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Resumen

En el cultivo de peces marinos, una de las etapas mas criticas es la larvicultura,
etapa donde ocurre las mayores mortalidades, debido a que cuando las larvas
consumen por completo el saco vitelino y gota de aceite deben de estar
preparadas para el inicio de la alimentacion exdgena, por lo general, comprende
de presas de alimento vivo como rotiferos y Artemia. Sin embargo, a pesar de
contener altos nivel de proteina carecen de ciertos micronutrientes que los
organismos necesitan para un éptimo crecimiento y desarrollo adecuado. Durante
los dltimos afios, se han evaluado los efectos de la adicidn de varios tipos de
suplementos o enriquecedores, recibiendo la atencién la taurina como fuente
exdgena para potenciar el crecimiento, salud y por ende los parametros de
rendimiento en las especies de peces marinos en cultivo desde etapa larvaria
hasta la de engorda. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el
efecto que presenta la taurina en el crecimiento, sobrevivencia y actividad
enzimatica durante el desarrollo temprano de Totoaba macdonaldi en cultivo
intensivo. El tratamiento que mostr6 mayor crecimiento corresponde al de
enriquecimiento con 600 mg/l de taurina. Los resultados muestran que conforme
aumenta el nivel de taurina en la dieta las enzimas digestivas como las proteasas
alcalinas totales, proteasas acidas tipo pepsina, tripsina aumentan en su nivel de
actividad, lo que por ende resulté en una mejor utilizacion de los nutrientes
presentes en el alimento vivo, corroborandose a nivel del desarrollo del sistema
digestivo donde la evidencia histolégica muestra que la maduracién de los 6rganos

encargados de la digestion como las glandulas gastricas ya estan presentes de



forma incipiente a partir del dia post eclosion (DPE) 18, completando su
transformacion para el (DPE) 24 en especial en los tratamientos 400 y 600 mg/l

Tau.

Abstract

The main critical stage in fish marine farming is larval culture, stage were the
highest mortality rate is present , this is mainly because the larvae consumes its
yolk sac and oil drop in its totality , preparing them for the start of live feeding to
eat live feeding with is mainly composed of pray such as Rotifers and Artemia .
There is a high nutritional value to these organisms but they lack come essential
micronutrients that the organism needs for their optimal growth and development.
Over the last years there has been a great deal of evaluation done of the addition
supplements and enrichments, receiving the late attention to the addition of taurine
as an hexogen source to potentized growth , development, overall health and thus
the overall performance in fish farming during its larval and juvenile stages. The
objective of the present investigation is to determine the overall impact of taurine
on the growth and enzymatic activity in the early development of Totoaba
macdonaldi in intensive rearing systems. The enrichment that showed a bigger
growth was the one with a concentration of 600mg/L. According to several authors,
taurine increases the growth and development, thus making the larval farming
stage shorter and more efficient, decreasing the overall cost of live feed. The
results also show that as the taurine levels increase in the diet, digestive enzymes
such as total alkaline proteases, acid protease pepsin type and trypsin increase in

their activity levels, resulting in a better utilization of the nutrients present in live



feed, corroborating itself with the development of the digestive system were the
histological evidence shows a significant maturation of digestive organs such as
the gastric gland whit is incipient since dph 18, completing its transformation at dph

24 specially when treated with 400 and 600mg/L.



Introduccién

El alto impacto de las pesquerias sobre las especies de importancia comercial
dado su valor econdmico y nutricional como fuente de proteina de calidad para
consumo humano ha generado la disminucion de los individuos en su habitat
natural junto con otras especies capturadas de manera incidental, ante esta
situacion el desarrollo de biotecnologias que promuevan e intensifiqguen la
adquisicién de un namero mayor de crias para fines de repoblacion y produccién
en cautiverio mediante la utilizacién de técnicas de cultivo en cuerpos de agua
abiertos o cerrados bajo diferentes escalas de producciéon como extensivo, semi-
intensivo e intensivo se ha venido desarrollando por medio de la acuacultura
(Castello, 1993). La acuacultura ha participado en el aumento de la produccion
mundial de pescados y mariscos a escalas que llegan a ser cada vez de mayor
volumen que las que se podrian obtener por las pesquerias, debido a que las
principales zonas de captura mundial se encuentran en un estado de
sobreexplotacién, desequilibrio y sin posibilidades de recuperacion (FAO, 2016). El
éxito de un cultivo de peces marinos a escala intensiva se basa en la produccién
de larvas de peces marinos en masa, sin embargo, se encuentra limitado debido a
diferentes factores tales como: genéticos, calidad de huevo y nutricionales,
mismos que se reflejan en bajo porcentajes de tasa de eclosion y falta de
nutrientes esenciales en el alimento vivo y micro dietas suministrados a las larvas
de peces en desarrollo (Izquierdo y Koven, 2011; Eryalcin, 2016). El alimento vivo
es fundamental en las primeras etapas de desarrollo de la mayoria los de peces

marinos que carecen de un estébmago funcional al inicio de su etapa de vida,



debido a que es el alimento vivo el encargado en aportar de forma exdgena
enzimas digestivas y nutrientes de facil digestion. Sin embargo, es conocido que
los rotiferos y Artemias carecen de ciertos nutrientes esenciales indispensables
para el desarrollo de la larva como lo son: los acidos grasos poli insaturados
(PUFA), aminoacidos esenciales (EAA), vitaminas, minerales y otros
micronutrientes, por lo cual es de suma importancia el enriqguecimiento de este tipo
de alimento durante la etapa larvaria (Rotman et al., 2016). En estudios recientes
se ha estudiado a la taurina como uno de los elementos importantes en el
desarrollo de las etapas iniciales de peces con desarrollo rapido 6 cadena
alimenticia propiamente de origen carnivoro, debido a sus diversas funciones:
funcién biliar, osmo-regulacién, funcion renal, estimulador alimenticio, sistema
digestivo y promotor de crecimiento (Salze et al., 2015). La mayoria de las
especies de las larvas de peces en el medio natural se alimentan de copépodos,
en el cual su composicién nutricional tiene un contenido de taurina entre 0.58—
0.83% (Katagiri et al, 2016), mientras que los alimentos vivos tradicionales
contienen niveles aparentemente muy bajos: rotiferos 0.11-0.19% (Yamamoto et
al., 2008), y Artemias 0.09-0.20% (Salze et al., 2011), por lo que se considera que
la suplementacion de taurina en el alimento vivo para la primera alimentacion
exdgena es indispensable. La taurina es el nombre comun del acido 2-
aminoetanosulfonico, un acido amino sulféonico que no se incorpora a las
proteinas, sino que reside en el grupo de aminoacidos libres (Hamre et al., 2013).
La taurina desempefia un papel critico en muchas funciones biolbgicas
importantes y, en los teledsteos, participa en la conjugacion de sales biliares, la

osmorregulacion, la estabilizacion de la membrana, la modulacion de los



neurotransmisores, la funciéon antioxidante y el desarrollo temprano de los
sistemas visuales, neuronales y musculares (Huxtable, 1992; Salze y Dauvis,

2015).

