tienen un estdmago completamente
funcional durante el periodo larval en el momento de la transformacion, por lo cual son
considerados como juveniles y eliminando el uso de alimento vivo en este momento (Bisbal
& Bengston, 1995). La posibilidad de reducir el uso de alimento vivo dependera
principalmente de los avances cientificos en dos areas de investigacion: seleccion y
digestibilidad de nutrientes, y comportamiento alimenticio. Las larvas que no tienen
completamente desarrollado el sistema digestivo, probablemente requieran la adicion de
aminoacidos libres en las presas para después ser agregados en las dietas compuestas con el
fin de ser asimiladas (Dabrowski & Rusiecki, 1983; Fyhn, 1989). Aunado a lo anterior,
existe el problema para la aceptacion de las dietas compuestas ya que se tienen que agregar

particulas que no presentan movimiento, por lo cual no son tan atractivas para las larvas.
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5.2. El empleo de alimentos artificiales

Como ya se menciond, varios tipos de alimentos vivos han sido usados extensivamente en
todo el mundo para el cultivo de larvas de peces y crustaceos. Sin embargo, el costo en
infraestructura, trabajo y energia representan un costo muy alto en inversion. Ademas, la
provision de alimento vivo puede tener problemas como una provision y calidad nutricional
variables (Sorgeloos, 1980; Watanabe et al., 1983). Consecuentemente, existe gran interés
de desarrollar microdietas (MD) como una alternativa econdmica, en vez de la produccion
de alimentos vivos. De esta forma, las MD ofrecen la oportunidad de introducir nutrientes

que no estan disponibles en el alimento vivo (Rosenlund et al., 1997).

Desde un punto de vista nutricional, el alimento vivo no siempre es el mas adecuado. Es
comun que el suministro de este tipo de alimento puede verse interrumpido por problemas
en el cultivo ocasionados por multiples factores. Por ejemplo, la calidad nutritiva y precio
de los nauplios de Artemia puede variar en funcion del lugar de origen de los quistes
(Versichelle et al., 1989), igualmente pueden ser vectores de ciertas enfermedades
(parasitos, bacterias, virus, etc.,). Ademads, el cultivo masivo de alimento vivo requiere de
espacio, energia, mano de obra, etc. En contraposicion las MD ofrecen una facil
disponibilidad, costos de produccion mas bajos y una mayor flexibilidad en las férmulas,
aunque Alarcon (1997) menciona que se requieren de cubrir una serie de caracteristicas
para lograr el uso de alimento artificial en la alimentacion de las larvas de peces marinos

como son:

1. Balance nutritivo de la férmula. Es fundamental conocer los requerimientos

nutricionales de las larvas de distintas especies a la hora de disefiar una dieta artificial
con la que sustituir el alimento vivo, ademas para su formulacién debe tenerse en
cuenta la composicion del zooplancton del que se alimentan. Sin embargo, hasta la
fecha la metodologia que se emplea para conocer los requerimientos especificos de los
estadios larvarios se basa en resultados de composicion corporal, crecimiento y

mortalidad, lo que refleja la falta de conocimiento para el disefio de dietas inertes.
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. Homogeneidad de las particulas. Que todas las particulas contengan la misma cantidad

de nutrientes, para evitar que algunas larvas crezcan mas répido o estén mejor nutridas

que otras.

. Tamano de las particulas. En funcion del desarrollo del cultivo larvario es necesario

suministrar un tipo de particula concreta.

. Densidad de las particulas. El mantenimiento de las microparticulas en suspension en

los tanques de cria a densidades suficientemente altas y moviéndose con suficiente

lentitud es necesario para permitir una fécil captura por parte de la larva.

. Estabilidad en el agua. El disefio de las microdietas o microcapsulas debe de evitar las

pérdidas de nutrientes por lavado.

. Solubilidad. Una vez en el interior del digestivo deben de ser facilmente solubilizadas

para mejorar su digestibilidad.

. Estabilidad en el envasado. Este punto es fundamental para que en el momento que la

dieta ni sea utilizada, mantenga sus propiedades nutricionales durante largo tiempo
hasta su utilizacién, evitando de esta manera la oxidacion de los lipidos y otros

compuestos esenciales.

. Atraccién de la larva por la microparticula. No hay demasiados estudios sobre el uso de

atrayentes para aumentar la tasa de ingesta, sin embargo se sabe que un extracto de
musculo de mejillon o una mezcla sintética de sustancias que lo imiten aumenta el
apetito de peces jovenes gracias a su alto contenido de aminodcidos libres y otros
componentes quimicos que provocan alta atractabiilidad y palatabilidad (Tandler et al.,

1982).

. Digestibilidad. La estructura y composicion de la microparticula debe permitir a la larva

su digestion, ya que la existencia de un digestivo poco desarrollado en los primeros
estadios dificulta el procesado de este alimento.

