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RESUMEN.

El pez blanco (Chirostoma estor) es una especie endémica del Lago de Patzcuaro
en México, de habitos zooplanctéfagos y de cardumen con propiedades
nutricionales excepcionales por ser rico en DHA. Debido a que su reproduccion se
realiza en cardumen, se desconocia la frecuencia de desove, como ocurre el
mismo y la cantidad de huevos desovados. El presente estudio se llevd a cabo
con la finalidad de conocer el efecto de diferentes fotoperiodos en el desemperio y
comportamiento reproductivo, evaluando el proceso de desove y determinando la
fecundidad total y relativa, asi como los intervalos de desove, frecuencia
reproductiva, tasa de fertilizacion y eclosion. Se evaluo el efecto de 4 fotoperiodos:
24100, 18L:60, 12L:120 y 6L:180 (L = Luz de Dia, O = Obscuridad) por
triplicado con una duracion de 2 meses por fotoperiodo. Se seleccionaron 3
parejas al azar de 3 afios de edad para cada fotoperiodo (12:13) (65.99 + 2.64 g
de peso). Se ubicaron en modulos de reproducciéon completamente cerrados de
950 litros de capacidad, a 21°C. EI mejor fotoperiodo resulté el 18L:6° registrando
la mayor frecuencia reproductiva con 33 desoves, intervalo de desove con 4.3 *
0.79 dias y eclosion con 37.43 + 24.19%; el fotoperiodo 12L:12° registro la mayor
fecundidad absoluta (5,057 + 1,342) y relativa (44 + 0.7) asi como en la
fertilizacion (85.84 + 11.13%), en el Fotoperiodo 6L:18° resultd el menos eficiente
al detenerse por completo la actividad reproductiva. Durante el desove el macho
persigue a la hembra y la “abraza” para inducirla a liberar los huevos vy fertilizarlos,
dura aproximadamente una hora y mas del 85 % de los desoves ocurren por la
tarde en la parte media y baja de la columna de agua. Con estos resultados se
pudo demostrar la eficiencia de la reproduccion empleando este procedimiento en
sistemas cerrados. La proporcidn sexual 1:1 es suficiente para lograr la
fertilizacion de mas del 90% de los huevos. ElI mejor fotoperiodo fue el 18L:60. El
mayor desove registrado para esta especie fue de 7,649 huevos. La produccion de
huevos por hembra fue de 71.64 + 29.43 huevos g™

Palabras clave: Reproducciéon, Fotoperiodo, Pez Blanco, Comportamiento
reproductivo, Acidos grasos.
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ABSTRACT.

The white fish (Chirostoma estor) is an endemic species of Lake Patzcuaro in
Mexico, of zooplanctéfagos habits and shoal with exceptional nutritional properties
to be rich in DHA. Because reproduction is done in shoals, spawning frequency,
how it occurs and the amount of spawned eggs were unknown. This study was
conducted in order to determine the effect of different photoperiods on
performance and reproductive behavior, evaluating the spawning process and
determining total and relative fecundity and intervals spawning, reproductive rate,
fertilization rate and hatching. 4 photoperiod photoperiod effect was evaluated:
241.:0D, 18L:6D, 12L:12D and 6L:18D (L = Daylight, D = Dark) by triplicate with a
duration of 2 months. (65.99 + 2.64 g weight): 3 random pairs of 3 years for each
photoperiod (13:19) were selected. They were placed in completely closed
reproduction modules 950 liter capacity at 21 °C. The best was the photoperiod
18L:6D experiencing the highest reproductive rate with 33 spawning, spawning
interval 4.3 £ 0.79 days and 37.43 + hatching with 24.19%; photoperiod 12L:12D
recorded the highest absolute fecundity (5.057 + 1.342) and relative (44 + 0.7) and
fertilization (85.84 = 11.13%), in photoperiod 6L:18D was the activity the less
efficient to stop completely reproductive. During spawning the male pursues the
female and "embraces" to induce her to release eggs and fertilized, takes about an
hour and more than 85% of the spawning occurs in the afternoon in the middle and
lower part of the water column . With these results it was proved the efficiency of
reproduction using this procedure in closed systems. The sex ratio 1: 1 is sufficient
to achieve fertilization of more than 90% of the eggs. The best was the photoperiod
18L:6D. The major spawning recorded for this species was 7,649 eggs. Egg
production per female was 71.64 + 29.43 eggs g-1.

Keywords: Reproduction, Photoperiod, White fish, Reproductive behavior, Fat
acids.
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1. INTRODUCCION.

Los peces son muy diversos en sus formas, en los habitats donde viven y por lo
tanto en su biologia. Los peces constituyen el primer grupo de animales con
endoesqueleto que aparecieron en la tierra y sin duda, constituyen el grupo mas
diverso de vertebrados con cerca de 30,000 especies (Burnie, 2003; Nelson,
2006). El consumo de pescado forma parte importante de la dieta humana,
teniendo como fuente dos actividades, la pesca y la acuicultura. En la primera se
cuenta con una gran diversidad de especies de las cuales elegir, ya sea por costo,
sabor y disponibilidad, sin embargo la sobreexplotacion, y otros factores, estan
mermando cada vez mas ésta actividad. En cambio, en la acuicultura, se pueden
producir grandes cantidades de pescado permitiendo cubrir la demanda existente,
sin embargo se tiene el inconveniente de que esta actividad esta limitada debido a
gue solo se producen unas pocas especies en comparacion con las que se
obtienen de la pesca marina (FAO, 2012). Una especie con gran valor comercial,
cultural, gastronémico y social es el Pez Blanco (Chirostoma estor, Jordan 1880),
especie endémica de Patzcuaro, la cual ha sido explotada intensivamente, por lo
que ha mermado su poblacién en el lago y desde el 2007 no se ha registrado su
captura (RNP-SAGARPA, 2012). Aunado a esto la contaminacion del lago y otros
factores lo tienen al borde de la extincion (Instituto Nacional de Pesca, 2003).

1.1. Pez Blanco de Patzcuaro.

El pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor, Jordan 1880) es endémico del lago
de Patzcuaro, posee una gran importancia cultural, social y econémica tanto en la
region lacustre como en el estado de Michoacan. Actualmente se encuentra al
borde de desaparecer debido a la sobre explotacion, contaminacion del lago, asi
como de la alteracién del medio ambiente por diversos factores (deforestacion de
las margenes del lago, contaminacion por residuos solidos y descargas residuales,
eutroficacion, introduccion de especies exdticas como tilapia, lobina negra y carpa)
(Martinez-Palacios et al., 2008). Una solucion a esto es la produccion de esta
especie a nivel comercial que permitiria un mejor manejo y evitaria su extincion si
la situacion actual se mantiene. Para lograr una produccién de manera eficiente y
que permita su rentabilidad es necesario conocer todos los aspectos en su
biologia que permitan su cultivo.

Desde 1999 se han realizado numerosos estudios en el pez blanco, logrando
importantes avances en el conocimiento de esta especie. Se midi6 el efecto de la
temperatura en el crecimiento y supervivencia en crias y juveniles encontrando los
mejores resultados a una temperatura de 25 °C (Martinez-Palacios et al., 2002).
Posteriormente se midié el efecto de la salinidad en la sopervivencia y crecimiento
en huevos y larvas, y se determind que la mejor salinidad es de 10% (Martinez-
Palacios et al., 2004). Seguido a esto, se realizé un estudio para determinar la
alimentacion del pez blanco concluyendo que es un pez que se alimenta
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principalmente de zooplancton durante todas las fases de su vida (Ross et al.,
2006).

El pez blanco es un pez asincrénico, que se reproduce durante todo el afio, pero la
frecuencia de los desoves varia a lo largo del mismo, se ha encontrado que el
fotoperiodo tiene un efecto directo en la produccion de huevos de esta especie,
incrementando la fecundidad y frecuencia de los desoves en fotoperiodos
prolongados (24L:0D y 18L:6D) (Martinez-Palacios et al., 2007). En un estudio
realizado para evaluar la frecuencia y calidad de los desoves del pez blanco, los
organismos fueron sometidos a un fotoperiodo 12L:120 con una proporcion sexual
1:2 (hembra: macho) durante 30 dias, se encontr6 que la fecundidad no vari
entre los tratamientos (1,301 huevos en promedio) y la tasa de fertilizacion se
mantuvo constante con un 93%, el nUmero de gotas de aceite y diametro del
huevo no variaron (2.0 gotas y 1.117 + 1.3 um de diametro), asi como la calidad
espermatica, con un volumen de 46.7 + 3.8 pl, una densidad espermatica de 2.44
+ 1.33 x10° espermas por mI! y una vitalidad de 92.81 + 1.11 (% de espermas
vivos) (Lopez, 2009; Pefaloza, 2009). Por otro lado, se evalud el efecto del acido
araquidonico (ARA) sobre la capacidad reproductiva y el nivel de prostaglandinas
en esta especie, encontrando que el administrar un alimento enriquecido con ARA
(4%), reduce el desgaste reproductivo y mejora la eficiencia del mismo (Salgado,
2010). Posteriormente se determind el punto de no retorno (PNR) y la
desaparicion de la gota de aceite en larvas de pez blanco de Patzcuaro asi como
el crecimiento y supervivencia de larvas alimentadas con rotifero enriquecido con
Chlorella sp., aceite de higado de bacalao y aceite de maiz, encontrandose el
PNR entre los dias 7 y 8 post eclosion (dpe), mientras que el agotamiento total de
las gotas de aceite tiene lugar entre los dias 7 y 11 dpe; los mejores resultados de
crecimiento y sobrevivencia se obtuvieron con el rotifero enriquecido con Chlorella.
La composicion de acidos grasos en los huevos (gota de aceite y vitelo)
analizados registraron valores de 1.85+0.05%, 4.19+0.2% para ARA, 0.88+0.04%,
0.392£0.02% en EPA y 20.11+0.33%, 18.62+0.58% para DHA en la gota de aceite
y el vitelo respectivamente (Rios-Duran et al., 2014). Posteriormente se estudio el
efecto de la salinidad en la biosintesis de acidos grasos polinsaturados de cadena
larga n-3 (LC-PUFA n-3) confirmando la hipétesis de que el pez blanco convierte
el &cido linolénico en acido eicosapentandico (EPA) y acido docosahexaendico
(DHA) (Fonseca-Madrigal et al., 2012).

También se ha evaluado el efecto del fotoperiodo y la temperatura en el
crecimiento y determinacion sexual del pez blanco en larvas de 90 dias post
eclosion (DPE), encontrando que se obtiene un mayor crecimiento en fotoperiodo
prolongado (24L:0D) y a una temperatura ideal de 25 °C con una proporcién
sexual 1:1 (Martinez-Chavez et al., 2014).

Por otro lado, se analiz6 el efecto de la administracién de tiroxina en el crecimiento
y supervivencia en juveniles, encontrandose que la administracion de bajas



concentraciones de tiroxina mejoran el crecimiento sin afectar los niveles
hormonales en los tejidos (Navarrete-Ramirez et al., 2011).

Como se puede advertir, existen avances importantes en el conocimiento del pez
blanco de Patzcuaro, sin embargo, aun hay aspectos que faltan por describir y
entender. Con lo logrado hasta el momento se puede construir un paquete
tecnolégico para su transferencia en el ambito comercial y cultivarlo de forma
intensiva. Pero antes de esto, es necesario determinar un aspecto importante en
toda actividad acuicola, conocer la eficiencia reproductiva y el desempefio de los
reproductores, particularmente mediante el uso del fotoperiodo.

