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RESUMEN

Antecedentes: El aprovechamiento de los recursos acuicolas como el acocil de rio C. montezumae (crusta-
ceo endémico mexicano) se relaciona con la fertilidad de las hembras por el nimero disponible de postlarvas
que se puedan cultivar. Objetivo: Evaluar el impacto de la proporcion de sexos en aspectos reproductivos
del acocil C. montezumae en relacion a la obtencion de postlarvas. Métodos: En condiciones de laboratorio
se determind el impacto de tres proporciones de machos y hembras en el nimero de hembras ovigeras,
fertilidad, fecundidad, tiempo de eclosion y la relacion entre dichos aspectos. Resultados: El andlisis de
varianza de la proporcion de sexos 1:1 produjo el mayor nimero de hembras ovigeras (61) y por tanto, una
cantidad mas elevada de postlarvas (2451). Al comparar la fecundidad promedio (37 huevos por hembra) y la
eclosion media porcentual (97.96 %) no se registraron diferencias significativas entre tratamientos debido a
que se utilizaron hembras de primera reproduccion con tallas similares, lo cual es sustentado con la ausencia
de relaciones lineales entre la talla (peso y longitud), y los aspectos reproductivos valorados (fecundidad y
fertilidad). Conclusiones: La proporcion 1:1 se establece como la dptima para obtener el mayor nimero de
postlarvas. La ausencia de una relacion lineal entre la talla y los aspectos valorados proporcionan la oportuni-
dad de estudiar la influencia de hembras de segunda reproduccion para determinar las condiciones técnicas
de mayor produccion de postlarvas en la especie estudiada.

Palabras clave: Eclosion, Fecundidad, Fertilidad, Postlarvas.

ABSTRACT

Background: The exploitation of aquaculture resources, such as the freshwather crayfish C. montezumae
(Mexican endemic crustacean), is related with fertility of females due to the available number of postlarvae
that can be cultivated. Goals: To evaluate the impact on reproductive aspects of the sex ratio C. montezu-
mae in relation to obtained postlarvae. Methods: The impact of three sex ratio of males and females in the
number of ovigerous females, fertility, fecundity, hatching time and the relation between these variables was
determinate under laboratory conditions. Results: The analysis of variance shows that sex ratio 1:1 produced
the highest number of ovigerous females (61) and a higher number of postlarvae (2451). When comparing
the average fecundity (37 eggs per female) and the mean hatching percentage (97.96%), no significant di-
fferences between treatments were obtained. Females of first reproduction influenced the absence of linear
relationships between size (weight and length) and reproductive aspects evaluated (fecundity and fertility).
Conclusions: The sex ratio 1:1 is set as the optimum to get the highest number of postlarvae. The absence
of linear relationship between size and studied variables provides the opportunity to study the influence of
second breeding females to determine the technical conditions of higher postlarvae production in this specie.

Keywords: Fecundity, Fertility, Hatching, Postlarvae.
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INTRODUCCION

La acuacultura a nivel mundial es un referente de ganancias econd-
micas y una fuente relevante en la generacion de alimentos. Aunque
es importante destacar que la produccion acuicola se centra princi-
palmente en el cultivo de especies con alto impacto, en términos de
valor econdmico (Apun-Molina et al., 2009) y deja de lado a especies
autoctonas cuyos aspectos hioldgicos y contenido nutrimental las ha-
cen candidatas a una produccién y aprovechamiento sustentable (Al-
varez et al., 2012). Una especie con este potencial es el acocil de rio C.
montezumae (Saussure, 1858), crustaceo nativo de la region central de
Meéxico; cuya tasa de crecimiento, resistencia a condiciones fisicoqui-
micas adversas (Latournerié-Cervera et al., 2006; Rodriguez-Serna &
Carmona-0Osalde, 2002) y el perfil bioquimico en su tejido somatico, lo
hacen un organismo altamente aprovechable (Cerdn-Ortiz et al., 2015;
Sanchez-Meza et al., 2009; Rodriguez-Serna, 1999).