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie perteneciente a la familia
Sciaenidae también conocida como curvinas, Esta especie tuvo una gran
importancia en la pesca del golfo de california en los primeros 70 afios del siglo XX
(Flanagan y Hendrickson, 1976), y fue la causa del desarrollo de pueblos y
comunidades en el alto golfo de California, sin embargo, la sobrepesca por el gran
valor que tenia su vejiga natatoria o "Buche" mas la reduccién del flujo de agua de
la desembocadura del rio colorado fueron probables causas a que colapsara la
pesqueria la cual se llevé a una veda permanente desde el afio de 1974 hasta la
actualidad (True et al., 2012), es una especie dentro de la lista 059 en peligro de
extincion. En la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC), en la Unidad de
Biotecnologia en Piscicultura (UBP) desde hace 25 afios se ha desarrollado la
biotecnologia de esta especie, asi también, ha realizado diversos estudios de
reproduccion, genética y fisiologia de totoaba, asi también se han realizado
diversos estudios de nutricibn en esta especie, donde se utilizado taurina como
suplemento en la dieta (Bafiuelos Vargas et al., 2014; Lopez et al., 2015; Trejo et
al., 2016; Budy et al., 2017), de igual manera, se han realizado estudios en la
etapa larvaria (Mata-Sotres et al., 2015; Galaviz et al., 2015, 2019) el cual estos
estudios han ayudado al desarrollo del cultivo de esta especie en el noroeste de

México. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la taurina como



suplemento en la dieta de alimento vivo (rotifero y Artemia) en el crecimiento y
sobrevivencia de las larvas de Totoaba macdonaldi.

Justificacion

» Mejorar el crecimiento y la sobrevivencia de larvas de Totoaba.

» Bajar riesgos de produccion en el cultivo larvario.

» Aplicar este protocolo en centros de produccion de Totoaba.

Hipotesis
Los rotiferos y Artemias enriquecidos con taurina, aumentaran el crecimiento,

desarrollo y sobrevivencia en larvas de totoaba.

Objetivos
General
Evaluar el efecto de la taurina como suplemento en la dieta de alimento vivo
(rotifero y Artemia) en el crecimiento y sobrevivencia de las larvas de Totoaba
macdonaldi.
Especificos

» Evaluar el crecimiento y sobrevivencia en larvas de totoaba alimentados

con dietas (rotifero y Artemia) enriquecidos con diferentes niveles de

taurina.



» Evaluar la actividad de las principales enzimas digestivas relacionadas en la
digestion de nutrientes de los primeros estadios larvarios de totoaba.
» Evaluar el desarrollo del sistema digestivo en larvas alimentadas con

diferentes niveles de taurina en la dieta.
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Efecto del enriquecimiento de rotiferos (Brachionus plicatilis) y Artemia sp.
con taurina sobre el crecimiento y sobrevivencia de larvas de Totoaba
macdonaldi

Julio C. Segovia

1.0. Resumen

En el cultivo de peces marinos, una de las etapas mas criticas es la larvicultura,
etapa donde ocurre las mayores mortalidades, debido a que cuando las larvas
consumen por completo el saco vitelino y gota de aceite deben de estar
preparadas para el inicio de la alimentacion exdgena, por lo general, comprende
de presas de alimento vivo como rotiferos y Artemia. Sin embargo, a pesar de
contener altos nivel de proteina carecen de ciertos micronutrientes que los
organismos necesitan para un optimo crecimiento y desarrollo adecuado. Durante
los ultimos afios, se han evaluado los efectos de la adicion de varios tipos de
suplementos o enriquecedores, recibiendo la atencién la taurina como fuente
exodgena para potenciar el crecimiento, salud y por ende los parametros de
rendimiento en las especies de peces marinos en cultivo desde etapa larvaria
hasta la de engorda. El objetivo de la presente investigacién fue determinar el
efecto que presenta la taurina en el crecimiento, sobrevivencia y actividad
enzimatica durante el desarrollo temprano de Totoaba macdonaldi en cultivo
intensivo. EIl tratamiento que mostré mayor crecimiento corresponde al de
enriquecimiento con 600 mg/l de taurina. Los resultados muestran que conforme
aumenta el nivel de taurina en la dieta las enzimas digestivas como las proteasas

alcalinas totales, proteasas acidas tipo pepsina, tripsina aumentan en su nivel de
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actividad, lo que por ende resulté en una mejor utilizacion de los nutrientes
presentes en el alimento vivo, corroborandose a nivel del desarrollo del sistema
digestivo donde la evidencia histoldégica muestra que la maduracion de los érganos
encargados de la digestion como las glandulas géstricas ya estan presentes de
forma incipiente a partir del dia post eclosion (DPE) 18, completando su
transformacién para el (DPE) 24 en especial en los tratamientos 400 y 600 mg/l

Tau.

1.1Palabras clave: Taurina, rotifero, Artemia, enzimas digestivas, larva, totoaba
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2.0 Introduccién

El éxito en la produccién de larvas de peces marinos se encuentra limitado debido
a diferentes factores como: genéticos, calidad de huevo y nutricionales, mismos
que se reflejan en bajo porcentajes de tasa de eclosion, desarrollo 6ptimo de las
larvas y problemas morfolégicos y es debido a la falta de nutrientes esenciales en
el alimento vivo y micro dietas suministrados a las larvas de peces en desarrollo
(Izquierdo y Koven, 2011). Desde el punto de vista nutricional y de manera
particular en la alimentacién exdgena una de las posibles causas de las altas
tasas de mortalidad en los primeros dias de vida se debe al inadecuado valor
nutricional del alimento vivo utilizado que comunmente en la larvicultura se refiere
a la suplementacioén de rotiferos y artemias. El alimento vivo es fundamental en las
primeras etapas de desarrollo de la mayoria los de peces marinos que carecen de
un estomago funcional al inicio de su etapa de vida; debido a que es el alimento
vivo el encargado en aportar de forma exégena enzimas digestivas y nutrientes de
facil digestion. Sin embargo, es conocido que los rotiferos y artemias carecen de
ciertos nutrientes esenciales indispensables para el desarrollo de la larva como lo
son: los acidos grasos poli insaturados (PUFA), aminoacidos esenciales (EAA),
vitaminas, minerales y otros micronutrientes, por lo cual es de suma importancia el
enriguecimiento de este tipo de alimento durante la etapa larvaria (Rotman et al.,
2016).