Debido a que en la actualidad la produccion de larvas de pez blanco se realiza
bajo un esquema exhaustivo usando un fotoperiodo largo (18L:60), sin descanso,
se requiere de una gran cantidad de reproductores. Es muy importante conocer si
con un menor nimero de reproductores establecidos en sistemas con parejas
individuales resultaria ser mas eficiente en la reproduccion de la especie. Un uso
adecuado del fotoperiodo permitird lograr el escalamiento de la produccion de
crias y la implementacién del manejo adecuado de reproductores.

1.2. Fotoperiodo.

La luz es el factor clave del medio ambiente que regula todas las fases de vida de
los peces, desde el desarrollo embrionario, hasta la reproduccion, y las
variaciones en el fotoperiodo tienen un rol importante en el control de la
reproduccion en peces teleésteos (Villamizar et al., 2011; Migaud, 2006). La
mayoria de los organismos vivientes, incluyendo los peces, se caracterizan por
tener una elevada dinamica con el medio ambiente por los ritmos diarios y anuales
de fotoperiodo dirigidos por la rotacion de la tierra sobre su eje alrededor del sol.
Los animales se han adaptado para predecir estos cambios a través del sistema
bioldgico del reloj circadiano, sincronizando y anticipando eventos periédicos como
la salida/puesta del sol y entrando en un comportamiento ritmico y fisiologico
(Peirson et al., 2009).

1.3. Efecto del fotoperiodo en el desarrollo temprano larvario.

En el desarrollo temprano de peces, la luz (espectro e intensidad) juega un papel
importante. Por ejemplo, en huevos fertilizados y larvas de Lubina Europea
sometidos a diferentes fotoperiodos y espectros de luz (24L:00, 12L:12° 12L:00y
0L:120, luz roja, azul y blanca) se encontré un mayor crecimiento en longitud total
en las larvas eclosionadas bajo la luz azul y una mayor sobrevivencia en
fotoperiodo 24L:00 con la consecuencia de la presencia de problemas con la
vejiga natatoria y malformaciones en la mandibula (Villamizar et al., 2009). Por
otro lado, en larvas de Atun Aleta Amarilla (Tunnus albacares), la aplicacion de
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fotoperiodo continuo (24L:00) resulté en un mayor crecimiento y supervivencia de
las larvas en relacion al control (12:12) (Partridge et al., 2011). En otro estudio en
larvas de 0 a 16 Dias Post Eclosion (DPE) de Jurel Aleta Amarilla de California
(Seriola lalandi) se utilizaron diferentes intensidades de luz (baja, media y alta) y
visibilidad (agua turbia y clara), encontrando que con la luz de mayor intensidad
(alta) y menor Vvisibilidad (agua turbia), se obtuvo el mayor desarrollo y
supervivencia, asi como el mejor desarrollo de la vejiga natatoria de las larvas en
comparacion con los demas tratamientos (Stuart y Drawbridge, 2011).

1.4. Efecto del fotoperiodo en el crecimiento.

La influencia del fotoperiodo sobre el crecimiento en peces ha sido estudiado en
numerosas especies, tanto marinas como de agua dulce. En la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), se aplicaron diferentes fotoperiodos para ver su influencia
en el crecimiento y se encond que la exposicibn a mayores intensidades de luz
promueve el crecimiento (hasta un 25%) y una mayor eficiencia en la conversion
alimenticia (Taylor et al., 2006). En otro estudio, machos de 3.2 kg de Lubina
Europea (Dicentrarchus labrax) fueron sometidos durante 2 afios a dos
fotoperiodos (12L:120 y 18L:120); el tratamiento 18L:120 tuvo un efecto limitante
en el crecimiento gonadal pero ocasiond un mayor crecimiento de los organismos
con respecto al tratamiento 12:12 (Carrillo et al., 2010). Por otro lado, en larvas de
la misma especie de 1 a 40 dias post eclosién (DPE), se midié el crecimiento
utilizando varios espectros de luz y fotoperiodos (12L:120 luz blanca, 12L:120 luz
roja, 12L:120 Iluz azul, 24L:00 blanca y O0L:240) registrandose el mejor
crecimiento en el tratamiento 12L:120 luz azul (Villamizar et al., 2009).

1.5. Efecto del fotoperiodo en la maduracion sexual.

En lo que respecta al uso del fotoperiodo para inducir o inhibir la maduracion
sexual en peces, hay numerosos trabajos. Por ejemplo, se estudio el efecto del
uso de luz continua (24L:00) en la Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y se
observd que mejoraba el crecimiento somatico y se retrasaba el desarrollo
gonadal durante la etapa de alevines (Rad et al., 2006). En el Salvelino Artico
(Salvelinus alpinus) se evalud el efecto del fotoperiodo sobre la produccion de
esteroides sexuales (17p-estradiol y testosterona) y la maduracion gonadal,
encontrando que la exposicion a un fotoperiodo continuo (24L:00), retrasa la
maduracion sexual por hasta 15 semanas (Frantzen et al., 2004). En otros
estudios se ha encontrado que el fotoperiodo afecta el crecimiento y el ritmo
circadiano; por ejemplo, en el Eglefino (Melanogrammus aeglefinus) al utilizar dos
fotoperiodos, Fotoperiodo Natural Simulado (FNS) y Fotoperiodo Continuo (FC) se
encontr6 un mayor crecimiento hasta en un 50% en peso ganado en los
organismos sometidos al fotoperiodo FC, asi como una inhibiciébn en la
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maduracion gonadal (Davie et al.,, 2007). De igual manera, con el uso de
fotoperiodo continuo en hembras de Perca Euroasiatica (Perca fluviatilis) se inhibi6
el estado de vitalogénesis al disminuir los niveles de circulacion de hormonas
sexuales (T-testosterona, 17B-estradiol y 11-Cetotestosterona) (Milla et al., 2009).
Por otro lado, en machos de Bacalao del Atlantico (Gadus morhua) el uso de
fotoperiodo continuo logré disminuir o bloquear la diferenciacion de la
espermatogonia, con incremento de la apoptosis, asociado a los reducidos niveles
de andrégenos (Almeida et al., 2009). En otro estudio realizado en machos Lubina
(Dicentrarchus labrax) se logré reducir la maduracion sexual temprana mediante el
uso de fotoperiodo continuo (Felip etal., 2008).

1.6. Efecto del fotoperiodo en el desempefio reproductivo.

El desemperio reproductivo puede ser definido como la eficiencia de una especie
para producir descendencia durante el periodo reproductivo, tomando en cuenta
cuanta descendencia produce y su frecuencia (Saborido-Rey, 2008).

El efecto del fotoperiodo sobre el desempefio reproductivo se ha estudiado en
varias especies de peces y su conocimiento sirve para establecer estrategias
reproductivas eficientes. En la Perca Europea (Perca fluviatilis) al utilizar 4
distintos fotoperiodos SNP (Fotoperiodo Natural Simulado) NP (Fotoperiodo
Natural), 24L:00 y 18L:60, se encontrd0 que los regimenes de fotoperiodo tienen
una fuerte influencia en la gametogénesis, tiempo de desove, intervalo de desove,
calidad de huevo y mortalidad (Migaud et al., 2006). En la Lubina Negra
(Centropistris striata), se evaluaron los efectos de la exposicion a dos distintos
fotoperiodos, natural simulado (SNP) y extensién del dia (ALD), y se encontré que
el uso de ALD acelera los tiempos de sucesion de hembra a macho sin alterar la
produccion de huevos, con lo que se altera el ciclo de reproduccion y se
incrementa el suministro de huevos (Howell et al., 2003). En otro estudio con
Tilapia (Oreochromis niloticus), se utiliz el fotoperiodo bajo diferentes regimenes
para mejorar la eficiencia reproductiva, obteniendo una mayor fecundidad total y
fecundidad relativa, asi como una reduccion en la ventana entre desoves bajo un
fotoperiodo prolongado de 18L:60 (Campos-Mendoza et al., 2004). En la
Lucioperca (Sander lucioperca) se analiz6 el efecto de diferentes fotoperiodos
durante 40 dias (24L:00, 12L:120 y 0L:240) ademas del efecto del estrés en la
calidad reproductiva, tiempos y calidad de desove, fertilizacion, esteroides
sexuales (estradiol, progesterona, testosterona) y concentracion de cortisol. Bajo
el régimen de 24L:00 se adelantaron los desoves y se retrasaron en 0L:240, y al
aplicar estrés (los organismos fueron extraidos del agua con un red durante 20
segundos), la reproduccién se retras6 o se detuvo del todo en todos los regimenes
de fotoperiodo. La fertilizacién, nimero de huevo, la concentracion de esteroides
sexuales y de cortisol no mostré diferencias significativas en los diferentes
fotoperiodos ni con la aplicacion de estrés (Sarameh et al., 2012).



En peces Aterindpsidos, dentro de los que se incluye el pez blanco de Patzcuaro,
hay algunos estudios llevados a cabo para determinar el efecto del fotoperiodo en
el desempefio reproductivo. En Chirostoma humboldtianum por ejemplo, se
utilizaron dos fotoperiodos (9L:150 y 14L:100), con incrementos de temperatura
iniciando en 13 °C subiendo la temperatura cada 30 minutos hasta llegar a 23 °C,
encontrando que en el fotoperiodo 14L:100 a 19 °C se obtuvieron muditiples
desoves (Blancas-Arroyo et. al.,, 2004). En otro estudio mas reciente en
Chirostoma jordani, una hembra y dos machos fueron sometidos a un fotoperiodo
controlado (FC) (14L:100) mientras que 10 hembras y 15 machos fueron
expuestos a un Fotoperiodo Natural (FN). Se registré un gran nimero de desoves
en FC; durante el inicio del experimento se incremento la cantidad de huevos pero
posteriormente disminuyd su ndmero, mientras que el tratamiento de FN siguio el
modelo de curva polinominal, con una mayor eclosion y sobrevivencia de juveniles
que el FC (Arredondo-Figueroa et al., 2012).