Contenido de agua. Actualmente, se recomienda el uso de microdietas con contenidos

de humedad altos (> 20 %), ya que esto permitird a la larva facilitar su tragado,
digestion y absorcion de nutrientes; sin embargo, es dificil mantener la composicion
nutricional y la calidad del alimento conforme aumente el contenido de humedad, por lo

que se debera encontrar un balance entre la cantidad de agua de la dieta y su calidad.
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Es evidente que la mayoria de los factores son de naturaleza fisica y reflejan la importancia

de adecuar el alimento a la morfologia, fisiologia y el medio fisico de la larva.

Los tres principales tipos de alimentos desarrollados para la alimentacion de larvas son: a)
Las microparticulas, b) los microencépsulados y c¢) las particulas complejas. Los
microparticulados, utilizan ligantes para mantener juntas las particulas. Los
microencapsulados se fabrican por medio de paredes semipermeables que protegen los
nutrientes de la lixiviacion, especialmente aquellos solubles en agua. Las microparticulas

complejas son una combinacion de dos o mas métodos en una sola particula.

a) Las microparticulas se pueden separar en dos grupos principales, 1) las de pastel
quebrado (crumbled cake), que a su vez se dividen en migajas y hojuelas, las cuales se
producen por medio del peletizado y después quebrandolas en pedazos menores, y 2) las de
tamafio homogéneo, que son un peletizado que no requiere de ser quebrado y se fabrica de
un mismo tamano. Este tipo de alimento tiene la ventaja de que no tiene pérdidas por el

proceso de quebrado.

Los alimentos de pastel quebrado son fabricados utilizando sistemas de ligado. Para lograr
la union de las particulas se incorpora alginato, zeina, geles de agua fria, almidon,
carragenanos, gelatinas o albimina de huevo. Estos alimentos se fabrican en forma de
largas matrices, que después son quebradas al tamafio deseado. Su efectividad en engorda

de organismos acuaticos es alta y se usan en la alimentacion de larvas de peces.

En el caso de las migajas, éstas se pueden dividir en dos tipos: las de peletizado con vapor o
migajas extruidas. Estos tipos se han usado ampliamente en la engorda de salmonidos; sin
embargo, no han sido muy efectivos en el cultivo de larvas, aunque se estan intentando usar
para formar particulas complejas en su alimentacion. Las hojuelas se usan basicamente para
alimentar peces de acuario. Estas se fabrican utilizando el método de doble tambor, ademas

de que los tambores utilizan vapor como fuente de calor para secar el alimento. Estos
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alimentos poseen la particularidad de tener una amplia superficie de contacto con el agua,

por lo que son alimentos flotantes.

Los alimentos de tamafio homogéneo, se han utilizado ampliamente, ademas de tener
muchas aplicaciones en procesos farmacéuticos. Estos alimentos se fabrican a través de
diversos procesos. El primer proceso de fabricacion que fue desarrollado es el de
“microextrusion marumerizacion” (MEM), que es un proceso de dos pasos que resulta en
productos extruidos en frio. Se usan muchos tipos de ligantes, ademas que la humedad es
baja y no necesitan procesos de secado por calor. La caracteristica principal de los
alimentos elaborados por MEM es que son esféricos, lisos, su tamafio puede variar de 250-
700 um y tienen alta densidad, por lo que son particulas de hundimiento rapido, y tienen
algunas limitaciones para ser utilizadas efectivamente en la crianza de larvas, aunque se

pueden lograr alimentos flotantes con el uso de compuestos hidrofobicos.

El segundo proceso es el de aglomerizacion rotacional de particulas asistidas (PARA), que
de la misma manera utiliza el marumerizador. En éste, el extrusor no es utilizado. La
rotacion en el marumerizador proporciona la energia a las particulas las cuales trasfieren
esta energia a la mezcla humeda, con lo que se producen alimentos esféricos en una amplia
cantidad de tamanos. La formulacion y el contenido de humedad son muy importantes con
este proceso. Una ventaja de este proceso al compararse con el MEM es el menor costo
durante la fabricacion. Se usan los mismos ligantes que en el MEM, aunque tiene la
desventaja de que las particulas no son de una forma homogénea. Ademas, la distribucién
de tamafios en el PARA es mayor que en el MEM. Asimismo, la densidad del alimento es
menor, por lo que el alimento es de hundimiento lento, siendo adecuado para la

alimentacion de larvas de peces.

Recientemente se introdujo a la industria otro proceso para fabricacion de alimentos para
larvas, conocido como Sphere-izer Agglomeration System (SAS), que es muy similar al
sistema MEM, pero puede trabajar de manera continua y a mayor escala. Un aspecto

importante, es que los ingredientes deben ser previamente pulverizados (a 100 um para
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obtener alimentos de 500 um) y que se emplea extrusion a baja temperatura por lo que la
calidad nutricia del alimento no se altera durante la fabricacion. Requieren de secado y
tamizado de particulas, aunque su homogeneidad es alta. Los microalimentos obtenidos por
SAS tienen forma esférica u ovoide, su tamafio puede ser tan pequefio como 300 pum, tiene
buena estabilidad en el agua y en general, su calida es mejor que la de las migajas obtenidas
por peletizacidon y extrusion convencional, por lo que son aptos para la alimentacion de

larvas de peces.