Recientemente se ha estudiado a la taurina como otro de los elementos
importantes en el desarrollo de las etapas iniciales de peces con desarrollo rapido
o cadena alimenticia propiamente de origen carnivoro, debido a sus diversas

funciones: funcion biliar, osmo-regulacion, funcion renal, estimulador alimenticio,
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sistema digestivo y promotor de crecimiento (Salze et al., 2015). Muchas de las
larvas de peces en el medio natural se alimentan de copépodos, en el cual su
composicién nutricional tiene un contenido de taurina entre 0.58-0.83% (Katagiri
et al.,, 2016), mientras que los alimentos vivos tradicionales contienen niveles
aparentemente muy bajos: rotiferos 0.11-0.19% (Yamamoto et al., 2008), y
Artemias 0.09-0.20% (Salze et al., 2011), por lo que se considera que su posible
suplementacion en estas etapas de cultivo sea adecuado.

La taurina (acido 2-aminoetanosulfénico, CAS 107-35-7) es un acido orgénico el
cual se describié por primera vez a partir de la bilis de un buey (Tiedemann y
Gmelin, 1827). La taurina es una molécula simple, que contiene un grupo
sulfonato &cido, un grupo amino basico y dos carbonos intermedios. Es por eso un
aminoacido, aunque sea un B-aminodcido: el grupo amino esta unido al carbono
adyacente al que contiene el grupo acido, es decir, el segundo carbono. A
comparacién con los a-aminoacidos en donde el grupo amino esta unido al mismo
carbono que contiene el grupo &cido, es decir, el primer carbono (Bittner et al.,
2005; Lahdesmaki, 1987). Entre las diversas funciones de taurina y sus efectos
fisiologicos en los organismos predominan la asimilacion y absorcion de lipidos
debido a la conjugacién con sales biliares, estabilizador de membranas,
osmorregulacion, atractabilidad de la dieta, estimulador alimenticio y posible
regulador de la actividad de enzimas digestivas y metabolicas (Huxtable, 1992; El
Idrissi y Trenkner, 2004; Kim et al., 2007). Diversos estudios en numerosas
especies de peces marinos como el jurel Seriola Dumerili, pargo rojo (Pagrus
Pagrus), atan rojo (Thunnus Orientalis) y el atin de aleta amarilla (Thunnus

albacares), se ha observado que la taurina es un nutriente esencial, en especial
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durante las primeras etapas de desarrollo (Pinto et al., 2010; Matsunari et al.,
2013; Kim et al., 2014; Takeuchi, 2014; Hawkyard et al., 2015; Katagiri et al.,
2016). Existe evidencia reciente que las larvas de peces marinos tienen mejor
desarrollo al ser alimentadas con rotiferos y Artemias enriquecidos con taurina; sin
embargo, se desconoce si estos beneficios son debido a un rapido desarrollo del
sistema digestivo de las larvas o bien si las secreciones de enzimas digestivas
importantes durante las primeras etapas de desarrollo tienen mayor actividad. En
los dltimos afios el estudio de las estepas de la ontogenia temprana se ha
centrado en las enzimas digestivas de peces marinos y de agua dulce. Estos
estudios nos ayudan a conocer las necesidades fisiolégicas nutricionales que
requiere el organismo ya que el cambio de la capacidad digestiva determina el tipo
de nutrientes que pueden ser digeridos y absorbidos a lo largo de su desarrollo
(Gisbert et al.,, 2013; Hamre et al.,, 2013; Rgnnestad et al., 2013). Al probar
diferentes regimenes de alimentacion durante la ontogenia no solo se puede
utilizar como un indicador del desarrollo larvario la maduracion intestinal, sino
también la supervivencia y el rendimiento (Zambonino-Infante et al., 2008). En
particular, las transiciones de la alimentacion end6gena a exdgena, asi como la
transformacién morfologica de la larva al juvenil se consideran eventos clave
durante los cuales los protocolos de alimentacion deben adaptarse a las
capacidades digestivas de un organismo en desarrollo. Por lo tanto, la
comprension de la ontogenia de las enzimas digestivas es fundamental para
determinar el momento mas apropiado para comenzar con el destete y la
optimizacion de las dietas compuestas, asi como los protocolos de alimentacion, lo

que eventualmente llevara a mejorar las tasas de crecimiento, la supervivencia y la
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calidad misma de las larvas ( Zambonino-Infante et al., 2008 ; Hamre et al., 2013 ;
Rgnnestad et al., 2013)

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie perteneciente a la familia
Sciaenidae también conocida como curvinas, Esta especie tuvo una gran
importancia en la pesca del golfo de california en los primeros 70 afios del siglo XX
(Flanagan et al., 1976), y fue la causa del desarrollo de pueblos y comunidades en
el alto golfo de California, sin embargo, la sobrepesca por el gran valor que tenia
sSu vejiga natatoria 0 "Buche" mas la reduccion del flujp de agua de la
desembocadura del rio colorado fueron probables causas a que colapsara la
pesqueria la cual se llevé a una veda permanente desde el afio de 1974 hasta la
actualidad (CITES, 2005; True et al., 2012), es una especie dentro de la lista 059
en peligro de extincién. En la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC), en
la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) desde hace 25 afios se ha
desarrollado la biotecnologia de esta especie, asi también, ha realizado diversos
estudios de reproduccion, genética y fisiologia de totoaba, asi también se han
realizado diversos estudios de nutricion en esta especie, donde se ha utilizado
taurina como suplemento en la dieta (Bafiuelos Vargas et al., 2014; Lépez et al.,
2015; Trejo et al., 2016; Budy et al., 2017), de igual manera, se han realizado
estudios en la etapa larvaria (Mata-Sotres et al., 2015; Galaviz et al., 2015, 2019;)
el cual estos estudios han ayudado al desarrollo del cultivo de esta especie en el
noroeste de México. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la taurina
como suplemento en la dieta de alimento vivo (rotifero y artemia) en el crecimiento

y sobrevivencia de las larvas de Totoaba macdonaldi.
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3.0. Materiales y Métodos