1.7. Calidad del huevo: Perfil de 4cidos grasos.

El éxito reproductivo de los peces esta altamente influenciado por la calidad del
huevo que se produce. Un huevo de mala o baja calidad puede conducir a baja
eclosion y larvas débiles, pequefias y con poca supervivencia (lzquierdo et al.,
2001). Son varios los aspectos que influyen en la calidad del huevo, pero los mas
trascendentales son su composicion de acidos grasos, dentro de ellos y en mayor
medida, los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA). La mayoria
de los peces dulceacuicolas poseen la habilidad de utilizar aceites vegetales que
contienen acidos grasos como 18:3n-3 y 18:2n-6, como fuente para la biosintesis
de LC-PUFA como el ARA, EPA y DHA (Ling et al., 2006). Existen numerosos
trabajos que sustentan lo anterior. Sin embargo, en cada especie estudiada los
resultados son variables. En el pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor) se
demostré su capacidad de biosintesis de LC-PUFA utilizando precursores de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de 18 carbonos, lo cual explica su inusual
composicion de &cidos grasos para un pez de agua dulce, con un elevado
porcentaje de DHA/EPA en los tejidos (Fonseca-Madrigal et al., 2012). En otro
estudio se describié en el pez blanco de Patzcuaro la ruta de la biosintesis LC-
PUFA usando acido a-linolénico (18:3n-3) y &cido linolénico (18:2n-6) en la que
participan tres enzimas principalmente, dos desaturasas (Fads2a A4 y Fads2b
AB/A5) y una elongasa (Elovi5) (Fonseca-Madrigal et al., 2014). Usando como
modelo el pez zebra (Danio rerio), se ofrecio aceite de linaza y aceite de calamar
en diferentes concentraciones en la dieta de reproductores de esta especie,
encontrando mayor produccion de huevo y eclosion asi como una mayor
concentracion de ARA y EPA en higado, musculo, ovarios y huevo en la dieta
combinada (aceite de linaza + aceite de calamar) (Yaya-Ram et al., 2008). En el
pez espada (Xiphophorus helleri) se emple6 la misma dieta utilizada en el pez
zebra (aceite de linaza, aceite de calamar y la combinacion de ambas) y se
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encontré6 una mayor produccion de alevines y mejores niveles de LC-PUFA (ARA,
EPA y DHA) en tejidos (musculo e higado) y gonadas de los reproductores
alimentados con la dieta combinada de aceite de linaza con aceite de calamar
(Ling et al., 2006). En otro estudio se midieron los niveles de acidos grasos y
clases de lipidos en huevos fertilizados (desarrollo temprano y tardio) y larvas
recién eclosionadas de pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor), tanto
silvestres como en cautiverio; se encontraron concentraciones de EPA de un 4%
en cautiverio (en huevo, embriones y larvas recién eclosionadas) y un 4% de ARA
en huevos de reproductores en cautiverio en contraste con un 9% de ARA en el
huevo de peces salvajes, asi como una concentraciéon de 30% de DHA en huevo,
embriones y larvas que no reflejan el contenido de acidos grasos en el alimento, lo
gue presume una acumulacién de los reproductores a través de la dieta y lo
transfieren a los huevos (Martinez-Palacios et al., 2007).

En el pejerrey (Odontesthes bonariensis) se determind el didmetro del huevo,
vitelo y gotas de aceite durante la temporada de reproduccién (Septiembre —
Diciembre) encontrando que la calidad de huevo es mayor al inicio y decrece
conforme transcurre la temporada de desoves (Chalde et al., 2014). La
reproduccion de los organismos tiene un costo energético, la edad y el estado de
un organismo (nutricional, estrés, enfermedades) determina el equilibrio entre los
costos y los beneficios de la reproduccion. Una intensa y prolongada reproduccion
repercute en las hembras al tener que destinar gran cantidad de energia en éste
proceso (Belk et al., 2010).

1.8. Comportamiento reproductivo.

Recientemente, los peces han sido reconocidos como un modelo excepcional para
el estudio del comportamiento, tanto social como reproductivo. Los peces
presentan una enorme variedad de estrategias en cuanto al comportamiento
sexual (Clutton-Brock, 2007), los hay con o sin cuidado parental, ya sea por uno o
ambos progenitores, con o sin cortejo reproductivo. Los cortejos y el proceso de
desove pueden ser cortos, de algunos segundos, o largos, pudiendo durar incluso
dias (Saborido-Rey, 2008). Por ejemplo, en la mojarra (Cichlasoma demerus)
existen jerarquias sociales, asociadas al comportamiento reproductivo, en las que
una pareja dominante controla agresivamente un territorio, los desoves y el
cuidado de las crias (Tubert et al., 2012). Por otro lado en peces de cardumen
como el pez zebra (Danio rerio) durante el comportamiento reproductivo el macho
intenta atraer a la hembra hacia la zona de desove induciendo el desove mediante
oscilaciones rapidas de su cola contra el costado del cuerpo de la hembra (Larsen
et al., 2008). Un estudio en el guppy Endler's (Poecilia wingei) puso de manifiesto
que las fuentes de variacion tanto genéticas como ambientales contribuyen en el
comportamiento sexual individual sustentado en la experiencia previa en la



expresion de la conducta sexual y el esfuerzo para aparearse con la hembra
(Rezucha et al., 2014).

2. JUSTIFICACION.

Para poder cultivar con éxito y de manera eficiente al pez blanco de Péatzcuaro, es
importante conocer los aspectos biolégicos reproductivos de la especie, asi como
las condiciones adecuadas que permitan manejar su produccidn con éxito durante
todo el afio o la mayor parte de éste, establecer cuanto huevo produce cada
hembra, con qué periodicidad desova, cual es la proporcion sexual ideal de los
reproductores, a qué profundidad ocurre el desove, si existe 0 no un cortejo
reproductivo, en qué momento del dia ocurren los desoves (amanecer o al
anochecer) y cual es el efecto del uso de diferentes fotoperiodos sobre el
desempeiio reproductivo. Lo anterior permitiria  determinar una estrategia
reproductiva eficiente mediante el uso del mejor fotoperiodo para obtener una
produccién constante de huevos y por ende, de larvas durante todo el afio. Por
otro lado, el método actual de produccidon requiere de grandes lotes de
reproductores, lo cual demanda gran cantidad de espacio, mano de obra y
elevados gastos en insumos como alimento, agua, medicamentos, electricidad,
por mencionar algunos, ademas de los altos riesgos de enfermedades. Se
requiere implementar estrategias de reproduccion con el uso de menos
reproductores, que permitan optimizar espacio, y costos de produccion.

3. HIPOTESIS.

e EI uso de distintos fotoperiodos tiene un efecto en el desempefio
reproductivo del pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor, Jordan 1880),
asi como en los niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(ARA, EPA y DHA) en los huevos.



4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.

e Conocer el efecto de distintos fotoperiodos en el desempefio reproductivo
del pez blanco de Péatzcuaro (Chirostoma estor, Jordan 1880) bajo
condiciones controladas utilizando parejas individuales.

4.2. Objetivos particulares.

e Determinar la fecundidad total, fecundidad relativa e intervalos de desove
(desempefio reproductivo) del Pez Blanco en parejas independientes
sometidas a cuatro fotoperiodos (24L:00), 18L:60, 12L:120 y 6L:180).

e Evaluar el efecto del fotoperiodo y la frecuencia reproductiva en la
proporcién de acidos grasos (ARA, EPA Y DHA) de huevos de pez blanco.

e Describir el proceso de desove y determinar sSi existe un cortejo
reproductivo en el Pez Blanco.



5. MATERIALES Y METODOS.

Para evaluar el desempefio reproductivo de los peces blancos sometidos a
diferentes fotoperiodos, se llevd a cabo un experimento en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia Acuicola y Acuicultura del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IAF-U.M.S.N.H) en la ciudad de
Morelia, Michoacan. Se utilizaron reproductores de pez blanco de 3 afios de edad
seleccionados al azar de un lote de reproductores del Laboratorio de produccién
(Planta de Reproductores), en sistemas de recirculacion, por triplicado.

5.1. Metodologia experimental.
5.1.1. Sistema experimental: M6dulos de reproduccion cerrados.

Se montaron tres modulos experimentales de recirculacion con cubierta para
poder controlar el fotoperiodo, cada mdodulo contaba con una capacidad de 950
litros, con un tanque circular de 1.10 metros de diametro, con un sistema de
filtracion mecanico-biolégico y un enfriador marca BOYU modelo L-500 con
capacidad para hasta 1,200 litros por hora. La recirculacién del sistema fue
controlada mediante una bomba marca BOYU modelo GX4P-5000 con flujo
regulable y capacidad de hasta 5,000 litros por hora. La cubierta de cada mddulo
contenia una ventana para poder observar el interior, ésta incluia un cristal opaco
para prevenir que los peces se estresaran al ser abierta la ventana de
observacion. Cada médulo fue iluminado con un foco con control de intensidad de
25 watts y 6,000° kelvin, controlados por un reloj astronémico digital (Lutron
RadioRa2 version 6.5) que permitié programar los distintos fotoperiodos.

Se realizaron cambios de agua semanales de un 25% para eliminar los desechos
que no atrapara el sistema de filtracién y/o se acumularan en el fondo del tanque,
asi como para que los niveles de nitratos se mantuvieran bajos (el sistema de
filtracion no elimina nitratos). Cada modulo contd con un sistema de video
grabacion marca Uniden GUARDIAN modelo G755 con camaras montadas viendo
el interior de los modulos para registrar el momento del desove, asi como el
comportamiento de los reproductores antes y después del desove. Dicho sistema
de monitoreo incluia ademas vision nocturna y transmision inalambrica. También
se instal6 en cada mdédulo un alimentador automético de pilas marca BOYU
modelo ZW-82 que proporcionaria el alimento a los reproductores en cada médulo
(Figura 1).
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FIGURA 1. Médulos de reproduccion para pez Blanco (se muestrauno con la
tapay ventana de observacion).

5.1.2. Seleccidén de reproductores.

Se seleccionaron al azar tres parejas de reproductores de pez blanco de
Patzcuaro (1:1) de tres afios de edad del lote de reproductores del Laboratorio de
Acuicultura 'y Nutriciéon. Durante la seleccidén, los reproductores fueron
anestesiados con 10 mg/L Benzocaina (Ross et al., 2007) para su manejo y evitar
en lo posible el estrés, y fueron trasladados del tanque de reproductores a los
mobdulos experimentales. Para transportar los reproductores seleccionados se
introdujeron las parejas dentro de una bolsa polietileno de 60 x 80 cm con agua
del tanque de origen, ésta a su vez dentro de doble bolsa negra de 60 x 80 cm
para evitar el estrés en los organismos. Las parejas se seleccionaron mediante la
revision de los poros genitales para determinar el sexo y se confirmaron mediante
la extraccion de esperma u ovocitos presionando ligeramente el vientre de los
ejemplares. Cada pareja fue medida y pesada (Tabla 1), para luego ser aclimatada
y liberada en cada médulo; de esta manera se ubico una pareja en cada modulo.

Se utilizaron un total de 12 hembras debido a que en cada tratamiento se registro
mortalidad (Anexo ).
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TABLA 1. Longitud total (cm) y peso total (g) de los reproductores machos y
hembras de pez blanco de Patzcuaro seleccionados para el experimento de

reproduccion con diferentes fotoperiodos.

MODULO NO. SEXO
1 ?
1 3
2 ?
2 3
3 ?
3 3

PESO (g)

78
68
72
68
64
76

LONGITUD (cm)

20.9
19.5
19.6
20.2
19.2
20.7

Los reproductores fueron recibidos con cierta cantidad de sal en el agua de cada
uno de los médulos, esto con la finalidad de prevenir infecciones por el manejo y
traslado de los peces. Durante su aclimatacion la salinidad existente era de 2.5 - 3
g/L, la cual se fue gradualmente incrementando hasta llegar a 7 g/L de sal en un
periodo de 2 dias. Las parejas de pez blanco fueron mantenidas a esta salinidad
durante 5 dias. Posteriormente se eliminé la sal realizando recambio de 100 % del

agua de cada médulo de reproducciéon de forma gradual (Tabla 2).

TABLA 2. Concentracién de la salinidad (g/L) durante el periodo de
aclimatacion de los reproductores en los moédulos de reproduccion.

MODULO No. 3

FECHA MODULO No. 1 MODULO No. 2
21/Mayo/2014 3.0 2.5
28/Mayo/2014* 3.0 2.5
29/Mayo/2014 4.5 4.0
30/Mayo/2014 7.0 7.0
5/Junio/2014 0.2 0.2

*Fechade Introduccion de losreproductores en los Médulos.

3.0
3.0
5.0
7.0
0.3
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5.1.3. Fotoperiodo.