Otro proceso es el de “spray beadlets”, donde se producen microalimentos esparciendo
particulas dentro de un liquido que ayuda en la formacion de los micropellets; en este caso,
los ligantes mas comunes son los alginatos y la gelatina. En este proceso se producen una
amplia gama de tamafios de particulas por lo que se pueden usar durante diferentes periodos

del cultivo de larvas.

b) Los alimentos microencapsulados se componen de una pared semipermeable que rodea
el nucleo el cual contiene los nutrientes que se desean proteger. Esta tecnologia tiene
muchas aplicaciones y ha sido adoptada para el desarrollo de alimentos para larvas. Las
microcapsulas se pueden dividir en dos grupos, 1) impermeables y 2) de liberacion
controlada. La composicion de la cépsula se determina por el tipo de pared ya que
dependiendo de la naturaleza del nutriente que se desee encapsular serd el tipo de cubierta
que quimicamente se podra desarrollar. Debido a la gran cantidad de aplicaciones que
tienen las microcapsulas, no todas las sustancias utilizadas para la capsula son adecuadas
para elaborar alimentos para larvas ya que algunas son de alta toxicidad, de baja
digestibilidad o no permiten la liberacion de cieras sustancias atractantes en el agua. Las
mas adecuadas son las microcapsulas formadas por paredes de proteinas (cross-linked
protein) y de lipidos (lipid-walled). Sin embargo, se deberan hacer pruebas de calidad con
la intencidn de cubrir ciertas caracteristicas como son una alta retencion de nutrientes, que
la pared pueda ser digerida, alta estabilidad y durabilidad. El objetivo principal es evitar la
pérdida de nutrientes en el agua, ademas que se debe considerar que la pared en si misma es

otro nutriente que se puede utilizar. Algunos tipos de microcapsulas tienen una baja carga
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de nutrientes en el ntcleo, por lo que solamente se pueden utilizar para acarrear ciertos
nutrientes esenciales, pero no todos los que son requeridos.

Otro método empleado es el de doble emulsion que se usa para producir capsulas lipidicas
por medio de la emulsificacion de cargas acuosas en materiales de pared lipidica. Una
emulsion secundaria es formada colocando la emulsion primaria dentro de una solucion

acuosa.

¢) Finalmente, se pueden utilizar las particulas complejas (Fig. 16) que se piensa seran las
de mayor éxito para la alimentacion de larvas. Estos alimentos tienen mas flexibilidad y
pueden contener todos los nutrientes requeridos (Ozkizilcik & Chu, 1996). Todos los
métodos para la elaboracion de alimentos para larvas tienen sus ventajas y desventajas. El
problema con las particulas complejas, al ser la combinacion de varios métodos es el
tamafio que llegan a alcanzar, pudiendo ser muy grande para algunas especies, por lo que la
eliminacion del alimento vivo no es totalmente posible. Otra desventaja es que al estar
elaboradas por varios métodos, dificulte la digestion dentro del sistema digestivo de la

larva, sobretodo al no tenerlo totalmente desarrollado (Barrows, 2000).

MICROCAPSULA DE CUBIERTAPROTEICA

MICROCAPSULASDE

CUBIERTA LIPIDICA
COMPONENTES Aminoécidos
BAJO PESO libres
MOLECULAR Mucledtidos
ATRAYENTES

COMPONENTES
ALTO PESO
MOLECULAR

Aminodd dos! (proteina, carbohidrates)

¥
Otros

Figura 16. Modelo de alimento microencapsulado para larvas de peces marinos.
(Gabott et al., 1976 modificada).
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El desarrollo de un alimento inerte disponible para remplazar el alimento vivo usado en la
crianza de larvas de peces marinos es obviamente una alternativa de alto interés para la
industria acuicola. Desde los primeros experimentos en los setentas como los de Adron et
al. (1974) y Barnabé (1976), se han usado diferentes tipos de particulas para la
alimentacion de larvas de peces marinos (Kanazawa & Teshima, 1988; Jones et al., 1993;
Person-Le Ruyet et al., 1993; Watanabe & Kiron, 1994). Sin embargo, siempre ha habido
limitaciones para la completa sustitucion del alimento vivo, por lo que el larvicultivo
basado exclusivamente en el uso de las MD ha probado tener una serie de problemas que
necesitan ser evaluados entre la complejidad que involucra el conocimiento de los
requerimientos nutricionales de las larvas y el desarrollo de la tecnologia de alimentos que
permita la produccién de alimentos de buen tamafo, atraccion y digestibilidad para las
larvas de peces marinos. Una buena cantidad de estudios se han llevado a cabo para lograr
la sustitucion del alimento vivo por MD (Dabrowski, 1984; Foscarini, 1988; Hardy, 1989),
aunque esta introduccion no ha sido del todo exitosa, dependiendo de la especie y del
conocimiento de su fisiologia (Adron et al., 1974; Barnabé, 1976; Kanazawa et al., 1982;
Appelbaum & Van Damme, 1988; Walford et al., 1991). También, se ha concluido que la
baja aceptacion de la MD esté relacionada con problemas de aceptacion y atraccion de las
particulas. Tandler & Kolkovski (1991) encontraron que las larvas de Sparus aurata
consumieron una décima parte de una MD experimental comparado con la cantidad total de

alimento vivo, lo cual ocasiond un bajo crecimiento y supervivencia.