3.1. Disefio experimental

Huevos fertilizados de totoaba fueron obtenidos a partir de la reproduccion
controlada de la especie en cautiverio en la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura (UBP) de la Universidad Autonoma de Baja California. Se colocaron
en un tanque de eclosion de 2.2 mt® en un sistema de recirculacién con
temperatura de 24 1 °C, salinidad de 34 ups, O2 >6 mg/l y un fotoperiodo 12:12.
Las larvas recién eclosionadas se trasladaron el dia O (DPE 0) post eclosion a 15
tanques de fibra de vidrio de 100 L de capacidad con una densidad de 50 L/l en el
mismo sistema de recirculacion. Diferentes niveles por triplicado de taurina (0, 200,
400, 600 y 800 mg/L ) fueron asignados de forma aleatoria a cada tanque
experimental en un disefio completamente aleatorio, conformando un total de 15
tanques experimentales. El protocolo de alimentacién y cultivo larvario se realizo
de acuerdo a lo reportado por (Galaviz et al, 2015) que consisti6 en empezar
alimentar a las larvas al 4ADPE cuando las larvas abrieron la boca, inflaron la
vejiga natatoria y absorbieron su saco vitelino. La primera alimentacién exdgena
se realiz6 cuatro veces al dia (07:00, 11:00, 15:00 y 20:00 h). La alimentacién
consistié en suministrar rotiferos (Brachionus plicatillis) del DPE 4 al DPE 14,
seguido por metanauplios de Artemia (Salt Creek Inc, Salt Lake City, UT, USA)
iniciando el DPE 12 y terminando al dpe 26.

3.2. Disefio experimental

3.3. Enriquecimiento de alimento vivo

El método que se utilizo para enriquecer al rotifero y/o a la Artemia fue el de

colocarlos en una disolucion, el cual consistio en disolver la cantidad apropiada de
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taurina en el medio de cultivo donde se enriquecen los rotiferos y Artemias, de
acuerdo con el método descrito por (Matsunari et al., 2013; Kim et al,2014; Katagiri
et al., 2016) utilizado para diferentes especies de larvas de peces marinos.

3.3.1. Enriquecimiento de rotiferos

Los rotiferos se tomaron diariamente del cultivo de produccion que tiene la UBP, el
cual se cultivaron por el método de lotes, los rotiferos se alimentaban con pasta
Rotigrow plus y levadura para hornear. Los rotiferos para enriquecer se colocaron
en 5 tanques con un volumen de 38 litros cada uno. Cada tanque fue sembrado a
una densidad de 500 rot/mL, fueron enriquecido con diferente concentracién de
taurina y enriquecedor comercial ORI-GREEN de SKRETTING (la concentracion y
el tiempo del enriquecedor comercial se bas6 en el protocolo del proveedor), el
tiempo de enriquecimiento para rotiferos fue de 8 horas.

3.3.2. Enriquecimiento de Artemias

Las artemias se tomaron del cultivo de produccién que tiene la UBP, se colocaran
en 5 tanques con un volumen de 40 litros a una densidad de 300 art/ml. Cada
contenedor fue enriquecido con diferente concentracion de taurina y enriquecedor
comercial ALGAMAC 3050 (la concentracion del enriquecedor comercial se basé
en el protocolo del proveedor) el tiempo de enriquecimiento para Artemia fue de 8

horas.

3.4. Muestreo de larvas
Los muestreos se realizaron en dias estratégicos de cultivo (8, 13, 18, 22, 24y 26
dpe), abarcando principalmente los cambios en la alimentaciéon. Cada muestreo

fue realizado por mafana antes de la primera alimentacion. Después del
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muestreo, las larvas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de anestesia
(Tricaine methanesulfonate-MS 222), lavadas y enjuagadas con agua destilada
para remover el exceso de sales y otras particulas que pudieron estar adheridas a
las larvas. En cada muestreo se tomaran 30 larvas de cada tanque para la
obtencién de longitud y peso, otras 100 larvas fueron muestreadas para analisis
bioguimico y fueron preservadas en un crio congelacion a -80 °C para
posteriormente hacer el andlisis de actividad enzimatica. Adicionalmente se
muestrearon 30 larvas por tanque que fueron preservadas en para-formaldehido al
4% con solucion amortiguadora de buffer de fosfatos para su posterior andlisis
histoldgico. La longitud de las larvas se determiné por medio de fotografia digital
directa al microscopio y con ayuda del programa motic imagenes plus 2.0. Para
determinar el peso de las lavas se utiliz6 una balanza analitica VELAB: modelo:
VE-204 ( d=0.01 mg), se colocaron 10 larvas en cubreobjetos previamente puesto
a peso estandar y se metieron a la estufa para eliminar humedad, después se
sacaron y se dejaron en un desecador por 15 minutos, posteriormente se pesaron
en una balanza analitica para determinar por diferencia el peso de cada grupo de
larvas.

3.5. Andlisis de Actividad Enzimatica

El andlisis de actividad enzimética de cada uno de los tratamientos se realizd
mediante métodos de espectrofotometria usando tres diferentes pools de larvas
por muestreo de cada tratamiento (replicas). Del DPE 4 al DPE 8 se tomaron 100
larvas por tanque, en el DPE 13 se tomaron 50 larvas, en los DPE 18, 22, 24y 26
se tomaron 10 larvas por tanque. El procedimiento consistio en colectar el nUmero

de larvas del tanque en tubos eppendorf de 1.5 ml de volumen, se enjuagaron con
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agua destilada para eliminar sales del organismo y se guardaron en un contenedor
con hielo seco para no degradar la composicion del organismo, después de
colectar la muestra de larvas de los 15 tanques se almacenaron en un ultra
congelador a -80 °C.

La preparacion de los homogenizados enziméticos se realizaron de dos formas
diferentes las larvas del DPE 4, 8, y 13 se maceraron de cuerpo completo,
mientras las larvas del DPE 18, 22, 24 y 26 se cortaron cabeza y cola, dejando
solo el sistema digestivo. Las larvas se colocaron en un tubo eppendorf y se
maceraron con un pistilo, una vez homogenizado se agregaron 200 pl de buffer
Trisma®, posteriormente se centrifugo a una temperatura de 4°C a 14 000 RPM
durante 30 minutos. Todo el procedimiento fue realizado a 4 °C. Finalmente, el
sobrenadante de los tubos eppendorf se separ6 en alicuotas de 50 pl y se
almacenaron en el ultra congelador a -80°C para utilizarlos en diferente analisis
enzimatico.

3.5.1. Cuantificacién de las proteinas solubles

La cuantificacion de la proteina soluble se utiliz6 el método de Bradford (1976).
Las muestras se diluyeron en una proporcion de 1:8, el cual fue diluido 10 pl de
muestra en 70 ul de agua destilada. Teniendo el homogenizado se le afiadié 200
pl de albumina de suero bovino (BSA). Finalmente se leyeron las muestras en el
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Go a una longitud de onda de 595
nm.