Se aplicaron cuatro diferentes fotoperiodos por triplicado, evaluando un
tratamiento de fotoperiodo a la vez en el sistema de tres médulos; cada modulo
correspondia a una repeticion. El primer tratamiento fue de 24L:00 (L=horas luz;
O=horas obscuridad), seguido del fotoperiodo 18L:60, para luego pasar por el
fotoperiodo de 12L:120 vy finalmente el fotoperiodo 6L:180 (Tabla 3). Cada
tratamiento de fotoperiodo tuvo una duracion de 61 dias. Asi, los peces fueron
sometidos inicialmente al fotoperiodo 24L:00, durante 61 dias. Transcurrido este
tiempo los peces sufrieron un periodo de aclimatacion de 20 dias para luego ser
sometidos al segundo fotoperiodo por 61 dias mas, posteriormente se aclimataron
por 20 dias al siguiente fotoperiodo, y asi sucesivamente, hasta probar el Ultimo
fotoperiodo (Figura 2). Los desoves obtenidos durante los periodos de
aclimatacion de los reproductores a cada tratamiento, no se consideraron como
parte de los resultados. Durante todo el experimento la temperatura se mantuvo
constante (21 °C + 1) y controlada utilizando un enfriador marca BOYU modelo
BYL500.

TABLA 3. Disefio experimental: 4 Fotoperiodos evaluados, por triplicado, 2
reproductores de 3 afios por médulo, en una proporcion 12:14.

Numerode

Descripcién Fotoperiodo Numerode peces por
general (L= horas luz; D = horas obscuridad) Tanques tanque

(Réplicas) replicado
Luz continua 24L:00 3 2
Dia largo 18L:60 3 2
Normal 12L:120 3 2
Dia corto 6L:180 3 2

24L:00 18L:60 12L:120 6L:180

MODULO #1

MODULO #2

MODULO #3

e
S
S

114

61 dias (2 meses) = Cambio fotoperiodo

FIGURA 2. Diagrama del disefio experimental.



5.1.4. Alimentacion de los reproductores.

A cada pareja se le proporcioné alimento balanceado (especialmente formulado
para pez blanco), aproximadamente al 3% de la biomasa corporal, 8 veces al dia
(7:00, 9:30, 12:00, 14:30, 17:00, 18:30 y 21:00 horas), para los fotoperiodos
241.:00 y 18L:60, y 6 veces para los fotoperiodos 12L:120 y 6L:180 utilizando el
alimentador automatico a baterias mencionado anteriormente (BOYU modelo ZW-
82).

5.1.5. Descripcién del cortejo y proceso de desove.

Para observar si existia cortejo reproductivo y en qué momento se llevaba a cabo
el proceso de desove, se utilizd un sistema de video grabacién, el cual se
programo para que grabara durante 4 horas al encenderse la iluminacion, 4 horas
antes de que se apagara la iluminacién y 4 horas a la mitad del periodo de
iluminacion para cada fotoperiodo, debido a que en estos horarios es cuando
suele desovar el pez blanco y con la finalidad de no saturar la memoria de
grabacion. La primer video grabacion inici6 30 minutos antes de que iniciara el
encendido gradual de la iluminacion y la dltima termind 30 minutos posteriores al
apagado de la iluminacion. Las grabaciones fueron analizadas para determinar en
qué momento del fotoperiodo ocurrié el desove, si se establecié el cortejo
reproductivo y a qué altura de la columna de agua ocurrié el desove, asi como la
descripcion del mismo y su duracion.

5.1.6. Colecta y manejo de los huevos.

Todos los dias se revis6 cada moédulo para detectar la presencia de huevo y
verificar que los reproductores se encontraran en buen estado.

Los huevecillo producidos en cada mddulo fueron colectados, primero, del sistema
de filtracion, al cual se le incluyd una malla especial plastica cuadriculada que
permiti6 atrapar los huevos arrastrados por la corriente, evitando que se
mezclaran en la fibra del sistema de filtracién, con lo que se obtuvieron huevos
limpios y de facil recoleccion. Los huevos que se mantuvieron en el tanque de los
reproductores fueron extraidos mediante sifoneo, tratando de colectar los huevos
en su totalidad. En cada desove se anoto la fecha y el modulo del que se obtuvo.
Posteriormente los huevos fueron separados de sus hilos adherentes cortandolos
manualmente con tijera cuidadosamente para no dafarlos, fueron lavados y
decantados para eliminar los hilos y sedimentos, para luego ser contados y
revisados mediante un microscopio compuesto marca Carl Zeis modelo Axiostar
1031-031 con objetivo 4X (Figura 3). Se determiné la tasa de fertilizacién, nUmero
total de huevos, fases de desarrollo embrionario y anormalidades en el huevo y/o
desarrollo embrionario. Aunado a esto se midié el tiempo (dias) entre desoves
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para cada pareja. Posteriormente los huevos fueron colocados en una incubadora
(Aparato de Weiss) para su desarrollo hasta la eclosion.

Huevo recién colectado.

Huevo limpio.

Revision del huevo al microscopio.
Conteo de huevo.

Huevos en incubacién.

FIGURA 3. Diagrama del procesamiento de los huevos colectados.

5.1.7. Desempefio reproductivo.

Para conocer y determinar el desempeiio reproductivo de un organismo dado, se
requiere tomar una serie de datos que permiten establecer el grado de desgaste y
eficacia reproductiva. Para obtener éstos datos, en la gran mayoria de los casos,
es necesario sacrificar el organismo para extraer las gbnadas y con éstas tomar la
informacion  necesaria como el Indice Gonadosomatico (IG), Indice
Hepatosomatico (IH), Fecundidad Relativa (FE) y la Fecundidad Absoluta (FA),
Estados de Desarrollo Folicular (EDF), entre otros. En el presente trabajo esto no
fue posible el sacrificio de los organismos, debido a la poca disponibilidad de
reproductores, los cuales son de gran valor e importancia para recuperar la
poblacién, por lo que solo se procesaron 8 ejemplares (6 hembras y 2 machos)
que por diversos motivos murieron durante el experimento y fueron reemplazados
por nuevos ejemplares para continuar con el desarrollo del mismo.

El IG se calculd6 mediante el empleo de la siguiente férmula:
IG = Pg/Pt * 100

Donde:
IG = indice gonadosomatico.
Pg = Peso de la gbnada.

15



Pt = Peso total del ejemplar.

El IH es la relacion que existe entre el peso del higado y el peso del organismo. En
este caso se determiné especificamente para las hembras, puesto que en el
higado se segregan vitelogeninas durante la fase conocida como vitelogénesis
exogena, que son captadas por los ovocitos en el desarrollo. El IH se calculd
mediante la siguiente formula:

IH=Ph/Pv * 100

Donde:
IH = indice hepatosomatico.
Ph = Peso del higado.
Pv = Peso eviscerado del pez.

La fecundidad fue estimada a partir de las muestras de las gonadas de 6 hembras
en estadio 4 (vitelogénesis) y 5 (Foliculos maduros) de maduracion (Cardenas et
al., 2008). Para este fin se realizO un conteo de ovocitos de tres muestras del
ovario extraidos al azar, cada una de alrededor de 0.25 gramos (pesados en una
micro balanza de precision 0.0001g Mettler Toledo modelo EL303). Cada una de
estas muestras se analizdé independientemente para el recuento de los ovocitos.

Con base en el nimero de ovocitos de las muestras y el peso total de las
gonadas, se calcul6 el niumero total de ovocitos contenidos en la gonada y la
fecundidad Absoluta (FA) y Relativa (FR). La FA y la FR se estimaron mediante
las formulas:

FA = No x Pg/Pmg
Donde:
FA = Fecundidad absoluta.
No = Numero de ovocitos.
Pg = Peso total de la gonada.
Pmg = Peso de la muestra de la génada.

FR=FA/Pt
Donde:
FR = Fecundidad relativa.
FA = Fecundidad absoluta.
Pt = Peso total del organismo (g).

Para observar el estado de desarrollo folicular, se llevaron a cabo los analisis
histolégicos de las gonadas de aquellos ejemplares que murieron, 14
reproductores en total (12 hembras y 2 machos) pero solo fue posible tomar
muestras a 6 hembras y 2 machos debido a que los demas ejemplares tenian
mucho tiempo de haber muerto lo que los descartaba para tomar muestras (por
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estar en estado de descomposicion). Las gonadas (14 ovarios y 4 testiculos)
fueron extraidas, pesadas Yy fijadas en solucién Bouin durante 24 horas para luego
almacenarlas en alcohol al 70% (Céardenas et al., 2008). Posteriormente, en el
laboratorio de Histopatologia del CIAD, Mazatlan, fueron procesadas bajo técnicas
histolégicas con tincién de Hematoxilina y Eosina para finalmente fijar los cortes
histologicos de 6um. Se determinaron los estadios de maduracion gonadal tanto
de hembras como de machos empleando un microscopio compuesto marca Carl
Zeis modelo Axiostar 1031-031 (Cardenas et al., 2008).

5.1.8. Monitoreo de la Calidad del Agua.

Se midieron los niveles de Oxigeno, Amonio, Nitritos, Nitratos, Dureza Total y pH
cada 15 dias. La primera muestra para andlisis se tomd antes de introducir los
reproductores en los modulos. La temperatura fue medida de forma constante (las
24 horas) mediante el empleo de un termémetro electronico digital LED exterior
con zonda marca DYMAX modelo DY-TD, se registro la temperatura todos los
dias. Las muestras de agua se analizaron mediante el empleo de un KIT de
andlisis con potenciéometro YSI Modelo EcoSense 9500. El pH se determiné con
un potenciometro Fisher Scientific Accumet Basic modelo AB15 y el oxigeno
utiizando un oximetro con sonda marca YSI modelo 55-12FT. La salinidad se
medi6 utilizando un refractometro ATAGO Modelo S/Mil-E (O~100 %/1qo).

5.1.9. Calidad del huevo: Perfil de &cidos grasos.

Para cada tratamiento (24L:00, 18L:60, 12L:120 y 6L:180), se tomaron
tres muestras representativas de varios desoves (200 huevos aproximadamente
por desove). Los huevos colectados (recién fertilizados) fueron puestos en frascos
etiquetados y almacenados en un ultra congelador a -80 °C para su posterior
andlisis. La extracciéon de lipidos se realizd mediante la técnica de derivatizaciéon
directa de lipidos totales (Anexo I). Las muestras fueron fijadas en 6ml de solucién
Folch en viales de vidrio de 7.5 ml, se les afiadieron 10puL de BHT (5 mg/10 mL
CHCL3) como antioxidante y 10 ul de C23:0 (20 ml/20ml CHCL3) como estandar
interno. Se mantuvo por 24horas a -20 °C y se procedié a la separacion de la
muestra en dos partes. La mitad de cada muestra fue guardada como respaldo del
experimento, y la otra mitad se utiliz6 para el andlisis de acidos grasos. Esta
dltima fraccién se evaporé a sequedad por medio del burbujeo con nitrdgeno
gaseoso. Posteriormente se le afiadieron 2.5 ml metanol: HCL para luego
someterlas a un termobafio a una temperatura de 85 °C durante 2.5 horas o hasta
lograr la total evaporacion (maximo 3 horas), se dejaron enfriar y se les agreg6
hexano, se vortexiaron y se centrifugaron las muestras a 2000 rpm a 5 °C por
5min.
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Se procedid6 a quitar la fase metanol (inferior), se agregaron 2 ml de agua
destilada, se agitaron en un vortex y se sometieron nuevamente a la centrifuga.
Las muestras se llevaron a congelar por 24 horas a -20 °C. Posteriormente se
retird la fase hexano mas los lipidos colocandolos en un vial ambar. De este
volumen, se transfirieron 500ul del hexano con la fraccion lipidica a viales ambar
para ser inyectados en el cromatégrafo de gases.