En algunas especies se ha constatado la ingestion, pero no digestion de microcapsulas,
siempre que éstas sean proporcionadas como Unico alimento a edades demasiado tempranas
(Kock & Hofer, 1989; Van Damme et al., 1989). En el caso de utilizar microcapsulas, son
diversos los factores que intervienen en el procesado digestivo de las mismas (tamano,
composicion). Las larvas bien alimentadas con rotiferos presentan estructuras normales
observadas a través de histologia. Por el contrario, las larvas alimentadas con microcapsulas
muestran sintomas de inanicidon con una reduccion en el tamafio general del cuerpo que
afecta principalmente al tubo digestivo y al higado (Sarasquete et al., 1995; Yufera et al.,

1996). A nivel histologico, las alteraciones mas notables son el adelgazamiento y
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destruccion del epitelio del intestino anterior, desorganizacidon y necrosis del tejido hepatico
y pancreatico, y la ausencia de inclusiones supranucleares (proteinas y mucosustancias) en

el intestino posterior.

El escaso o nulo crecimiento larvario, asi como el aumento de mortalidad que se obtiene
cuando la alimentacion es exclusivamente inerte, puede estar relacionado con alteraciones
de la mucosa intestinal. La acumulacion de lipidos en el intestino puede relacionarse con
deficiencias en su movilizacion hacia otros lugares y se ha detectado en larvas alimentadas
con dietas inertes, pero no en aquellas alimentadas con zooplancton. Ademas, la dilatacion
observada en la vesicula biliar de larvas alimentadas con dietas inertes supone un cimulo
de sales biliares y colesterol que, al no salir al intestino, impiden una adecuada digestion de

los lipidos (Shen et al., 2001).

Algunos autores proponen, como solucion a la baja digestibilidad encontrada con los
alimentos microencapsulados, la elaboracion de microcépsulas que incorporen aminoacidos
libres en mayor cantidad, asi como moléculas de bajo peso que puedan ser facilmente
absorbidas en vacuolas pinociticas. Esto presenta el inconveniente de que las actuales
técnicas de elaboracion de microcapsulas implican la existencia de poros en las cubiertas
que permitirian el paso de tales sustancias al exterior. Para prevenir este efecto, Villamar &
Langdon (1993) desarrollaron un tipo de microcapsulas que si bien, retenian los micro y
macronutrientes, tenia escasa aceptabilidad por parte de las larvas. En este sentido, los
ultimos estudios apuntan hacia el disefio de microcapsulas mas complejas que tengan la
capacidad de liberar atrayentes de bajo peso molecular, tales como aminoacidos libres, con
objeto de aumentar la ingestion por parte de la larva, pero que a su vez retengan con mayor

eficacia vitaminas, minerales, y en general su contenido nutritivo (Ozkizilcik & Chu, 1996).

Otra alternativa utilizada es el uso de técnicas de coalimentacion como las empleadas por
Walford et al. (1991) quienes han reportado que las membranas proteinicas de las
microcapsulas para larvas de Lates calcarifer fueron rotas solamente cuando se agregaron

rotiferos al mismo tiempo. En el estudio de Lazo et al. (2000) con larvas de Sciaenops

Civera-Cerecedo, R.!, Alvarez-Gonzalez, C.A.> y Moyano-Lépez, F.J.2004. Nutricion y alimentacion de larvas de peces marinos.
In: Cruz Suarez, L.E., Ricque Marie, D., Nieto Lopez, M.G., Villarreal, D., Scholz, U. y Gonzalez, M. 2004. Avances en Nutricion
Acuicola VII. Memorias del VII Simposium Internacional de Nutriciéon Acuicola. 16-19 Noviembre, 2004. Hermosillo, Sonora,
México



ocellatus (Linnaeus, 1766) utilizaron una combinaciéon de alimento vivo vy
microparticulados, logrando los mismos resultados que al utilizar exclusivamente alimento
vivo. Algunos trabajos con larvas de Sparus aurata han permitido el desarrollo de
alimentos microencapsulados que tienen una alta aceptaciéon e ingestion, aunque la
produccion es limitada (Yufera et al., 1996; Fernandez-Diaz & Yufera, 1997). El primer
aspecto que se debe considerar es la composicion e interrelacion entre la larva y el agua de
mar, y la particula y el agua de mar, por lo que el mantenimiento de la calidad de la
particula y la calidad del agua durante la crianza es esencial. En estudios previos,
Fernandez-Diaz & Yufera (1997) desarrollaron un sistema de crianza estandarizado para
evaluar el crecimiento durante el periodo larvario utilizando alimento inerte. Los resultados
obtenidos fueron satisfactorios en cuanto a la aceptaciéon de las microparticulas con
supervivencias por arriba del 60 %, pero se requiere evaluar su costo antes de desarrollarlo
comercialmente. Recientemente, se han hecho modificaciones al prototipo de este alimento,
lo que ha permitido mejorar los microencapsulados y sus usos. Como un resultado
adicional, todos estos cambios en los tipos de microcépsulas han mejorado la eficiencia

cuando se usa junto con el alimento vivo en la alimentacion de larvas de peces marinos.