3.5.2. Proteasas alcalinas y acidas (pepsina)

Para la actividad tipo proteasa alcalina fue estimada por el método de Walter

(1984) se utilizé como substrato caseina al 0.5% en una solucién tampon Tris/HCI
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50 mmol L* a pH 9. La proteasa acida (actividad pepsina) fue medida con la
técnica de Anson (1938), se utiliz6 como sustrato hemoglobina al 0.5% en solucién
tamp6n Glicina/ HCI 0.1 mol L™, pH 2. Las mezclas se incubaron a 37°C durante
30 minutos, se detuvo la reaccion adicionando 0.5 ml de &cido tricloroacético
(TCA, 20%), fue centrifugado a 14, 000 rpm durante 15 minutos y la absorbancia
de los productos de reaccion fue medida a 280 nm. La unidad de actividad
enzimatica es definida como | pg de tirosina liberada por minuto, esto con base en
el coeficiente de extincion molar (0.005).

3.5.3. Tripsina 'y Quimotripsina

La cuantificacion de la actividad de la enzima Quimotripsina se basé en la
metodologia de Del Mar (1979), utilizando un sustrato SAPNA (N-Succinyl-Ala-Ala-
Pro-Phe p-nitroanilide) con pH 8 al 1 mM. Para evaluar la actividad de la enzima
tripsina se realizo la metodologia de Erlanger et al. (1961) se utilizo6 BAPNA (Na-
Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride al 1mM) a un pH 8. Todas las
muestras se corrieron en micro placa, se analizaron por triplicado y un blanco
agregando 10 pl de extracto enzimético mientras que al blanco se le agrego agua
destilada y 200 pl de sustrato enzimatico BAPNA y SAPNA respecto a cada
enzima, posteriormente se homogenizaron por medio de pipeteo y se colocaron en
una incubadora a 37°C durante 30 minutos, por ultimo, se leyeron en un
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Go a 410 nm. Para ambas
enzimas, una unidad de actividad enzimatica fue definida como 1umol p-
nitroanilide relacionado por minuto, usando el coeficiente de extincion molar (CEM)

de 8.8.
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Para el calculo de la actividad especifica individual de los extractos fue
determinada utilizando las siguientes ecuaciones: 1) Unidades .mI* = [ Aabs x
volumen final de reaccion (ml)]. [CEM x tiempo (min) x volumen del extracto (ml)] ;
2) Unidades . mg de proteina™ =[Unidades por ml] . [mg de proteina soluble]™; 3)
Unidades .larva™ =[Unidades por ml].[nimero de larvas por ml]™*. Donde: Aabs es
el incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda, CEM es el

coeficiente de extincién molar para el producto de reaccién (ml pg™ cm™).

3.6. Preparacion de tejidos para muestras histoldgicas

A partir de las larvas que se almacenaron para realizar la histologia, se procedi6 a
su deshidratacién en diferentes concentraciones de Etanol (Fisher ChemAlert®)
con ayuda de un histoquinete (Tissue-tek Il, mod. 4640B) por medio del protocolo

de deshidratacion de tejidos de Sanchez Serrano, 2005.

Posteriormente las larvas se embebieron en parafina (Paraplast X-TRA) y se
cortaron en un micrétomo (Leica RM2125 RTS) a un grosor de 5um. Los cortes se
montaron en porta objetos (Gold Seal®) a bafio maria con grenetina grado
analitico para realizar la desparafinacion. Posteriormente se tifieron con la técnica

Hematoxilina-Eosina.

Las cortes de las muestras de larvas de totoaba se observaron en un microscopio
invertido izzi a una magnificaciéon de 5x,10x, 20x y fotografiadas con la ayuda de
una camara al microscopio y el programa AxioVision 4.8.2 SP3 (08-2013). Se

observé en especifico el desarrollo del sistema digestivo (intestinos, higado,
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pancreas y estomago) de las larvas del dia 8 al dia 26 para identificar la

maduracion de este sistema.

3.7. Andlisis bioquimico

El perfil quimico proximal se determiné de la dieta utilizada en el ensayo (rotiferos
y Artemias) enriguecidos con diferentes niveles de taurina. La composicién de
proteinas, lipidos, cenizas y humedad en dietas se analizaron de acuerdo a los
métodos aprobados por la (AOAC 2000). Proteinas totales se determindé en un
VAPODEST®0 197 450 Gerhardt Analytical Systems. Se tituld el volumen
capturado de la digestiéon con HCI por diferencias de pH con un dosificador
automéatico (TITRON), el contenido de nitrbgeno se multiplico por un factor de
proteina cruda de 6.25. Métodos gravimétricos fueron utilizados en la
determinacion del contenido de lipidos, humedad y ceniza. Los lipidos totales
fueron determinados de acuerdo al método de (Folch, 1957) por extraccién con
diclorometano: metanol (2:1; v/v), la humedad se determind después de evaporar
el contenido de agua a 105°C por 12 horas y el de cenizas tras calcinar la muestra
a 550°C durante 6 horas.

3.8. Andlisis estadistico

Para los resultados biométricos (peso y longitud), asi como para los indices
bioldgicos (actividad enzimatica y proximales de dietas), se realizdé un analisis de
varianza de una via (ANOVA), con la prueba de comparaciones de varianzas de
Welch y con un nivel de significancia de a=0.05, con previa revisién de los
supuestos estadisticos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Todos los

analisis fueron realizados con el software Statistix 8.0 para Windows.
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4.0. Resultados

4.1. Crecimiento (longitud y peso)

El incremento en peso humedo (mg) y longitud (mm) en larvas de totoaba T.
macdonaldi alimentadas con dietas enriquecidas con diferentes niveles de taurina
es mostrado en la figura 1 y 2. EI tratamiento con mayor crecimiento en peso
hamedo fue el de 600 mg/l de taurina con un peso final en miligramo de 34.37 +
3.60, obteniendo una diferencia significativa en el dia 26 DPE (P=0.0568) mientras
el tratamiento con menor crecimiento fue el tratamiento control de 0 mg/l con un
peso final de 21.08 = 5.96. Figura 1. La longitud (mm) de las larvas de peces
aumenta conforme los niveles de taurina en la dieta, excepto las larvas del
tratamiento de 800 mg/l de taurina. El tratamiento con mayor crecimiento en
longitud fue el de 600 mg/l de taurina con una talla de 12.4+1.7 milimetros,
presentando diferencia significativa en el dia 26 DPE (P=0.0515), el tratamiento
con menor crecimiento en talla fue el de 0 mg/l de taurina (control) con 11.01+

1.89 milimetros. Figura 2.