La especie C. montezumae durante mucho tiempo fue explotada
mediante la extraccion no regulada en sus nichos naturales, lo cual a
largo plazo afect6 negativamente la densidad poblacional, problematica
que se acentud al verse modificadas las zonas de apareamiento natural
por acciones de origen humano (Angeles-Monroy et al., 2010; Alvarez
& Rangel, 2007). Ante tal panorama, la acuacultura puede ser la via
para obtener de forma sustentable y planificada una cantidad suficiente
de individuos de C. montezumae para realizar programas de repobla-
miento y también de produccion acuicola, este tltimo con el objetivo
de mantener una fuente de proteinas, carotenoides y acidos grasos
de alta calidad, ademas de proveerlo a la poblacion que sigue extra-
yéndolo de manera inadecuada. Para lo cual, es indispensable generar
conocimiento sobre aspectos bioldgicos relacionados con los procesos
reproductivos (Norzagaray-Campos et al., 2012), y obtener un nimero
suficiente de postlarvas que permita asegurar el proceso de engorda,
cosecha y comercializacion (Diaz & Neira, 2005). La informacion rela-
cionada con la especie, indica que las hembras ovigeras presentan un
desarrollo embrionario directo, partiendo de la incubacion de los hue-
vos en el abdomen, no registra estados larvales libres en la columna de
agua y sucede la liberacion después de concluido el segundo estadio de
desarrollo (postlarva) (Rudolph et al., 2010; Rudolph & Iragabal, 1994);
debido a lo cual producen un niimero menor de huevos, pero la sobre-
vivencia y tasa de eclosion es mayor (Holdich, 1993).

En tal sentido, la cantidad de hembras ovigeras que se pueden
obtener y el nimero de huevos en su abdomen se ve afectado por
diversos factores; uno de ellos es la proporcion de sexos. Aunque son
pocos los estudios que valoran el impacto del nimero de hembras y
machos por cada unidad de area en ambientes controlados; en el me-
dio natural depende ampliamente de la estacionalidad, época repro-
ductiva, variables fisicoquimicas, condiciones del habitat y la especie,
dando como resultado diversas proporciones sexuales (Alejo-Plata et
al., 2015; Moreno et al., 2011). Los estudios realizados en C. montezu-
mae no consideran hasta el momento, la influencia de la proporcion de
sexos como variable independiente en la obtencion de hembras ovige-
ras y su impacto en la capacidad reproductiva de la especie mediante
la determinacion de su fecundidad, considerando el niimero de huevos
producidos en determinado periodo. Asimismo, es relevante establecer
la fertilidad de acuerdo al nimero de postlarvas que eclosionan de es-
tos huevos (Parra-Medina et al., 2010).

Ala fecha, existe un estudio especifico sobre el tema, en el cual se
determinan algunos aspectos reproductivos en diferentes condiciones
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de cultivo y con propositos similares (Arredondo-Figueroa et al., 2011).
Sin embargo, no toman en cuenta la proporcion de hembras y machos
para tales efectos. Por ello, y debido a la importancia de la especie
en aspectos alimentarios y de repoblamiento, el presente trabajo tie-
ne el propdsito de evaluar el efecto de la proporcion de sexos en la
frecuencia reproductiva, fertilidad y fecundidad en adultos de primera
reproduccion del acocil de rio C. montezumae.

MATERIALES Y METODOS

Diseio Experimental. El trabajo se efectud en las instalaciones acui-
colas del Centro de Estudios Tecnoldgicos en Aguas Continentales No.
02 (CETAC No. 02). A lo largo de la investigacion se monitorearon la
alcalinidad, dureza, amonio y oxigeno en las unidades experimentales.
Las lecturas se realizaron diariamente por la mafiana (10:00 h) me-
diante kits colorimétricos individuales (HANNA Instruments, TX, US). La
temperatura se midid tres veces por dia (7:00, 15:00 y 17:00 h) a través
de un termémetro de inmersion total (Taylor, TX, US).