En la actualidad, estos microalimentos se estan utilizando para evaluar los requerimientos
nutricionales especificos para las larvas de Dicentrarchus labrax y Sparus aurata (Yufera
et al., 1999). Por otra parte, la evaluacion de los requerimientos nutricionales larvarios
usando microparticulas se ha limitado casi exclusivamente a los requerimientos en acidos
grasos (Izquierdo, 1996; Bessonart et al., 1999; Sargent et al., 1999), solamente algunos
estudios se han enfocado a vitaminas liposolubles y lecitina (Izquierdo & Fernandez-
Palacios, 1997). Recientemente, el efecto de los lipidos dietarios ha sido evaluado para las
larvas de Dicentrarchus labrax (Zambonino-Infante & Cahu, 1999). En referencia a las
proteinas, los estudios se han enfocado principalmente en la ontogenia enzimadtica y la
inclusion de enzimas para ayudar a la digestion de las larvas (Cahu & Zambonino-Infante,
1994; Zambonino-Infante & Cahu, 1994a y b) y en la utilizacion de aminoécidos y
fracciones proteinicas (Carvalho et al., 1995; Zambonino-Infante et al., 1997; Cahu et al.,

1999). El resultado alcanzado hasta le fecha es que se ha logrado sustituir el alimento vivo
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totalmente, igualando los resultados en crecimiento al utilizar microcapsulas para las larvas
de Sparus aurata, aunque su industrializacion es un proceso muy caro que todavia requiere
de mejoras en los procesos de fabricacion, a fin de hacer rentable su utilizacion (Yufera et

al., 1999).

6. Tendencias de la Investigacion en la Alimentacion y Nutricion de Larvas de Peces
Marinos

6.1. Tamafio de la presa

El tamafio de la presa puede afectar la ingesta de las larvas, por ejemplo, el uso de
diferentes cepas/especies de rotiferos es requerido para proveer un tamano de presa 6ptimo
para las larvas. Se ha comprobado que el uso de rotiferos pequeiios mejora el rendimiento
de alimentacion inicial en las larvas de Scophthalmus maximus y especialmente con larvas
de Sparus aurata en las etapas tempranas de desarrollo (Polo et al., 1992; Cunha & Planas,
1999). El efecto en la alimentacion al usar rotiferos pequefios como el Brachionus
rotundiformis puede incrementar la incidencia de alimentacion asi como la tasa de ingesta

(Cunha, 1996).

Asimismo, existen una serie de alternativas que se estan investigando como es el uso de
microalgas (Retain et al., 1994), larvas de moluscos, nuevas especies de copépodos (Tishbe
sp.) que se estan domesticando (Nanton & Castell, 1998), mezclas de zooplancton filtradas
del ambiente (Doi et al., 1997), asi como la utilizacion de los alimentos vivos tradicionales,
pero en forma de coalimentacion a bajas densidades de presas, que promueven el
aprendizaje de caza, mejorando los resultados obtenidos hasta la fecha con presas vivas

exclusivamente (Kolkovski, 2001).
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6.2. Composicion bioquimica de la presa

Se han realizado avances significativos en la manipulacion de la composicion bioquimica
de las presas. Se ha puesto la mayor atencion en los n-3 HUFA, y se ha establecido que la
composicion de las presas refleja la composicion de las dietas, principalmente en relacion a
los lipidos. Otra area de estudio que se estd explorando es la relacionada con la
manipulacion de las dietas de las presas (microalgas y levaduras) (Rainuzzo et al., 1997).
La formulacion de estas dietas para enriquecer a las presas ha mejorado grandemente,
resultando en una alta cantidad de lipidos y proteinas en las presas, ademas de mejorar los
contenidos de DHA, EPA, ARA, diversas clases de lipidos y la incorporacion de vitaminas

como el acido ascorbico.