Se determind el perfil de acidos grasos mediante el uso de un cromatografo de
gases con detector FID (Agilent Technologies modelo 6850) con autoinyector
(modelo 7683) y columna capilar de silice (Agilent Technologies modelo DB-23)
(50% Cianopropil — metoxipolisilo), de 30.0 m x 0.250 mm x 0.25 Um.

5.1.10. Velocidad de la corriente.

Se realiz6 la medicién de la velocidad de la corriente del agua en cada uno de los
moddulos utilizando una sonda de flujp marca Global Water modelo FP111 (rango
de sensor: 0.3 — 19.9 FPS, 0.1 — 6.1 MPS). La medicion se efectud utilizando dos
diferentes tuberias de salida. La primera salida con tubo PVC de 1” con un codo
de 45°, posteriormente se colocé otra salida dividiendo ésta en dos mediante una
Tee de PVC de 1” y dos codos de PVC de 45° de 1” en cada extremo.

5.2. Analisis Estadistico.

Los resultados obtenidos de Fecundidad Total, Fecundidad Relativa y Frecuencia
de Desoves, fueron analizados mediante un ANOVA de una via con un nivel de
significancia de a = 0.05 para los casos en que los datos se distribuyeron
normalmente y una prueba posterior de Tukey y/lo Método Dunn's de
comparaciones multiples. Para los casos en los que no se cumplié el supuesto de
normalidad los datos fueron analizados mediante una prueba de Kruskall-Wallis.
Todos los analisis fueron llevados a cabo mediante el uso del paquete estadistico
Sigma Plot version 12.5. Los resultados se presentan como promedio + D. E
(Desviacion Estandar). Los datos en porcentaje fueron transformados mediante el
Logl0 o Arcoseno segun correspondia de acuerdo a los valores de los
porcentajes. Debido al bajo nimero de muestras se aplicé la correccion de
Bonferroni. Los parametros de calidad del agua se analizaron mediante un
ANOVA de una via para evaluar la posible variabilidad entre los tratamientos
donde se cumplieron los supuestos de normalidad, y donde no se cumplieron se
analizaron los datos mediante la prueba de Kruskall-Wallis.
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6. RESULTADOS.

6.1. Parametros fisico-quimicos del agua de los modulos.

En el andlisis de los parametros fisico-quimicos antes y después de introducir las
parejas de reproductores de pez blanco en los médulos, se obtuvieron valores que
se encuentran dentro del intervalo descrito para esta especie (Rosas, 1970), a
excepcion de los nitratos (NOs), cuyos valores fueron generalmente altos. Sin
embargo éste parametro aparentemente no afectd de manera importante a los
peces durante el experimento, debido a que no se presentd pérdida de apetito, ni
se observd algun comportamiento anormal (desorientacién) (signo de intoxicacién
por nitratos). Los ligeros incrementos en algunos parametros correspondieron a
las fechas en que se daba mantenimiento al filtro mecanico-bioldgico de los
moédulos. En la tabla 4, se presentan los datos obtenidos en los modulos de
experimentacién antes de iniciar el experimento y en la tabla 5, se presentan los
datos obtenidos durante el experimento. Durante el experimento no se
encontraron diferencias estadisticas significativas en los diferentes parametros
medidos (P = 0.05), salvo en dos casos, oxigeno disuelto (O. D.) entre los
tratamientos 18L:60 y 12L:120 y Amoniaco (NH®) respecto a los tratamientos
24L:00 y 6L:180 (P < 0.05) (Tabla 8).

TABLA 4. Parametros fisico-quimicos del agua de los moddulos de
reproduccion antes de iniciar el experimento (sin peces) (n=1).

SIN PECES *

VARIABLE MODULOS (REPLICAS)
Temperatura (°C) 20.8 21 21.8
0.D (mg/L) 5.7 5.3 6.05
pH 8.52 8.41 8.26
NH; (mg/L) 0.07 0.08 0.06
NH," (mg/L) 0.084 0.096 0.072
NO, (mg/L) 0.01 0.05 0.02
NOj; (mg/L) 2.08 1.12 1.14
CaCO, (mg/L) 49 50 46
Ca*? (mg/L) 20 20 20
Salinidad (g/L) 3.0 2.5 3.0

+ Previo alinicio de los tratamientos.
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TABLA 5. Parametros fisico-quimicos del agua de los mddulos de
reproduccion durante el experimento (61 dias por tratamiento) (n=3).
Calidad del agua.
TRATAMIENTOS (Horas Luz : Horas Obscuridad)

VARIABLE® 24:0 18:6 12:12 6:18
Temperatura

() 21+0.24° 21.07 +0.53° 21+0.54° 21.1+0.55°
0.D (mg/L) 5.48 +0.43 ° 5.34+0.48° 5.79+0.24° 5.65 + 0.08 *°
pH 827+ 0.13° 8.2+0.08° 8.31+0.06° 8.38 +0.05°
NH; (mg/L) 0.06 + 0.04° 0.04 +0.02 *° 0.03 +0.09 *° 0.01+0.01°
NH," (mg/L) 0.07 +0.06°? 0.05 +0.03 ® 0.08 +0.10° 0.3+0.01°
NO, (mg/L) 0.04 +0.07 ® 0.03+0.02° 0.03 +£0.04° 0.01+0.014a
NO; (mg/L) 827+251° 7.99+2.78° 83+0.71° 7.54+273°
CaCo, (mg/L) 43.83+4.39° 41.25+4.01° 49.25+22.6° 43.59+5.76°
Ca*? (mg/L) 18.17 +2.33° 16.58 +2.23° 20.83+9.8° 18.17 +2.2°
Salinidad

(g/L) 0.90 +2.14° 0.17 £0.33° 0.42 +0.83° 0.33+0.67°

* Valores expresados como promedio * desviacion estandar.
+ Diferentes superindices indican diferencias significativas
(ANOVA, Tukey test, P < 0.05)

6.2. Desempefio reproductivo.

Durante el experimento se registraron un total de 74 desoves, 24, 33, 17 y O
desoves correspondientes a los fotoperiodos 24L:00, 18L:60, 12L:120 y 6L:180
respectivamente, con diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
18L:60 y 12:L:120 (P < 0.01) (Tabla 6), presentandose el mayor nimero de
desoves en el tratamiento 18L:60. El total de huevos por tratamiento fue
incrementandose conforme se reducian las horas luz por tratamiento iniciando en
7,563, seguido de 36,225, posteriormente 50,517 y finalmente 0 de los
fotoperiodos 24L:00, 18L:60, 12L:120 y 6L:180 respectivamente.

Los intervalos de desove (dias entre desoves) resultaron variables tanto por
tratamiento como por hembra (réplica), particularmente en el tratamiento 24L:00 el
cual tuvo fluctuaciones de 10 a 0.5 dias de intervalo entre desove, el tratamiento
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18L:60 resultd el mas estable con poca fluctuacion entre los dias de intervalos,
seguido por el tratamiento 12:L:120, en el Ultimo tratamiento no se presentaron
desoves. En promedio fueron 5, 4.3, 6.4 y O dias de intervalo entre desoves para
los tratamientos 24L:00, 18L:60, 12L:120 y 6L:180 respectivamente, no se
encontraron diferencias significativas estadisticamente (P < 0.01) (Tabla 6) entre
los tratamientos.

La fecundidad absoluta obtenida arrojo informacion interesante, ya que la cantidad
de huevos obtenidos por tratamiento se incrementd conforme se redujo la cantidad
de luz pasando de 582 huevos para el tratamiento 24L:00 a 2,787 huevos para el
tratamiento 18L:60, 5,057 huevos para el tratamiento 12L:120 y 0 huevos para el
tratamiento 6L:120. El analisis estadistico arrojo diferencias significativas entre los
tratamientos (P < 0.01) de los fotoperiodos 18L:60 y 12L:120 con respecto a los
fotoperiodos 24L:00 y 6L:180 (Tabla 6). Si bien la mejor fecundidad absoluta se
encontré para el tratamiento 12L:120, se debi6 particularmente a una sola hembra
cuya produccién fue extraordinaria comparada con las otras réplicas (2 hembras).

Los resultados encontrados para la fecundidad relativa fueron similares entre los
tratamientos y en relaciéon a la fecundidad total cuyo valor fue de 14.13 huevos por
g?! para el tratamiento 24L:00, 44.19 huevos por g en el tratamiento 18L:60,
65.73 huevos por g para el tratamiento 12L:120 y 10.68 huevos por g en el
tratamiento 6L:180. Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos 12L:120 y 6L:180 (P <0.01) (Tabla 6).

En lo que respecta a la fertilizacion de los desoves, se registro un 10.8 % para el
tratamiento 24L:00, 70.2 % en el tratamiento 18L:60, 85.8 % para el tratamiento
12L:120 y 0 % para el tratamiento 6L:180. Se encontraron diferencias
significativas estadisticamente entre los tratamientos (P < 0.01) resultando
mejores los fotoperiodos 18L:60 y 12L:120 (Tabla 6). Al igual que en parametros
anteriores, el porcentaje de fertilizacién fue variable entre las réplicas, lo que
afect6 el promedio final, incrementandose conforme se avanz6 en los
tratamientos, cuyo mejor desempefio se encontré a partir del tratamiento 18L:60,
seguido por el 12L:120 con valores de hasta 99.53% como maximo.
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TABLA 6.

DESEMPENO REPRODUCTIVO DEL PEZ BLANCO (Chirostoma estor) BAJO CUATRO DIFERENTES REGIMENES DE
ILUMINACION.

Parametro Fotoperiodo

Reproductivo 241:00 18L:60 12L:120 6L:180
Total desoves* 24°° 33° 17°® o°
Intervalo de desove (dias) 496 +3.03° 43+0.79° 6.4+1.64° o°
Total Huevos* 7,563 36,225 50,517 0
Fecundidad absoluta 582 +339° 2,787 1,305 ° 5,057 + 1,342 ° 0°
Fecundidad relativa (huevos g?) 14+11° 44 +0.7"% 66 +33.5°° 11+08°
Porcentaje de fertilizacién 10.78 +5.1° 70.2 + 19.53 ° 85.84 +11.13 ° 0°
Porcentaje de eclosién 8.78£5.07° 37.43+24.19° 31.94 + 19.55° 0°

Valores en media + desviacion estandar. Anotacion con diferentes superindices indican diferencias estadisticamente
diferentes (ANOVA, prueba de Dunn's, correccion de Bonferroni P < 0.0125).

*Indica valores totales del experimento.

Durante el tratamiento 12L:120 se obtuvieron datos inéditos registrados para esta
especie. Se obtuvo el mayor desove con 7,649 huevos, asi como la mayor tasa de
fertilizacion con 99.53%. También fue notable el desempefio de la pareja del
Modulo no 2, con mas de 60 mil huevos desovados en 61 dias en 10 desoves
ademas de 19 mil larvas eclosionadas y un promedio sobre los 5 mil huevos por
desove.

Durante la revision de los huevos fertilizados en el microscopio se observé un gran
porcentaje (mas del 85%) de division celular asimétrica, particularmente durante
los 4 a 18 blastdmeros. También se observaron escasos macro huevos y micro
huevos, asi como desarrollo larvario con malformaciones (menos del 1%) (Figura
4.)