El estudio se inici6 a partir de la reproduccion en organismos adul-
tos de C. montezumae con el propdsito de obtener en poco tiempo, las
hembras y machos que se denominaron de primera reproduccion para
utilizar en los bioensayos de proporcion de sexos. En el cual se aplico
un disefio unifactorial, cuya variable independiente fue la proporcion
de sexos basada en la razon hembras/machos (H:M); y las variables
dependientes, el nimero de hembras ovigeras, la cantidad de huevos
por hembra (fecundidad), el namero de postlarvas liberadas (fertilidad),
el tiempo de incubacion (periodo entre la fertilizacion de los huevos y
la eclosion de las postlarvas). Los tratamientos se identificaron como
R1= 1 hembra:1 macho; RZ= 2 hembras:1 macho; R3= 5 hembras:1
macho; R,= 1 hembra:5 machos. El nimero de repeticiones por tra-
tamiento fue de cuatro. Cabe sefialar, que la proporcion dos machos y
una hembra no se realizo por haber sido abordada por un estudio previo
(Arredondo-Figueroa et al., 2011).

Los valores obtenidos se analizaron en el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVI (Statsoft, Ina TX US), donde se verifico la
normalidad distributiva (test de Shapiro Wilk) y homocedasticidad de
Bartlett. Posteriormente, al determinar que los datos cumplieron am-
bos supuestos se aplico un analisis paramétrico de varianza (ANOVA)
con un a= 0.05 para el nivel de confianza. Al registrar diferencias sig-
nificativas se aplicé un Test HSD (Honestly-significant-difference) de
Tukey. Asimismo, se registraron los valores de peso corporal y la lon-
gitud total de las hembras a los que junto con el niumero de huevos y
postlarvas eclosionadas, se les aplicd un analisis de regresion lineal
para identificar el coeficiente de regresion de acuerdo a lo mencionado
en Aya-Baquero y Velasco-Santamaria (2013). La ocurrencia de mudas
se expresdé mediante un histograma de frecuencia y medidas de ten-
dencia central.

Obtencion de reproductores. La captura de organismos reproductores
se realizd en el municipio de Tezontepec de Aldama, Hidalgo. La zona
especifica de captura se ubica a los 20°11°37.14” N 'y 99°16°43.64"
0y esta integrada por un cuerpo de aguas someras (profundidad en-
tre los 30 y 50 cm). Los organismos se atraparon mediante una red
de cuchara con una apertura de malla de 5 mm, la cual se introdujo
en el area cercana a la vegetacion, desde el fondo hacia la superficie
evitando alterar o dafiar el lugar. Una vez extraidos los organismos, se
seleccionaron 15 hembras y 15 machos con un intervalo de longitud de

Hidrobiol6gica
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2.7 a3 cm (desde el rostrum hasta la parte final del telson), y se verificd
que ninguno estuviera en etapa de muda, no registrara dafios meca-
nicos en su estructura anatémica, ni presentaran posibles lesiones o
infecciones en su exoesqueleto. El traslado del lugar de captura hasta
el laboratorio de acuacultura del CETAC No. 02 se realizo en bolsas
de plastico con poca agua y vegetacion riparia. Una vez en el labo-
ratorio, los organismos se colocaron en un tanque de fibra de vidrio
de 1m x 1m x 0.75m, provisto de oxigenacion a través de una bomba de
acuario de dos salidas de la marca Elite 802 (China) y de refugios
de policloruro de vinilo (pvc) de 1.27 cm de diametro por 7 cm de longitud
(uno por cada organismo).

Las caracteristicas fisicoquimicas en el tanque al momento de la
aclimatacion al nuevo ambiente fueron: oxigeno (5 mg/L), amonio (0.00
mg/L) y temperatura (23 + 1°C). Una vez concluidas 24 h, se procedio
a verificar que no registraran dafios mecanicos en su anatomia y cuan-
tificar las posibles mortalidades y mudas ocasionadas por el estrés de
captura, transporte y cambio de ambiente. Posterior a ello, se iniciaron
las observaciones diarias durante los meses de marzo y abril para de-
tectar las hembras ovigeras; cuando fue asi, éstas se trasladaron a otro
tanque con las caracteristicas ambientales previamente descritas, en
donde se llevo a cabo el desarrollo de los nuevos individuos hasta que
fue posible identificar el sexo de las postlarvas.