4.2 Sobrevivencia

La utilizacién de taurina en el enriguecimiento del alimento vivo (rotifero y Artemia)
como alimento para las larvas de los peces, ha mostrado que acelera el
crecimiento de las larvas de peces, asi mismo que existe mejor sobrevivencia en
los organismos. El tratamiento con mayor sobrevivencia fue el de 200 mg/litro de
taurina con un porcentaje de 65.39 % * 2.09, mientras el tratamiento que obtuvo
menor sobrevivencia fue el de 400 mg/l + 5.27. con una diferencia significativas

(P=0.0481) Tabla 1.
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4.3. Analisis de enzimas digestivas

4.3.1. Proteasas Alcalinas Totales

La actividad de proteasas alcalinas totales en los diferentes tratamientos a
diferentes dias post eclosion es presentada en la tabla Ill.

Los niveles de actividad enzimética de proteasas alcalinas totales al dpe 8, 13, 22,
24 y 26 presentO fluctuaciones durante el estudio experimental, sin presentar
diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05). Sin embargo, al dpe 18
diferencias significativas fueron observadas (P=0.0457) entre los tratamientos,
presentadndose mayor nivel de actividad en el tratamiento (600 mg/l Tau), mientras
que el menor nivel de actividad fue observado en el tratamiento (800 mg/l Tau)

Tabla 111.

4.3.2 Proteasas Acidas (pepsina)

La actividad de proteasas acidas tipo pepsina en los diferentes tratamientos a
diferentes dias post eclosion es presentada en la tabla IV.

Los niveles de proteasas acidas fue incrementando conforme el desarrollo de larva
sin importar el nivel de taurina en la dieta en especial en los dias post eclosién 8-
18. Sin embargo, una vez alcanzando la maduracion del sistema digestivo y la
formacion de glandulas gastricas que son indicativo de la formacion de un
estbmago funcional en la larva, diferencias significativas fueron observadas al
DPE 22 (P=0.0431), presentandose mayor nivel de actividad en el tratamiento
(600 mg/l Tau), mientras que el menor nivel de actividad fue observado en el

tratamiento (200 mg/l Tau).
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4.3.3. Tripsina

La actividad de tripsina en los diferentes tratamientos a diferentes dias post
eclosion es presentada en la tabla V.

El nivel de actividad de tripsina aumenta conforme el desarrollo de la larva a los
diferentes DPE, sin embargo, se observan diferencias significativas (P=0.016)
entre los diferentes tratamientos al DPE 13., presentandose mayor actividad de
tripsina en el tratamiento (200 mg/L Tau), mientras que el menor nivel fue
presentado en el tratamiento (800 mg/L Tau), sin embargo, los tratamientos (200,
400 y 600 mg/L Tau) no presentaron diferencias significativas entre ellos.
Resultados similares fueron observados en los DPE 22, 24 y 26, donde los
tratamientos de (400 y 600 mg/L Tau) presentaron los mayores niveles de

actividad de tripsina.

4.4. Histologia del desarrollo del sistema digestivo

Al DPE 8 el tracto digestivo de larvas de totoaba se desarroll6 en longitud y
complejidad. Sin embargo, el pliegue transversal del eséfago se ve mejor
desarrollado en las larvas con mayor nivel de taurina en la dieta, al igual que un
mayor numero de células caliciformes que cubren el pliegue del eséfago. Asi
mismo, se observa mayor plegamiento de la mucosa intestinal, aumenta el nivel
de plegamiento de la parte posterior del intestino, siendo mas prominente que la
anterior. Estas observaciones se presentaron con mayor claridad en los
tratamientos (400 y 600 mg/L Tau), Figura 3.

Al DPE 13 y 18, el higado incremento en talla y ha logrado su forma globular en

cada uno de los tratamientos, los hepatocitos no mostraron inclusiones lipidicas y
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conservaron una forma poligonal con nlcleos centrales y un citoplasma
eosinofilico ligero en todos los tratamientos, excepto el tratamiento con 800 mg/L
Tau, que presenta un desarrollo del higado con algunas inclusiones lipidicas que
rodean parte del estbmago primordial. Asi mismo, el pancreas en forma exocrino
esta presente en cada uno de los tratamientos, principalmente embebido entre el
intestino anterior, sin embargo, diferencias notables se pueden observar en la
Figura C, D y E (400, 600 y 800 mg/L Tau) donde el desarrollo y maduracion del
sistema digestivo en diferente con respecto a las imagenes A y B que
corresponden a los tratamientos (0 y 200 mg/L Tau). En este periodo la
caracteristica mas relevante a nivel histoldgico es probablemente la aparicion de
un grupo de células cuboides no diferencias entre el es6fago y el intestino anterior
y posterior a la vejiga natatoria en los tratamientos 600 7 800 mg/L Tau. Figura 4y
5.

Al DPE 24, se observa que los grupos de células cuboidales que se describieron al
DPE 18 se desarrollarian en glandulas gastricas alrededor a lo largo de nimeros
pliegues longitudinales y rodeados por una capa delgada de musculatura circular y
tejido conectivo. Es evidente la transformacion de larva a juvenil que ha
presentado el organismo en estudio, principalmente se observa todo un estémago
formado con escamas de glandulas gastricas que rodean el estbmago de manera
interna en especial los tratamientos 400 y 600 mg/L Tau. Figura 6.

5.0. Discusiones

5.1. Crecimiento y sobrevivencia
El crecimiento de las larvas de peces varia dependiendo la especie, ya que

algunas presentan un alto metabolismo a comparacion de otras, otro de los
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factores es el estrés que se le da en el cultivo como la temperatura, niveles de
oxigeno, parametros fisicoquimicos del agua, intensidad de luz y claro esta la
alimentacion. La taurina ha demostrado que es un nutriente esencial para los
peces marinos debido a que en la etapa larval presentan mayor crecimiento al
enriquecer el alimento vivo (Salze et al., 2015) en larvas de jurel (Seriola dumerili)
y (Rotman et al.. 2016) con larvas de jurel (Seriola Lalandi) ambos enriquecieron al
alimento vivo (rotifero y Artemia) con taurina con el método de disolucion,
utilizaron 4 enriquecimientos: 0, 200, 400 y 800 mg de taurina/litro de agua
obteniendo como resultado que el enriquecimiento con 800 mg/ litro obtuvo mayor
crecimiento y sobrevivencia en comparaciéon de 0, 200, 400 mg/litro. Estas
especies de peces en etapa larval su consumo de alimento vivo es alto a
comparacion a las larvas de Totoaba macdonaldi.