FIGURA 4. Anormalidades de desarrollo embrionario encontrado en los
huevos colectados durante los tratamientos. a) huevo 2 blastémeros
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simétricos, b) Huevo con 32 blastémeros asimétricos, c¢) huevo con 8
blastémeros asimétricos, d) macro huevo no fertilizado.

FIGURA 5. Fases de desarrollo embrionario encontrado en los huevos
colectados durante los tratamientos. a) huevo sin fertilizar, b) Huevo con 4 a
32 blastomeros, ¢) huevo con 128 o mas blastdmeros, d) huevo en
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gastrulacion (flechas), €) huevo con formacién de ojos y f) embriones de 5
dias de desarrollo (presencia de pigmentacion y movimiento).

En total, durante los 4 tratamientos experimentales (24L:00, 18L:60, 12L:120 y
6L:180) se colectaron 94,355 huevos, resultado de los primeros tres fotoperiodos
del experimento debido a que no se presentd ningun desove en el Ultimo
fotoperiodo (6L:180), se obtuvo un promedio general de 2,621 huevos por
hembra. El porcentaje general de fertilizacion fue del 55.61% (52,471 huevos
fertilizados), de éste 10.78% correspondid al tratamiento 24L:00, seguido por un
70.2% para el tratamiento 18L:60 y con un 85.84% de fertilizaciéon para el
tratamiento 12L:120 con diferencias estadisticas significativas (P < 0.01), entre el
tratamiento 24L:00 con respecto a los tratamientos 18L:60 y 12L:120. En total
eclosionaron 10,817 larvas equivalente al 26.33% (Tabla 8), 8.78, 37.43 y 31.94%
correspondientes a los tratamientos 24L:00, 18L:60, 12L:120 respectivamente y
0% en 6L:180 debido a que no se tuvieron desoves, al igual que en la tasa de
fertilizacion se encontraron diferencias estadisticas significativas del tratamiento
24L.:00 con respecto a los tratamientos 18L:60 y 12L:120 (P < 0.01), resultando
mejores éstos ultimos (Figuras 5: a —f, 5, 6, 7y 8).

Tras varias colectas de huevo durante los tratamientos se encontré que Si no es
colectado, cortado los hilos, limpiado e incubado inmediatamente después de
finalizado el desove, los embriones mueren. En los huevos colectados mas de 24
horas después de concluido el desove, la mortalidad fue de entre el 90 y 100%.
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FIGURA 6. Diagrama de la dispersion del nimero de huevos por desove
de hembras de pez blanco en funcién del fotoperiodo.

24



120

100

80

60

40

20

Porcentaje de Fertilizacién

-20
Desoves

—0—24L.00 —@—18L:60 —0—121:120

FIGURA 7. Diagrama de la dispersion de la tasa de fertilizacion por desove de
hembras de pez blanco en funcién del fotoperiodo.
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FIGURA 8. Diagrama de la dispersion de la tasa de eclosion por desove de
hembras de pez blanco en funcién del fotoperiodo.
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6.3. Calidad del huevo: Perfil de 4cidos grasos.

Los resultados del perfil de acidos grasos obtenidos del analisis de los huevos
colectados en los distintos tratamientos resultaron muy similares. Los porcentajes
de ARA encontrados fueron de 3.02, 3.11 y 3.47% correspondiente a los
tratamientos 24L:00, 18L:60 y 12L:120 respectivamente, mostrando un ligero
incremento conforme las horas de obscuridad se incrementaron, sin encontrarse
diferencias estadisticas significativas (P < 0.0125, correccién de Bonferroni).

Los porcentajes de EPA encontrados fueron de 1.58% para el tratamiento 24L:00,
1,67% para el tratamiento 18L:60 y con 0.82% para el tratamiento 12L:120, el
cual mostré6 un decremento al pasar de un tratamiento de larga duracion (horas
luz) a uno de menor duracion. Se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los dos tratamientos de mayor luz (24L:00 y 18L:60), con
respecto al tratamiento con méas horas de obscuridad (12L:120).

Finalmente, los porcentajes de DHA encontrados fueron de 30.34, 29.52 y 25.79%
correspondientes a los tratamientos 24L:00, 18L:60 y 12L:120 respectivamente
(Figura 8). No se encontraron diferencias estadisticas significativas, pero se
muestra una disminucién del DHA conforme las horas de luz disminuyen y las de
obscuridad aumentan, resultando mayor en el tratamiento 24L:00 y con el menor
porcentaje el tratamiento 12L:120. El valor de DHA/EPA result6 significativamente
mayor (P < 0.001) en el tratamiento 12L:120 con respecto al resto de los
tratamientos. Los acidos grasos saturados fueron decreciendo en concentracion
conforme aumentaban las horas de obscuridad, pero sin mostrar diferencias
estadisticas significativas. Los porcentajes acidos grasos monoinsaturados fueron
incrementandose al aumentar las horas de obscuridad pasando de 21.35% a
22.99% y 25.44% de los tratamientos 24L:00, 18L:60 y 12L:120 respectivamente.
El total de PUFA se mantuvo constante durante los tratamientos (47.37%, 46.45%
y 46.43%) (Tabla 7).
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TABLA 7. Porcentaje del perfil de &cidos grasos LC-PUFA (ARA, EPA y DHA)

de huevos recién fertilizados de los diferentes tratamientos.

HUEVO DE PEZ BLANCO RECIEN FERTILIZADO

TRATAMIENTO
Acido Graso (FOTOPERIODO)*
241:00 | 18L:60 121:120
20:4n-6 (ARA) 3.02 3.11 3.47
20:5n-3 (EPA) 1.58 1.67 0.82
22:6n-3 (DHA) 30.34 29.52 25.79
DHA / EPA 19.92 18.23 52.31
Total saturados 31.59 30.55 28.14
Total monoinsaturados 21.35 22.99 25.44
Total PUFA 47.37 46.45 46.43

* Valores en porcentaje (%)

EPA y DHA disminuyen conforme transcurren los tratamientos mientras que

ARA se incrementa. DHA/EPA incrementa significativamente en el tratamiento

121:12D (P < 0.001)
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FIGURA 9. Contenido de LC-PUFA en huevo recién fertiizado de Pez Blanco

(Chirostoma estor), bajo diferentes fotoperiodos. No se presentaron diferencias
estadisticas significativas en ARA y DHA, pero si en EPA (P <0.001).
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6.4. Descripcion del proceso de cortejo y desove.

Como resultado de la revision de los videos grabados durante el experimento, por
primera ocasion se pudo observar el proceso de desove del pez blanco de
Patzcuaro, algo que nunca se habia podido describir. EI desove es largo y con
pausas breves, con gran actividad por parte de ambos reproductores, pero sobre
todo del macho, el cual sigue constantemente a la hembra. Hay momentos en el
que el macho se posiciona frente a la hembra (cabeza — cabeza) moviéndola
vigorosamente al igual que el resto del cuerpo, exhibiéndose ante la hembra, el
desove ocurre principalmente a partir de la parte media de la columna de agua del
tanque, llegando incluso hasta el borde de la superficie, utilizando el fondo para
tomar descansos 0 pausas particularmente por parte de la hembra.

El primer desove registrado en video ocurrié el 29 de junio de 2014, en el que se
obsenvd el proceso, el cual es muy activo, particularmente por parte del macho. El
desove inicié alrededor de las 9:00 horas de la mafiana y tuvo una duracion
aproximada de una hora. Se aprecia al macho muy activo, sigue de forma efusiva
y constante a la hembra por detras y debajo de ella dandole ligeros golpes en el
vientre con la parte anterior y lateral de la cabeza. En momentos la acorrala en las
paredes del tanque utilizando su cuerpo, ocasionando que se junten los cuerpos
de ambos peces, momento donde sucede la liberacion de huevos por la hembra.
El desove ocurre con pausas entre cada liberacion de huevos, regulada por la
hembra, ya que ésta se queda inmovil o estatica sin o con poco nado en el fondo
del tanque por un tiempo variable, de pocos segundos hasta 5 minutos, mientras
el macho se mantiene activo nadando rapido por todo el tanque, acercandose
constantemente a la hembra en espera de que ésta se mueva. Cuando la hembra
se mueve 0 inicia su nado, el macho la persigue por todo el tanque dando paso al
proceso de desove culminado por un “abrazo” de ambos reproductores (Figura 9).
El macho se posiciona a un costado por detras de la hembra, juntando su lado
ventrolateral de éste al de la hembra, a nivel del orificio genital, arqueando
ligeramente el cuerpo, éste proceso (abrazo) dura apenas fracciones de segundo
y se repite varias veces (21 = 4) hasta concluir el desove. Se encontraron
diferencias estadisticas significativas en el tratamiento 24L:00 cuyo ndmero de
eventos fue mayor con respecto a los demas tratamientos (P < 0.0125, correccién
de Bonferroni). Al terminar el desove ambos disminuyen drastica vy
significativamente su actividad, incluso mas que en estado normal, debido al
agotamiento por la intensidad y duracién del proceso de desove. El nado es lento
y la hembra suele pasar largo tiempo en el fondo del tanque con muy poco nado.

Para los tres tratamientos (24L:00, 18L:60 y 12L:120), el proceso de desove fue
el mismo, pero en los fotoperiodos 18L:60 y 12L120 la intensidad de éste se
reduce notablemente asi como el nivel de excitacion por parte del macho y por
ende, el acoso de éste hacia la hembra. El 85% de los desoves ocurrieron por la
tarde-noche justo cuando la iluminacién desciende y 45 minutos antes de que se
apague (Tabla 8). De un total de 24 desoves 12 ocurrieron al amanecer en el
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tratamiento 24L:00, para el tratamiento 18L:60 se registraron 30 desoves al
amanecer de un total de 33 y en el tratamiento 12L.120, 12 de un total de 16
ocurrieron al amanecer. Solo en el fotoperiodo 6L:180 no se presentaron desoves.

Al revisar con detalle los videos se pudo observar, que en aquellos desoves
ocurridos por la mafiana, el dia anterior, durante las Ultimas horas de iluminacion,
ambos reproductores se vuelven mucho mas activos, nadando mas rapido por
todo el tanque, lo cual es un indicio de que estan dando inicio al cortejo de desove.

TABLA 8.

COMPORTAMIENTO REPRODUCTIVO DEL PEZ BLANCO (Chirostoma estor) BAJO CUATRO DIFERENTES
REGIMENES DE ILUMINACION.

Parametro Fotoperiodo

Reproductivo 24L:00 18L:60 12L:120 6L:180
Ovoposiciones (abrazos) 26+5°? 18+3° 19+2° 0P
Desoves al amanecer 12+2 30+0.5 12+0.3 0
Desoves al medio dia 6+1 0 0 0
Desoves al anochecer 61 3+0.2 4+05 0

Valores en media t desviacion estandar. Anotacidn con diferentes superindices indican diferencias estadisticamente

diferentes (ANOVA, prueba de Dunn's, correccion de Bonferroni P < 0.0125)

FIGURA 10. Cortejo y Proceso de desove (abrazo) durante la reproduccion del

pez blanco: (A) persecucion, (B) inicio desove, (C) conclusion desove y (D)
separacion.

29



6.5. Velocidad de la corriente de agua.

Al inicio de los tratamientos la velocidad de la corriente fue muy intensa, creando
un vortice en el centro del tanque debido a su forma circular y con el drenaje en la
parte central del fondo del mismo. Esta corriente afecto la fertilizacion, ademas de
que estresaba a los organismos al mantener esfuerzo constante de nado a contra
corriente.