En ese momento se realizd una separacion de hembras y machos,
colocandolos en tanques diferentes donde permanecieron hasta alcan-
zar una longitud minima desde el rostrum hasta la parte final del telson
de 2.7 cm. El procedimiento antes mencionado se realizo con el obje-
tivo de iniciar los bioensayos de proporciones asegurando un estatus
de primera reproduccion en los organismos seleccionados. La talla de
2.7 cm se establecio con base a observaciones previas en estudios
piloto. La alimentacion de los organismos se realizd con Camaronina
35 (Purina, SON, MX) (Cerén-Ortiz et al., 2015).

Ensayos de proporciones de sexo. Los organismos en estatus de
primera reproduccion se distribuyeron al azar en 16 unidades expe-
rimentales consistentes en acuarios de vidrio con dimensiones de
50x40x30 cm., llenos de agua dulce hasta un volumen de 40 L, pro-
vistos de aireacion continua mediante una bomba de dos salidas (Elite
802, China, CN), refugios de pvc de 1.27 cm de diametro por 7 cm de
longitud (uno por organismo) y plantas artificiales (tres por unidad ex-
perimental) que fungirian como zonas de resguardo durante la muda. El
ndmero de organismos en cada unidad experimental se llevd a cabo de
acuerdo a cada tratamiento; en R,= 2 organismos (1 hembra:1 macho);
R,= 3 organismos (2 hembras:1 macho); R,= 6 (5 hembras:1 macho);
R,= 6 (1 hembra:5 machos). Es importante mencionar que el nimero
de organismos antes referido se mantuvo igual para cada una de las
repeticiones de acuerdo al tratamiento. Los bioensayos de reproduc-
cion duraron 13 semanas (del 21 de junio al 20 de septiembre). Los
reproductores fueron alimentados con Camaronina 35 (Purina, SON,
MX) (Cerén-Ortiz et al., 2015).

Diariamente se revisaron las unidades experimentales para regis-
trar si se observaba conducta de apareamiento, actividad de copula,
consumo de alimento y localizacion de los organismos en la unidad
experimental. A las unidades se les retiro diariamente el alimento no
consumido y las excretas. La frecuencia de muda por tratamiento se
identificd de acuerdo al niamero de exoesqueletos localizados en las
unidades experimentales.
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Los organismos en las unidades experimentales se pesaron cada
tres semanas a través de una balanza analitica modelo Adventu-
rer con precision de 0.0001 g (Ohaus, NJ US) y se midid la longi-
tud desde el cefalotorax hasta el telson con un vernier de precision
tipo pie de rey (150 mm ajuste fino) (125MEA-6/150, Starrett, Mex).
Las tasas especificas de crecimiento (TEC) se obtuvieron median-
te la formula modificada de Hernandez-Vergara et al. (2003) expre-
sada como TECL= ((LnLF-LnLI)/t)x100 donde Ln= logaritmo natural,
LF= longitud final, LI= longitud inicial, t= tiempo. El incremento en
peso (mg) se obtuvo con una modificacion de la ecuacion propuesta por
Mimbela-Lopez (2000), quedando como TECP= (LnPF-LnPI)/t)x100
donde TECP= peso ganado, PF= peso final, Pl= peso inicial, t= tiempo.
Los datos registrados se utilizaron para obtener la correlacion entre las
dimensiones de los organismos y la produccion de hembras ovigeras,
el niamero de huevos y las postlarvas liberadas.

Asimismo, con el propdsito de mantener la proporcion de hembras
y machos en cada tratamiento y sus repeticiones, al identificar algun
organismo muerto en las unidades experimentales, éste fue retirado y
en su lugar se colocd otro del mismo sexo, talla y estatus de primera
reproduccion cultivado bajo las mismas condiciones fisicoquimicas en
tanques alternos. El nimero total de organismos muertos se registré
por tratamiento cada semana, con lo cual se cuantifico el porcentaje
de sobrevivencia.