La importancia de los lipidos ha sido ampliamente estudiada y fue mencionado en los
apartados anteriores, siendo los acidos grasos los més estudiados, en especial aquellos que
provienen de fosfolipidos, al poder ser utilizados directamente en vez de los acidos grasos
poliinsaturados provenientes de triglicéridos (Castell et al., 1994; Izquierdo et al., 2000).
Uno de los acidos grasos mas importantes es el acido araquidonico (ARA, 20:4 n-6), ya que
se considera el precursor del EPA y DHA, por lo que su presencia en los alimentos para
larvas es fundamental. Se debe continuar dando énfasis en los estudios sobre las
proporciones adecuadas de los 4cidos grasos EPA/DHA, EPA/ARA, DHA/ARA, ademas
de las proporciones de n-6/n-3 (Estévez, 1996). Es imprescindible continuar estudiando los
requerimientos en lipidos para larvas, ya sea en el alimento vivo o en alimentos inertes en
la medida que la sustitucion de presas lo permita. Asimismo, se requieren buscar fuentes
lipidicas alternativas que puedan sustituir los aceites de pescado. Sin embargo, los
requerimientos de acidos grasos variaran en funcién de la especie y del estadio de
desarrollo en el que se encuentre. Aunado a esto, la limitada capacidad lipasa/esterasa que
presentan las larvas de peces marinos, hacen imprescindible estimar adecuadamente el
requerimiento de ARA, DHA y EPA (Cousin et al., 1987) ya que si estas concentraciones
no se calculan adecuadamente pueden provocar efectos adversos sobre el crecimiento y

supervivencia de las larvas (Bell et al., 1996).
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Se estan estudiando mejores métodos de enriquecimiento de presas por periodos largos y/o
cortos (Han et al., 2000). Por ejemplo, una mezcla de levadura, mas 10 % de emulsion
lipidica, es usada en el método de enriquecimiento largo, lo que ocasiona que los rotiferos
cultivados con la misma emulsion por més de cinco generaciones obtendran mas del 95 %
de la biomasa total con la misma composicion de acidos grasos que la dieta (Olsen et al.,

1993).

Compuestos como la betaina, los aminoacidos libres secretados (glicina, alanina y
arginina), la pancreatina y los fosfolipidos han sido identificados como factores que
incrementan la ingestion, por lo que se debera seguir estudiando substancias atractantes que
permitan mejorar el uso de los alimentos para larvas (Kolkovski et al., 1993; Coutteau et
al., 1997). Ademas de desarrollar alimentos de flotabilidad media que inclusive lleguen a
tener movimiento para atraer a las larvas, estas microcapsulas se pueden desarrollar por
medio de la inclusion de la adicion de aceites no volatiles dentro del ntcleo (Lee et al.,

2001).

6.3. Uso de probioticos

El uso de probioticos en la nutriciéon de las larvas, puede contribuir en dos aspectos a
mejorar la nutricion y condicion de las larvas. El primero se relaciona con poblar la
superficie intestinal con microflora benéfica que sustituya a la posible flora patégena que se
pueda adherir y por ende matar a la larva. El segundo aspecto permitira que las poblaciones
de bacterias benéficas contribuyan a la nutricion de las larvas por medio de la secrecion de
sustancias que permitiran la maduracion precoz de los enterocitos; asimismo, como fuente
de nutrientes al ser digeridos en cierta medida los probidticos (Tovar et al., 2002). La
adicion de este tipo de probidticos como Saccharomyces cerevisae o Debarymyces hansenii
(la cual secreta altas cantidades de poliaminas) se puede hacer a través de la microdieta o
alimentando a las presas vivas para ser usadas como vectores de probioticos para las larvas

(Péres et al., 1997).
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6.4. Fisiologia y bioquimica digestiva

A pesar de todos estos avances en las investigaciones sobre la alimentacion y nutricion de
larvas de peces marinos, muchas preguntas permanecen sin contestar, como los estudios
sobre modelos de crecimiento y supervivencia; informacion sobre la habilidad digestiva y
de absorcion durante el desarrollo de las larvas hasta su transformacién a juvenil. La
longitud asi como la superficie de absorcion del canal alimentario deben ser medidas y
relacionadas con la longitud de la larva. Estas comparaciones podrian indicar incrementos
desproporcionados en la superficie de absorcion con el desarrollo y puede proveer una clara

explicacion que permita mejorar la eficiencia de alimentacion.

Estudios histoquimicos de los estadios de desarrollo de mas especies podrian también
contribuir a entender los cambios en la absorcion. Seria importante estudiar las enzimas,
enfocandose en las lipasas y esterasas, ya que la evidencia histologica de estas enzimas
podria indicar la capacidad de las larvas para digerir y absorber lipidos. Se deben
considerar los estudios de fosfatasas alcalinas, 4cidas y su relaciéon con mediadores de sodio
para el transporte activo, ademas de su asociacion con cuerpos de inclusion supranucleares
y absorcion pinocitica (Ugolev, 1965; Watanabe, 1984a). Es recomendable hacer estudios
de histoquimica usando diversas reacciones para la determinacion de los sitios de absorcion
y digestion intracelular a través de densitometria, con lo que se podrd cuantificar una
concentracion especifica y por ende la capacidad digestiva y de absorcion de las larvas

conforme avanza su desarrollo.