Kim et al., 2014, trabajaron con el efecto de la taurina en la mejora de la dieta,
sobre el crecimiento y el desarrollo del pargo rojo (Pagrus Pagrus), utilizando
rotiferos enriquecidos con 0 mg/l y 800 mg/l por método de disolucién, obteniendo
como resultado en las larvas alimentadas con rotiferos enriquecidos con 800 mg/l
mayor crecimiento y mayor correlacion proteina/DNA. (Katagiri et al., 2016) trabaj6
el efecto del enriquecimiento de rotiferos (Brachionus sp.) con taurina sobre el
crecimiento de las larvas de atun rojo (Thunnus Orientalis) y el atin de aleta
amarilla (Thunnus albacares), utilizando rotiferos enriquecidos con taurina con el
meétodo de disolucion a 0 mg/l y 800 mg/l, obteniendo como resultado que las
larvas alimentadas con rotiferos enriquecidos a 800 mg/l tuvieron un mayor

desarrollo del notocordio.
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(Kim et al., 2014; Katagiri et al., 2016), en sus estudios trabajaron solo con 2
concentraciones de enriquecimiento de rotiferos dejando duda si existiera alguna
diferencia significativa utilizando enriquecimiento de taurina con 200,400 y 600
mg/l a diferencia de (Matsunari et al., 2013; Rotman et al., 2016.) que ampliaron
los niveles de concentraciones de enriquecimiento de taurina. Todos los autores
pasados concluyeron que la taurina es un nutriente esencial que ayuda a acelerar
el crecimiento de las larvas asi mismo favorece a obtener mejor sobrevivencia. En
el presente estudio se enriquecié a rotiferos y Artemiaa con cinco diferentes
concentraciones de enriquecimiento de taurina (0, 200, 400, 600 y 800 mg/L) para
la alimentacién de larvas de totoaba y se observé un aumento en crecimiento tanto
en longitud y peso himedo en las larvas alimentadas con rotiferos y Artemias
enriqguecidas e 600 mg/litro de taurina, obteniendo diferencia significativa a
comparacién de las otras cuatro concentraciones. En estudios anteriores, en
especies como jurel, atin, dorada entre otros, los mejores resultados se
observaron al enriquecer rotiferos y Artemias con la mayor concentracién de
taurina (800 mg/L). Es probable que la diferencia en concentracion utilizada en el
presente estudio con respecto a los anteriores se deba al metabolismo de las
larvas de totoaba, ya que poseen un metabolismo menor a las otras especies.

5.2. Enzimas e histologia

El desarrollo del sistema digestivo de las larvas de totoaba presentan similitudes
con otros peces marinos. especies como la dorada Sparus aurata (Sarasquete et
al., 1995), lubina manchada P. maculatofasciatus (Pefia et al., 2003), lenguado
Paralichthys californicus (Gisbert et al., 2004), botete S. annulatus (Garcia-Gasca

et al., 2006), curvina blanca Atractoscion nobilis y pargo lunarejo Lutjanus guttatus
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(Galaviz et al., 2011, 2012). En la totoaba, el plegamiento de la mucosa intestinal y
la diferenciacion de enterocitos, asi como la morfogénesis de la bucofaringe,
esofago y recto, se produjo entre 3 y 5 DPE, coincidiendo con la apertura de la
boca y el ano (4 DPE), la diferenciacién de enterocitos indica que el intestino es
adecuado para la absorcion de nutrientes al inicio de la alimentacion exdgena
Segun (Segner et al., 1994), Las larvas de Totoaba macdonaldi presentaron un
crecimiento exponencial desde el dia de su eclosion hasta el dia 26 DPE. El
estudio realizado por (Galaviz et al., 2015) describe que las enzimas digestivas se
presentan desde que eclosiona las larvas, debido a que estas fueron alimentadas
hasta el 4 DPE ya que absorbieron su saco vitelino la tripsina y Quimotripsina en
estos dias esta inactiva, se comienza activar después que abren la boca. En
nuestro estudio a actividad enzimatica aumentd conforme pasaban los DPE
debido a que los organismos comienzan a alimentarse con alimento exdégeno. Las
enzimas alcalinas (proteasas alcalinas totales y tripsina) fueron en aumento
conforme pasaban los DPE hasta llegar a un punto donde comenzaron a disminuir
en el 24 DPE, este punto coincide con el aumento de la actividad enzimética de
pepsina a partir del dia 18 DPE, esto se corrobora con las imagenes de histologia
del tracto digestivo donde se observa presencia de glandulas gastricas a partir del
dia 18 DPE, el cual se dice que la larva presenta un estbmago en maduracion.
Galaviz et al., 2015 describe que a partir del dia 16 DPE se observa las glandulas
drasticas, pero que no es hasta el dia 22 al 24 DPE donde tienen un estdbmago
maduro y funcional. La etapa del destete se observo el aumento de la actividad
enzimatica de pepsina y la disminucion de tripsina y Quimotripsina de los dias 22

al 26 DPE.
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La actividad de las enzimas digestivas pancreaticas no se vio afectada
significativamente por los diferentes niveles de taurina. Los cortes histolégicos se
observan de los dias 4 al 13 donde no se presenta un estdmago funcional, el
funcionamiento del intestino anterior, central y posterior sustituye al estbmago para

la degradacion del bolo alimenticio y su absorcion por medio del bello intestinal.

6.0. Conclusion

La taurina es un micronutriente esencial para las larvas de totoaba, conforme
aumenta el porcentaje de taurina en el alimento tiene mayor crecimiento, asi
mismo su sistema digestivo tiene mayor desarrollo y alcanza una madurez en
menor tiempo, ayudando a comenzar la transicion de alimento vivo a micro

particulado.
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8.0 Leyendas de Figuras

Figura 1. Crecimiento (mg) promedio y desviacion estandar durante los dias de
cultivo. Los 5 tratamientos se observan en la grafica, las flechas indican los dias
gue se alimento las larvas con los diferentes alimentos durante el desarrollo larval.
Crecimiento (milimetros) promedio y desviacion estandar durante los dias de
cultivo. Los 5 tratamientos se observan en la grafica, las flechas indican los dias

gue se alimento las larvas con los diferentes alimentos durante el desarrollo larval.

Figura 2. Secciones sagitales de larvas de totoaba al DPE 8. (A) 0 mg/L Tau, (B)
220 mg/L Tau, (C) 400 mg/L Tau, (D) 600 mg/L Tauy (E) 800 mg/L Tau. (ar) arcos
branquiales, (bc) bucofaringe, (c) corazén, (db) ducto biliar, (du) ducto urinario(e)
esoéfago, (fm) fibras musculares, (h) higado, (la) intestino anterior, (im) intestino
medio, (ip) intestino posterior, (N) notocordio, (0) ojo, (pe) pancreas exocrino, (r)

recto, (vn) vejiga natatoria.

Figura 3. Secciones sagitales de larvas de totoaba al dpe 13. (A) 0 mg/L Tau, (B)
220 mg/L Tau, (C) 400 mg/L Tau, (D) 600 mg/L Tau y (E) 800 mg/L Tau. (ar) arcos
branquiales, (bc) bucofaringe, (c) corazén, (db) ducto biliar, (du) ducto urinario(e)
eso6fago, (fm) fibras musculares, (h) higado, (la) intestino anterior, (im) intestino
medio, (ip) intestino posterior, (N) notocordio, (0) ojo, (pe) pancreas exocrino, (r)

recto, (vn) vejiga natatoria.