Ensayos de desarrollo de nuevos individuos. Al obtener hembras
ovigeras en los bioensayos de proporcion de sexos, éstas eran extrai-
das de las unidades experimentales y se remplazaban por otra con la
misma longitud, peso aproximado y en etapa de primera reproduccion.
Lo anterior para no afectar los resultados de seguimiento en el creci-
miento de los organismos y el nimero de hembras ovigeras durante
las trece semanas del estudio. Las hembras ovigeras se extrajeron me-
diante una red de cuchara (Easy Catch 7.62 cm, MX) y se colocaron
individualmente en unidades experimentales consistentes en acuarios
de vidrio de 20x17x15 cm llenos de agua dulce hasta un volumen de 4
L. En cada unidad se instal6 un refugio de pvc de 1.27 cm de diametro
por 7 cm de longitud y una planta artificial como zonas de resguardo.

Las unidades experimentales fueron etiquetadas de acuerdo al tra-
tamiento del cual fue extraida la hembra ovigera y se anex¢ la fecha
de colocacion. Ademas, se registro en la bitacora correspondiente el
nimero de huevos adheridos en el abdomen (fecundidad); el cual se
obtuvo por conteo directo del abdomen de la hembra, evitando ocasio-
nar estrés por manipulacion y por ende la pérdida de los mismos. En
los dias subsecuentes se determind el tiempo de incubacion con base
al periodo comprendido desde la fertilizacion hasta la liberacion de las
primeras postlarvas del abdomen de la hembra, las cuales se contaban
directamente para obtener el nimero total (fertilidad).

La alimentacion de las hembras ovigeras consistié en una racion
diaria del mismo alimento utilizado para reproductores, la racion se
proporcioné cada tercer dia (por la tarde) a una tasa de alimentacion
del 10% de la biomasa (Aya-Baquero & Velasco-Santamaria, 2013).
Al igual que en las unidades experimentales de los reproductores el
alimento remanente y las heces fueron retirados antes de agregar el
nuevo alimento.
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RESULTADOS

Las hembras gravidas obtenidas a partir de los procesos reproducti-
vos de los organismos capturados del medio natural generaron 542
postlarvas (203 machos y 339 hembras); las cuales se destinaron a
los bioensayos de proporcion de sexos una vez que alcanzaron 2.7 cm
de longitud. En ese momento, el peso promedio de las hembras fue
de 0.5041 + 0.0140 g y de los machos 0.4856 + 0.0104 g. El se-
guimiento del crecimiento de estos organismos en los bioensayos de
proporcion de sexos a lo largo de las 13 semanas de estudio, mostraron
un crecimiento discontinuo, con una tendencia a un mayor crecimiento
en los machos al final de estudio independientemente del tratamiento
(p < 0.05). Los valores de longitud registrados en la semana trece para
hembras van de los 3.25 ¢cm (+0.06) a los 3.33 cm (+0.05) y en ma-
chos de 3.35 cm (+0.05) a 3.38 cm (+0.05). Resultados similares se
observaron en los datos obtenidos en el peso de los organismos, cuyos
maximos valores se registraron en los machos independientemente del
tratamiento (p < 0.05). El peso promedio méaximo en hembras fue de
0.7542 g (=0.0806) y en machos de 0.8787 g (+0.0067).

Las tasas especificas de crecimiento longitudinal (TECL) en hem-
bras por semana registraron valores de 1.60% (R,), 1.51% (R,), 1.47%
(R,) y 1.42% (R,); porcentajes por debajo de los obtenidos en los
machos (R,= 1.71%, R,= 1.65%, R;= 1.70%, R,= 1.63%). En cuan-
to al incremento en peso (TECP) se registraron tendencias similares
a las del TECL, en donde los machos obtuvieron los méaximos valores
(R,= 4.35%, R,= 3.33%, R,= 4.07%, R, = 4.40%) respecto a las hem-
bras (R,= 2.80%, R,= 2.21%, R,= 2.04%, R,= 2.05%). Aunque, s im-
portante en estudios posteriores considerar |a posible influencia de las
diferentes densidades de organismos en las tasas antes referidas como
resultado de las proporciones de sexos en una misma unidad de area.