Los cuestionamientos sobre la estimulacion enzimdatica deben ser resueltos para poder
desarrollar los alimentos para las larvas. Otro tipo de estudios que también son necesarios
son los de radioinmunoensayos, ya que las reacciones anticuerpo-antigeno durante estos
periodos son muy sensibles, permitiendo medir las diferentes actividades enzimaticas en las

diferentes zonas del tracto digestivo (Hjelmeland, 1983; Hjelmeland et al, 1983).
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El papel que juegan los péptidos en las neuronas y células endocrinas del sistema
gastrointestinal en peces, especialmente en larvas, esta todavia poco explorado con
solamente unos cuantos trabajos en larvas de peces. Se han identificado diferentes
neuropéptidos en peces como la 5-hydroxitriptamina, bombesina, gastrin r colecistoquinina
(CCK), esomatostatina, substancia P y péptidos intestinales vasoactivos (Tagliafierro et al.,
1989; Chan & Hale, 1992; Holmgren et al., 1992; Kiliaan et al., 1992; Holmgren, 1993). El
efecto de estos neuropéptidos y de otras hormonas, como las de crecimiento, hormonas
tiroideas T3 y T4 deberan ser investigadas en relacion al desarrollo del sistema digestivo en

las larvas de peces (Kamisaka et al. 2001).

Kolkovski et al. (1997b) encontrd un incremento de 300 % de la bombesina en larvas de
Sparus aurata, alimentadas con nauplios de Artemia, lo que indica que los nauplios
estimulan la actividad bombesina de alguna manera, incrementando los movimientos
peristalticos y asistiendo en el proceso de digestion. Una hipdtesis que se maneja para
explicar la estimulacion de la bombesina es el movimiento del alimento vivo. Otros
estudios que pretenden incrementar la actividad enzimadtica han sido a través del uso de
neuropéptidos suplementados en las MD, estos neuropéptidos incrementan la actividad del
sistema digestivo por medio de los movimientos peristalticos. La bombesina, un
tetradecapéptido (McDonald et al., 1979), esta cercanamente relacionado con el péptido
liberador de gastrina en mamiferos (GRP) y ha sido probado en Gadus morhua (Holstein &
Humphrey, 1980). La bombesina tiene un efecto exitatorio en los misculos estomacales en
Oncorhynchus mykiss (Holmgren, 1993), Myoxocephalus scorpius y Gadus morhua
(Thorndyke et al., 1984; Thorndyke & Holmgren, 1990) y en el recto de Squalus acanthias
(Lundin et al., 1984).

Las larvas de peces marinos en general ingieren sus presas y éstas permanecen vivas en el
esofago. El movimiento de las presas puede causar movimientos en las paredes del intestino
y de las microvellosidades, estimulando la liberacion de los neuropéptidos. Al alimentarse
las larvas con dietas inertes, la carencia de movimiento en las microvellosidades puede ser

muy baja o no existir, por lo que la suplementaciéon de la bombesina puede corregir este
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problema. Sin embargo, Kolkovski et al. (2000a) no encontraron diferencias en el
crecimiento o la actividad de pepsina y tripsina en juveniles de perca Europea Perca
fluviatilis (Linnaeus, 1758), con dietas suplementadas con bombesina. Una explicacion fue
la retroalimentacion negativa del neuropéptido exdgeno, suprimiendo la liberacion de
bombesina enddgena y de otros neuropéptidos. Un método indirecto para incrementar la
actividad proteasa del sistema digestivo fue reportado por Kolkovski (1995). Este autor
reportd un incremento total de la actividad proteolitica tipo tripsina en larvas de dorada
desde el dia 3 hasta el 18 después de la eclosion, cuando se agregd Artemia al tanque de
crianza. El agua contenia aminoacidos libres y otros compuestos, los cuales pudieron servir
de atractantes. Kolkovski et al. (1997a), por otra parte, al agregar nauplios de Artemia,
promoviendo el estimulo visual, sin agregar ningun alimento seco o vivo también obtuvo
un incremento de la actividad enzimadtica. Los autores centrifugaron hidrolizado de krill
liquido Euphasia pacifica (Hansen, 1911) y agregaron el sobrenadante directamente al
tanque de cultivo de larvas junto con la microdieta. Se tomaron muestras de larvas desde el
dia 2 hasta el 20, en cada dia se tomaron las muestras 5 min después de agregar la MD y el
sobrenadante del hidrolizado de krill. El estudio mostré un incremento significativo en la
actividad tripsina al alimentar de esta manera. Asimismo, un incremento significativo en la
actividad de la bombesina se detectd después de agregar la dieta y el sobrenadante.
Kolkovski et al. (2000b) reportaron tasas de ingestion significativamente mayores con la
MD vy el sobrenadante del hidrolizado de krill en larvas de Perca fluviatilis y de Coregonus
clupeaformis (Mitchill, 1818).