Figura 4. Secciones sagitales de larvas de totoaba al dpe 18. (A) 0 mg/L Tau, (B)

220 mg/L Tau, (C) 400 mg/L Tau, (D) 600 mg/L Tau y (E) 800 mg/L Tau. (ar) arcos
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branquiales, (bc) bucofaringe, (c) corazén, (db) ducto biliar, (du) ducto urinario(e)
esOfago, (est) estomago, (fm) fibras musculares, (ggi) glandulas gastricas
incipientes, (h) higado, (la) intestino anterior, (im) intestino medio, (ip) intestino
posterior, (N) notocordio, (0) ojo, (pe) pancreas exocrino, (r) recto, (vn) vejiga

natatoria.

Figura 5. Secciones sagitales de larvas de totoaba al dpe 24. (A) 0 mg/L Tau, (B)
220 mg/L Tau, (C) 400 mg/L Tau, (D) 600 mg/L Tau y (E) 800 mg/L Tau. (ar) (ar)
arcos branquiales, (bc) bucofaringe, (c) corazén, (db) ducto biliar, (du) ducto
urinario(e) esoéfago, (est) estomago, (fm) fibras musculares, (ggi) glandulas
gastricas incipientes, (h) higado, (Ia) intestino anterior, (im) intestino medio, (ip)
intestino posterior, (N) notocordio, (0) 0jo, (pe) péancreas exocrino, (r) recto, (vn)

vejiga natatoria.

9.0 Leyendas de tablas

Tabla I. Porcentaje de sobrevivencia obtenida en el presente estudio.
Superindices representan diferencias significativas.

Tabla Il. - Andlisis proximales del alimento (rotifero y Artemia) enriquecidos con
diferentes niveles de taurina.

Tabla Ill. Niveles de actividad de proteasas acidas totales (mU/mg proteina)
presentadas en diferentes dias post eclosion a diferentes concentraciones de
taurina en la dieta en larvas de totoaba. Superindices representan diferencias

significativas.
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Tabla IV. Niveles de actividad de proteasas alcalinas totales presentadas en
diferentes dias post eclosion a diferentes concentraciones de taurina en la dieta en

larvas de totoaba. Superindices representan diferencias significativas.

Tabla V. Niveles de actividad de tripsina presentadas en diferentes dias post
eclosion a diferentes concentraciones de taurina en la dieta en larvas de totoaba.

Superindices representan diferencias significativas.
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Tabla I.

Tratamiento

%

Taurina/L Sobrevivencia
0 mg/L 58.96 + 3.72°°
200 mg/L 65.39 + 2.09%°
400 mg/L 52.51 +5.27°
600 mg/L 59.32 + 7.68"°
800 mg/L 71.81 + 0.49°
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Tabla Il. Proteina  Lipidos Humedad Cenizas Total ELN
RO 49.02+0.54°  7.1+0.07°  9.42+0.46° 33.69+0.26° 99.27 0.73
R200 51.15+0.61*° 7.0+0.02°  6.05+0.40° 31.06+0.24° 95.27 4.73
R400 46.41+0.60°  7.2+0.02° 9.32+0.77*® 33.47+0.38° 96.40 3.60
R600 47.40+0.13° 7.7+0.28*  6.71+0.27° 32.48%0.05° 94.31 5.69
R800 49.88+0.13° 8.2+0.29°  8.13+0.11° 32.45+0.10° 98.70 1.30
AO 54.31+0.35% 21.840.21° 4.04+0.74®  16.54+0.09° 96.66 3.34
A200 54.56+0.85° 21.1+0.06° 1.93+0.98% 20.49+0.27° 98.11 1.89
A400 54.61+0.50*° 21.6+0.29° 2.72+0.74® 17.65+0.18° 96.56 3.44
A600 54.45+0.02% 21.620.27° 3.70+0.10% 18.44+1.34% 98.17 1.83
AS00 54.09+1.12% 23.5+0.92° 2.59+1%  18.95+1.84%° 99.11 0.89

Tabla lll.

Tratamientos

mg/Lt Tau 8 13 18 22 24 26
0 0.75+0.81° 1.08+0.75%° 1.05+0.08* 0.80+0.17° 0.93+0.08°> 0.84+0.57"
200 1.01+0.64* 1.42+0.40° 1.10+0.12* 1.50+0.52° 1.38+0.63° 0.99+0.18"
400 0.65+0.29° 0.68+0.34%® 0.83+0.25*® 1.33+0.19° 1.59+0.28% 1.16+0.25®
600 0.23+0.06° 0.82+0.36%° 1.12+0.03* 1.25+0.07*® 1.56+0.28% 1.69+0.27°
300 0.60+0.55" 0.39+0.30° 0.65+0.29° 1.05+0.17*® 0.93+0.39° 0.94+0.18"

Tabla IV.

Tratamientos

mg/Lt Tau 8 13 18 22 24 26
0 1.20+0.01* 0.60£0.2° 0.99+0.01*° 4.23+2.2*®* 3.50+0.6° 2.89+1.17°
200 0.37+0.09° 0.64+0.16° 1.05+0.61*° 1.69+0.68° 4.42+2.2* 4.87+1.3"

400 1.06+0.6* 0.69+0.1* 0.93+0.2*° 3.01+1.4* 6.16+1.03° 3.90+1.4°
600 0.28+0.1° 0.73+0.2* 0.89+0.4® 5.38+0.04° 6.83+1.3* 5.92+0.8"
800 0.64+0.2** 0.50+0.03" 0.73+0.3° 3.22+0.55%° 5.32+1.0* 3.28+0.8*




707
708 Tabla V.

Tratamientos

mg/Lt Tau 8 13 18 22 24 26
0 1.09+04* 2.55+0.15° 6.64+1.11° 6.88+0.81° 6.39+1.77° 8.02+0.95%
200 1.77+0.66* 5.18+0.48% 6.28+1.14° 2.68+0.92° 6.62+0.75° 6.07+0.86"

bed00 0.97+0.38% 4.48+1.19° 8.12+0.48% 14.69+0.55* 11.22+0.81*° 4.36%0.34°
600 0.71+0.60* 3.86+0.01%° 8.19+0.88° 5.64+2.08" 9.03+0.99%" 10.83+2.28°

300 0.82+0.76° 2.44+0.30° 5.88+1.00° 7.50+0.48° 8.82+0.17%° 5.79+0.47"
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