Se modificé la salida del agua hacia el tanque con una doble boquilla de salida lo
que neutralizo la velocidad de la corriente sin afectar el flujo y volumen de agua,
esto permitié reducir el estrés y se reflejo en la tasa de fertilizacién (Tabla 9)
(Figura 10).

TABLA 9. Promedio de recambios/dia de los médulos de reproducciéon en el
tratamiento 24L:00: La velocidad de la corriente afecté en la tasa de
fertilizacion negativamente.

I\(I::;glllili)s FLUJO POR FLUJO POR RECAMBIOS / vi‘g:;&?ﬁ? E FERTI'I-I\I.SI‘Z\ : ; 6N
No. MINUTO (L) HORA (L) DIA (m/seg.) (%)
3 21.30 1,278.12 32.29 0.4 0.0
1 22.77 1,366.08 34.51 0.0 57.65
2 23.40 1,404.24 35.48 0.0 84.51
3 19.36 1,161.48 29.34 0.0 56.22
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FIGURA 11. Velocidad de la corriente y la tasa de fertilizacion. La corriente es
inversamente proporcional a la tasa de fertilizacion.
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7. DISCUSION.

7.1. Desempefio reproductivo.

El presente trabajo muestra por primera vez el desempefio reproductivo en
hembras de C. estor observadas individualmente en cautiverio con lo cual se
avanza en el conocimiento de la especie. Dicho desempefio fue modulado por los
distintos tratamientos de fotoperiodo como se ha observado que ocurre en otras
especies de Atherindpsidos (Arredondo-Figueroa et al., 2012). El nimero de
desoves y el nUmero huevo total resultd mayor en 18L:60, pero la fecundidad
absoluta fue aun mayor en el tratamiento 12L:120, en el que se incrementaron los
intervalos de desoves llevado a un menor nimero de desoves total pero
compensado con una mayor produccion de huevos similar a lo encontrado en
pejerrey (Odontesthes bonariensis) (Chalde et al., 2014) y difiere de lo reportado
en C. jordani en donde si bien la mejor produccién se present6 en el fotoperiodo
largo (14L:100), ésta disminuyo con el tiempo (Arredondo-Figueroa et al. 2012), lo
cual no se presentdé en el presente trabajo con C. estor. Sin embargo, los
presentes resultados en el pez blanco difieren de lo encontrado por Martinez-
Palacios (2007) con ésta misma especie, cuyos mejores resultados se obtuvieron
en los fotoperiodos mas largos (24L:00 y 18L:60), probablemente debido a que el
experimento se realizd con cardumenes de reproductores en estanques al aire
libre y no con parejas individuales bajo condiciones controladas. También difiere
de lo reportado para reproductores de Perca Euroasiatica (Perca fluviatilis), la
cual, al ser sometida a un fotoperiodo largo (24L:00) no presenté desarrollo
gonadal y en el tratamiento 16L:80 se observd gametogénesis heterogénea con
s6lo un 54% de gravidez en las hembras y un 30% de madurez en los machos
(Migaud et al., 2006). Por otro lado, en la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) se
obtuvieron los mejores resultados (fertilizacion, intervalo de desove, fecundidad
total y fecundidad relativa) en el fotoperiodo 18L:60, seguido por el 12L:120 en
donde se observaron huevos significativamente mas grandes que en los demas
tratamientos (Campos-Mendoza et al., 2004), similar a lo obtenido en el pez
blanco. El uso del fotoperiodo como regulador de la reproduccion también quedo
demostrado en hembras Lubina Negra (Centropristis striata) al aplicar un
fotoperiodo artificial largo (15L:90) en el cual se obtuvo una aceleracion del
proceso de maduracion (Howell et al., 2003).

La producciéon de huevos, porcentaje de fertilizacién y tasa de eclosién se tuvieron
comportamientos diferentes en cada tratamiento. En el fotoperiodo 6L:180 no se
registraron desoves. Durante el fotoperiodo 24L:00 se registraron los valores mas
bajos, mejorando los resultados en el tratamiento 18L:60 en comparacion con el
tratamiento  24L:00. Los valores mas altos se registraron en el tratamiento
12L.:120, contrastando con lo reportado en otros AterinOpsidos como pejerrey
(Odontesthes bonariensis) y el charal (C. jordani), en ambos, la produccién de
huevos por desove pasé de incrementar al inicio del experimento, a disminuir la
produccion de huevos al final del experimento. Sin embargo, en C. jordani se
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obtuvo un aumento en el nimero de desoves y un incremento en la produccion de
huevos con una proporcion sexual 2:1 en comparacion con en el grupo control
(cardumen con proporciéon de 15:10) (Arredondo-Figueroa et al., 2012; Chalde et
al., 2014). Es posible que aunque se les haya otorgado un periodo de aclimatacion
a los reproductores de pez blanco, a) éste no haya sido suficiente, b) que hubiera
un efecto acumulativo de pasar de un tratamiento a otro o c¢) que la reposicion de
algunas hembras por las que murieron a mitad del experimento haya afectado las
tendencias globales del mismo.

La observacion de divisiones celulares anormales durante la segmentacion
temprana en el desarrollo embrionario de huevos de pez blanco no mostré6 una
relacién negativa con los porcentajes de eclosion y sobrevivencia en el pez blanco,
como fue reportado para el Huachinango (Lutjanus peru) (Moguel-Hernandez et
al., 2013).

Al igual que en tilapia (O. niloticus) el intervalo de desoves fue menor en los
tratamientos largos (18L:60 y 24L:00), aumentando conforme se reducian las
horas de luz (Campos-Mendoza et al., 2004), es decir, mayor nimero de desoves
en los tratamientos con fotoperiodo mas largo, siendo el mejor tratamiento el
18L:60 con un promedio de 4.5 dias entre desoves y el mas constante,
comparado con los demas tratamientos, cuyos intervalos fluctuaron mucho. En
otros Aterindpsidos como en el Charal (C. jordani), el intervalo de desoves mas
corto reportado fue de 7.6 dias (Arredondo-Figueroa et. al., 2012), 3 dias mas que
para el pez blanco. Largos periodos de exposicion a la luz adelantan los desoves y
en contraparte, periodos cortos de luz retrasan o detienen por completo los
desoves, como lo reportado en Sander lucioperca y Perca fluviatilis (Sarameh et
al., 2012; Migaud et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos de este fenGmeno
no han sido elucidados, pero se sabe que ocurren alteraciones en la actividad
androgénica ovarica (Ganesh et al., 2015).

Las hembras presentaron un desempefio reproductivo diferente entre si dentro de
cada tratamiento, tanto en el nimero de desoves como en la cantidad de huevos.
En cada tratamiento al menos una tuvo un desempefio mayor al resto dentro del
mismo tratamiento, a pesar de contar con la misma edad, asi como talla y peso
muy similares. La cantidad de huevos por hembra fue mas notable en el
tratamiento 12L:120 en el que una hembra tuvo un promedio de 6,008 huevos,
mientras que las otras dos desovaron en promedio 3,586 y 2,391, éste resultado
se encuentra relacionado con el consumo de alimento, la hembra con la mayor
produccion de huevos consumio casi 4 veces mas alimento que las otras dos
hembras (4.05% de peso corporal por dia). La eficiencia reproductiva puede ser
afectada por variaciones interanuales en la talla y la edad, asi como por factores
externos como la temperatura y el fotoperiodo, ademas de una mala condicién
fisica (mala alimentacion, lesiones, estrés o enfermedades) (Saborido-Rey, 2008).
En el presente trabajo tanto la edad y talla de las hembras era la misma y la
temperatura se mantuvo constante durante todo el experimento, sélo el
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fotoperiodo fue el Unico factor que se modificO durante el experimento. La
reproduccion es un proceso muy susceptible de ser afectado por estrés (Sarameh
et al., 2012) y una caracteristica del pez blanco es que tiende a estresarse con
facilidad (Martinez-Palacios et al., 2002).

En pejerrey (Odontesthes bonariensis), un Atherinopsidae como el pez blanco, se
demostré que la tasa de fertilizacion y el tamafio de los huevos decrecen conforme
transcurre la temporada reproductiva (Septiembre —Diciembre) (Chalde et al.,
2014). Esa tendencia no se presentd con el pez blanco, al contrario, la tasa de
fertilizacion se incrementd durante el experimento llegando a un 99.53%
(tratamiento 12L:120).

Al principio del experimento fue muy evidente que la velocidad de la corriente
afectod la tasa de fertilizacion. La tasa de fertilizacion aumenté considerablemente
en todos los tratamientos cuando se redujo la velocidad de la corriente a O m/seg.
Son pocos los trabajos sobre el efecto de la velocidad de la corriente en el
desempeiio reproductivo. En Notorus placidus en el que se describe que un flujo
intenso altera el desempefio reproductivo asi como la eficacia en la fertilizacion
(Bryan et al., 2006). No asi en otras especies de peces, particularmente aquellas
cuyo ciclo de reproduccion incluye la migracion, como en Perca Macquarie
(Macquaria australasica), cuyo desempefio reproductivo se ve afectado si no
migra a los afluentes del lago Dartmouth (Gray et al., 2000).

7.2. Calidad del huevo: Perfil de acidos grasos.

Los valores de LC-PUFAs encontrados en los huevos de los diferentes
tratamientos mostraron un patron y nimeros similar a trabajos anteriores con el
pez blanco (Chirostoma estor) (Palacios et al., 2007; Salgado, 2009, Rios-Duran et
al., 2014). El EPA y DHA decrecen conforme se reducen las horas luz, y en
cambio el ARA aumenta conforme se reducen las horas luz. Aunque en el EPA se
presentd un ligero incremento en el tratamiento 18L:60 con respecto al
tratamiento 24L:00, para luego caer en el tratamiento 12L:120.

La disminucion de EPA y DHA se debe al desgaste de los organismos sometidos a
un fotoperiodo largo (18L:60), particularmente transcurridas de 8 semanas
(Salgado, 2009), sin embargo en el presente trabajo esto no sucedi6. La
disminucion ocurrio conforme se cambid a un diferente fotoperiodo, disminuyendo
las horas luz, con la consecuencia de un aumento en la cantidad de huevos
desovados en el casi el mismo periodo tiempo (9 semanas). Los porcentajes de
HUFAs se mantuvieron constantes durante cada tratamiento y se reflejaba
anicamente en cada hembra dado que cada una tuvo un desempefio reproductivo
diferente. Probablemente debido a la edad de los reproductores, cuya edad de
todas las hembras al terminar el experimento era de mas de 4 afios, hembras
viejas tienden a exhibir un gran declive en su desempefio reproductivo a pesar de
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que son mas eficientes en la asignacién de la energia para la reproduccion, en
comparacion con hembras jévenes (Belk, 2010), por lo que se podria considerar
como viejas, a aquellas hembras de pez blanco de mas de 4 afios de edad.

La calidad del huevo en la concentraciéon de HUFA puede ser afectada por el
fotoperiodo y la nutricion (Brooks et al., 1997), por mencionar algunas de las
variables mas importantes a considerar y se refleja en los resultados obtenidos en
este trabajo. Los valores encontrados para ARA, EPA Y DHA se encuentran
dentro el rango registrado para ésta especie (3-5% de ARA, 1-3% EPA y 20-32%
de DHA), sometida a la misma dieta (alimento balanceado mas artemia adulta
viva) (Fonseca-Madrigal et al., 2014; Rios-Duran et al., 2014; Palacios et al.,
2006). En 24L:00 la produccién de huevos fue la mas baja, pero presento el
mayor porcentaje de HUFAs, en cambio, en el tratamiento 18L:60, disminuyé el
porcentaje de DHA, pero se incrementd el ARA y el EPA, la produccion de huevos
aumenté considerablemente con respecto al fotoperiodo anterior el intervalo de
desove era mas amplio y muy constante (4.5 dias), lo cual conlleva a un mayor
esfuerzo energético para la produccion de huevos (Belk, 2010), si se toma en
cuenta que ocurre un desove cada 4.5 dias. Finalmente, en el tratamiento
12L.:120, la producciéon de huevos fue mucho mayor que las dos anteriores (90%
mas huevos), lo anterior requiere de mas energia para producir tal cantidad de
huevos, lo que conduce a una disminucion de EPA Y DHA, y a un incremento de
ARA de acuerdo a lo descrito por Brooks (1997).