Los estudios mas recientes muestran la posibilidad de mejorar el crecimiento y la
supervivencia de las larvas y juveniles por medio de la preparacion de hormonas de
crecimiento a través de técnicas recombinantes (Ben-Atia et al., 1999). Los estudios de
absorcion de nutrientes a través de micromanipulacion y técnicas de radioinmunoensayos

(Rennestad et al., 2001) (Fig. 17 y 18).
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Figura 17. Método in vivo de alimentacion por tubo. A. Equipo experimental, B y C. Expulcion y dilucion de
un liqudo de prueba (compuesto en la punta de pléstico u vidrio del capilar). D. lenguado japonés Estadio D
siendo alimentado por el tubo con un liquido coloreado. E. Equipo para la mantener fija a la larva para la
alimentacion. F. Tubo de alimentacion en una larva post-metamorfica de Solea senegalensis. G. Transporte
pesirtaltico de la dieta inyectada de la boca al tubo medio en el herring (Tomado de Rennestad et al., 2001).
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Figura 18. Equipo experimental para colectar el CO, metabolico producido durante la alimentacioén post-tubo.

En el 2 final del periodo de muestreo, el "*C-marcado en los nutrientes vaciado del intestino se encuentra en el

compartimiento 1, mientras que el "*C—CO, originado del catabolismo de la absorcién de nutrientes esta en el
compartimiento 3 de la trampa de CO, (Tomado de Rennestad et al., 2001).

Para finalizar, los estudios mds recientes tratan de involucrar las herramientas de biologia
molecular, por medio de técnicas de PCR y RT-PCR como es el estudio de Douglas et al.
(1999) quienes determinaron la expresion genética de la pepsina durante la ontogenia de
Paralichthys americanus, con el fin de conocer en que momento se realiza la
transformacion de larva a juvenil, encontrando que la maduracion del sistema digestivo se
da para el dia 20 DE, con lo que sugieren realizar la sustitucion de alimentos vivos por

inertes una semana antes de lo que normalmente se hace.

El estudio de todos estos factores sera claramente ventajoso para diferenciar morfologica y
fisiologicamente entre taxa. Aunado a esto, los estudios sobre fisiologia digestiva, las
estrategias de alimentacion, el potencial de crecimiento de las larvas de peces marinos,
contribuiran en el entendimiento de su alimentacién y nutricién con el fin de mejorar su
supervivencia y la posibilidad de desarrollar tecnologias de cultivo para peces marinos con

potencial acuicola.
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~

. Conclusiones

1. En relacion a la ontogenia, se debe resaltar que las larvas de peces marinos
(especialmente las de ontogenia indirecta), presentan limitaciones anatomicas y
fisiologicas, por lo cual su alimentacién y nutricion es mas compleja y se debera

abordar mas intensamente.

N

. El nivel optimo de proteina: energia en dietas para las larvas de muchas especies de
peces marinos, debe contener al menos 50 a 55% de proteina, teniendo un cuidado
particular en la cantidad y tipo de aminoacidos.

3. Un minimo de 15 a 20% de lipidos totales es recomendable para la alimentacién de

larvas de peces marinos. Asimismo, una adecuada cantidad de aceite de pescado debe

ser incluida en las dietas para cubrir los requerimientos de HUFA (4cido araquidonico,

EPA y DHA). Esto garantizara la calidad de la semilla producida, ademas se debe poner

cuidado especial en el nivel de inclusion y la fuente de lipidos. Es recomendable

incrementar la fuente de fosfolipidos por arriba de los triacilglicéridos.

~

. En cuanto a los requerimientos de carbohidratos, las larvas parecen tener una capacidad
limitada tanto para la digestion como para la absorcion de este tipo de moléculas, por lo
que no es recomendable incluir una alta cantidad de este tipo de compuestos en las
dietas, sean alimentos vivos o microdietas.

5. Se necesita mayor informacion en cuanto a los requerimientos de vitaminas y minerales
durante el periodo larvario para poder formular dietas inertes adecuadas que cubran sus
necesidades alimenticias.

6. Los requerimientos nutricionales larvarios han sido estimados indirectamente, por medio

de la manipulacién de las presas vivas. Sin embargo, el desarrollo de dietas inertes

(microcéapsulas, microparticulas o dietas complejas) para la crianza de las larvas

contribuira a una mejor evaluacion de sus requerimientos.

~

. Se estan desarrollando técnicas finas para lograr entender no solamente los procesos de
ingestion y digestion de las larvas, sino también los procesos de absorcion, ya sea por el
uso de herramientas moleculares, marcadores radioactivos y estudios in vivo en el tracto

digestivo de las larvas.
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8. La inclusién de sustancias quimicas en las microdietas (neuropéptidos, poliaminas y/o
enzimas digestivas, puede contribuir de manera importante, tanto en el proceso de
digestion como de absorcidon de nutrientes.

9. Se requiere mayor cantidad de investigaciones como son, las relacionadas al
comportamiento alimenticio, las capacidades digestivas, los procesos de absorcién, y
manipulacion genética para lograr incrementar y mejorar la calidad de la semilla de
peces marinos, a fin apoyar la produccion de alimento que permita satisfacer la

demanda a una escala mundial.
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