DHA/EPA registro la diferencia mas importante en el tratamiento 12L:120 con
respecto del resto, con un rango mucho mayor (mas de 2.5 veces), esto
probablemente se deba a la produccién de huevos, que resultd ser la mayor para
el tratamiento 12L:120, destinando mucha energia en el proceso, con una mayor
biosintesis de DHA a partir de EPA (Fonseca-Madrigal et al., 2014) como
compensacion por la falta de LC-PUFA debido al esfuerzo reproductivo.

7.3. Comportamiento reproductivo.

El comportamiento reproductivo observado a través de las grabaciones mostré un
proceso complejo pero, facil de detectar, el cual es similar a otras especies como
Zebrafish y otros Aterindpsidos (Arredondo-Figueroa et al., 2012, Larsen et al.,
2008), que son peces de cardumen y con desoves mlltiples y su éxito
reproductivo depende de su habilidad para realizar eficientemente el cortejo
reproductivo (Larsen et al.,, 2008). El cortejo inicia con el incremento en la
actividad de los reproductores, particularmente del macho, el nado es mas rapido,
en un momento dado, la hembra inicia su nado de manera intensa y rapida y es
inmediatamente seguida por el macho, llegando por detras de ésta hasta colocarla
cerca del fondo o pared del tanque y mediante un abrazo se produce el desove, el
evento se repite hasta concluir el proceso de desove y, entre cada evento, el
tiempo entre éstos se hace cada vez mayor, muy similar a lo ocurrido en otras
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especies de cardumen (Saborido-Rey, 2008). En el pez Zebra el comportamiento
de cortejo consiste en intentos del macho por atraer a la hembra a la zona de
desove donde la induce a desovar mediante oscilaciones rapidas de la cola contra
los costados de la hembra (Larsen et al., 2008). La exposicion a un fotoperiodo
largo (24L:00) tiene una influencia sobre el comportamiento en los machos de C.
estor, provocando que estos se sobre exciten y constantemente persigan a las
hembras en busca de que estas desoven, lo cual le ocasiona un estrés, éste
comportamiento tan inusual podria explicarse por el aumento en la concentracion
de hormonas como GnRH3 que es influenciada por la luz como fue descrito en la
mojarra (Cichlasoma dimerus) (Liley et al., 1983, Fiszbein et al.,, 2010). En la
Brema plateada (Blicca bjoerkna L.) se describe un cortejo de desove similar en el
gue el macho corteja a la hembra tocando su vientre para luego ondular su cuerpo
y pegarlo junto al vientre de la hembra e inducir el desove (Matondo et. al., 2013).
En Zebrafish las feromonas juegan un papel importante en la reproduccion y
comportamiento, la liberacion de feromonas por los machos estimula la produccion
de las hembras e incrementa la calidad y viabilidad de los huevos, mientras que
las hembras, la liberacién de feromonas induce a los machos a iniciar el cortejo y
afecta a otras hembras disminuyendo la viabilidad de sus huevos e incuso suprimir
su reproduccién, por lo que cambios en la liberacién de feromonas tiene influencia
en el comportamiento y éxito reproductivo (Gerlach, 2006), el papel de las
feromonas aun no se ha estudiado en el pez blanco.
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8. CONCLUSIONES.

El uso de distintos fotoperiodos tiene un efecto directo sobre el desempefio
reproductivo del Pez Blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor), afecta la frecuencia
reproductiva, intervalos de desoves y la fecundidad. Esto significa que utilizando
diferentes fotoperiodos se pueden incrementar o detener los desoves.

La reproduccion de parejas individuales del Pez Blanco de Patzcuaro es viable y
eficiente, si bien aln hay aspectos a considerar y analizar en futuros trabajos,
como el estrés y la mortalidad de los organismos. Particularmente de las hembras
que en casi todos los casos fueron las que murieron sin ninguna causa aparente o
enfermedad evidente.

El proceso de desove ocurre mayormente por la tarde, poco antes de que se
apague la iluminacion (45 minutos antes), el macho persigue a la hembra y la
arrincona para “abrazarla” con lo que se induce el desove, todo el proceso dura
aproximadamente media hora, al terminar el desove, la actividad tanto del macho
como la hembra decrece notablemente cambiando su estado altamente activo a
uno de completo reposo con poco nado.

El mejor desempefio reproductivo se observo en el fotoperiodo 18L:60, debido
gue la frecuencia reproductiva tiene poca variacion, con desoves cada 4.5 dias, si
bien durante el fotoperiodo 12L:120 se presentaron resultados notables (90% mas
huevo), sélo son atribuibles a una sola hembra (variacion inter individuo), cuya
produccion durante éste fotoperiodo fue sobresaliente y superior a todo lo
esperado y observado para esta especie.

La proporcién sexual 1:1 es suficiente para obtener una fertilizacion superior al
90% en éste tipo de sistemas. También se descubrié la importancia de colectar el
huevo poco tiempo después de concluido el desove, ya que el huevo resulta muy
fragil durante las primeras 24-48 horas, en el que se puede morir hasta el 100%
del huevo fertilizado si no es colocado en una incubadora.

So obtuvieron resultados importantes inéditos, el intervalo de desove mas corto
fue de menos de 12 horas, también se obtuvo el desove con mayor niumero de
huevos, con 7,649 desovados por una sola hembra, asi como la mayor tasa de
fertilizacion para la proporcion sexual 1:1 con un 99.5%.

Sin embargo, la tasa de eclosion es baja, menor al 40%, pero la supervivencia de
las larvas es alta, con un 75% durante el primer mes. Mediante el uso de este tipo
de sistemas para el cultivo del Pez Blanco de Péatzcuaro se pueden obtener de
207,600 a 412,800 huevos por hembra al afio y entre 83,040 a 165,120 larvas al
afo.
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9. RECOMENDACIONES.

» Para el manejo y reproduccion del pez blanco de Patzcuaro se recomienda
inducir la reproduccion en modulos cerrados.

» Utilizar diferentes proporciones sexuales (3:1, 3:2 o 3:3), con la finalidad de
determinar el desempefio reproductivo en comparacion con la proporcién
sexual 1:1y reducir el estrés al tratarse de una especie de cardumen.

» Colectar el huevo desovado lo més pronto posible (por la mafana), cortar
los hilos, limpiarlo ponerlo a incubar de inmediato, debido a lo delicado que
es el huevo en las primeras 24 horas.

» Por dltimo se recomienda elaborar una dieta especifica para reproductores
y alimentar hasta 8 veces al dia (dependiendo del fotoperiodo utilizado), asi
como dejar a los reproductores al menos 3 meses en un fotoperiodo corto
(6L:180) para evitar que tengan actividad reproductiva, a manera de
descanso.
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ANEXO 1.
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ANEXO 2.

DERIVATIZACION DIRECTA DE LiPIDOS TOTALES

Pesar tejido (aprox. 50 mg)

!

X 24 hrs.a-20°C
Disgregar tejido

Extraer con 6ml Folch (T6)
(Cloroformo: metanol 2:1)
+101C23:0+ 101 BHT

|

vortexear

Sonicar 15 min. en bafio con hielo y

Separar 3 ml de extracto

h 2

Separar 3 ml de extracto
T15

A

(T4) Guardara-20°C
(Backup)

¥

Evaporar asequedad (T < 30°C)

DERIVATIZAR

2.5 ml Metanol: HCL 95:5 (85°C— 2.5 h)

ENFRIAR

|

Agregar 1 ml de hexano vortex

y centrifugar a 2000 rpma 5°C
x 5 min.

Quitar fase metanol (inferior)
+ 2 ml de agua destilada:
vortexy centrifugar a 2000
rpma 5°C x 5 min.

;_J

Separar fase hexano + L —
lipidos (vial @mbar)

Congelarde 2 a 24 hrs.

a-20°C.

4
CROMATOGRAFO DE
GASES
(Analisis de FAME)

Si el agua nose
congela
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Tabla de mortalidad y biométricas de los reproductores.

TRATAMIENTO| GONADA (gr) | PESO % (gr) [LONGITUD @ (cm)|Grasa Visceral (gr)] HIGADO (gr) 1.G. F.A. OBSERVACIONES
24L:0D 2.8 64.2 19.7 1.6 1.7 4.361370717 3085.6 Lesiones
24L:0D 2.2 64.6 20.4 1.8 2.1 3.405572755 2424.4 Lesiones
18L:6D 3.6 64.5 20.1 0 1.5 5.581395349 3967.2
18L:6D* 3.8 65.1 21.5 0 1.2 5.837173579 4187.6 Pérdida de ojos
12L:12D 4.6 68.3 20.5 0 2.1 6.734992679 5069.2 Lesiones
12L:12D 3.9 67.2 20.3 0 2 5.803571429 4297.8
6L:18D 0.7 71 21.6 0.9 0.7 0.985915493 771.4 Infeccion
6L:18D 1.0 64.2 19.7 0.3 1.7 1.557632399 1102
* Sin grasa corporal, higado pequefio, fallecié 6 dias después de su ultimo desove. Infeccion y exoftalmia del ojo derecho.
. G. (Indice Gonosomadico), F. A. (Fecundidad Absoluta)
Tablas de frecuencia alimenticia de los reproductores por tratamiento.
ALIMENTACION DURANTE LOS TRATAMIENTOS
FOTOPERIODO 24L:0D
MODULO # PESO REPRODUCTORES  PESO (gr) FRECUENCIA/DIA TOTAL/DIA (gr) % DIiA
1 73 0.3440 8 2.752 3.77
2 82 0.4099 8 3.2792 4.00
3 70 0.3237 8 2.5896 3.70
ALIMENTACION DURANTE LOS TRATAMIENTOS
FOTOPERIODO 18L:6D
MODULO # PESO REPRODUCTORES ~ PESO (gr)  FRECUENCIA/DIA TOTAL/DIA (gr) % DiA
1 73 0.1890 8 1.512 2.07
2 82 0.1935 8 1.548 1.89
3 70 0.1435 8 1.148 1.64
ALIMENTACION DURANTE LOS TRATAMIENTOS
FOTOPERIODO 12L:12D
MODULO # PESO REPRODUCTORES  PESO (gr)  FRECUENCIA/DIA TOTAL/DIA (gr) % DiA
1 73 0.3554 4 1.4216 1.95
2 82 0.6648 5 3.324 4.05
3 82 0.3597 4 1.4388 1.75
ALIMENTACION DURANTE LOS TRATAMIENTOS
FOTOPERIODO 6L:18D
MODULO # PESO REPRODUCTORES  PESO (gr) FRECUENCIA/DIA TOTAL/DIA (gr) % DIiA
1 73 0.3554 4 0.789777778 1.08
2 82 0.6648 5 " 2.374285714 2.90
3 82 0.3597 4 0.799333333 0.97
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