Numero de mudas
w

semana

BR1 R2

#R3

ER4
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La mayor frecuencia de muda se registrd en la proporcion
R, (p < 0.05) con 48 mudas a lo largo del estudio (Fig. 1). Asimismo, a
lo largo de los bioensayos se pudo observar puntualmente en seis oca-
siones el comportamiento reproductivo y la actividad de cdpula, cuya
duracién oscilé entre los 30 y 50 min. El intervalo de tiempo en el que
tardaron en aparecer los huevos en el abdomen de la hembra, posterior
ala copula en los seis casos fue de 70 a 75 h.

Al final de las trece semanas y con un nivel del 95% de confianza,
se registro una diferencia significativa en el nimero de hembras ovi-
geras entre tratamientos (p < 0.05). El tratamiento R, obtuvo el mayor
nimero de hembras ovigeras (67) comparado con el resto de los tra-
tamientos (p < 0.05); seguido por R, (34), R, (21) y R, (14). Es impor-
tante mencionar que los valores refieren el total de hembras gravidas
registradas en cada tratamiento al sumar las obtenidas en las distintas
repeticiones a lo largo de las 13 semanas.

En cuanto a la relacion lineal entre la fecundidad (promedio de ni-
mero de huevos) y las clases de talla (longitud y peso) de las hembras
en cada tratamiento, no se registrd una relacion en ningtin tratamiento
(tabla 1). Resultados similares se obtuvieron en las regresiones lineales
entre las dimensiones de clase de longitud y peso de las hembras en
cada tratamiento y la cantidad promedio de postlarvas liberadas (ferti-
lidad) (tabla 2). Asimismo, al comparar la fecundidad y fertilidad de las
hembras ovigeras (todas ellas de primera reproduccion independiente-
mente de sus medidas morfométricas) obtenidas en los diferentes tra-
tamientos, no se registran diferencias significativas (p > 0.05). Aunque
los mayores valores en la fecundidad se presentaron en el tratamiento
R, y los menores en R,; resultando similares a los obtenidos en el pro-
medio de fertilidad, con valores maximos en R, y uno de los menores
en R, (tabla 3).

R,=48
R2=29
m R3=30
R4= 18
| 3:. :‘2 U
- —— ‘v‘ / |
\ﬂiih‘r\\ o - B /
10 11 -

12 13

Figura 1. Frecuencia de muda registrada en los reproductores de Cambarellus montezumae mantenidos en diferentes proporciones de sexos durante 13 semanas.
R, =1 hembra: Tmacho; R,= 2 hembras:1 macho; R,= 5 hembras:1 macho; R, = 1 hembra:5 machos.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion (r) y de determinacion (R?) que ex-
presan la relacion entre las clases de longitud y peso con el promedio
de fecundidad (ndmero de huevos) registrados en las hembras ovigeras
de Cambarellus montezumae obtenidas en los diferentes tratamientos
a lo largo de 13 semanas. R,= 1 hembras:1 macho; R,= 2 hembras:1
macho; R,= 5 hembras:1 macho; R,= 1 hembra:5 machos.
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion (r) y de determinacion (R? que ex-
presan la relacion entre las clases de longitud y peso con el promedio
de fertilidad (nimero de postlarvas) registrado en las hembras ovigeras
de Cambarellus montezumae obtenidas en los diferentes tratamientos
a lo largo de 13 semanas. R,= 1 hembras:1 macho; R,= 2 hembras:1
macho; R,= 5 hembras:1 macho; R,= 1 hembra:5 machos.

Longitud Tratamientos Longitud Tratamientos
(cm) R, R, R, (cm) R, R, R, R,
r 0,2152 0,0925 -0,1499 0,3257 r 0,1664 0,1335 -0,2969 0,0911
R? (%) 4,635 0,8564 2,2482 10,6132 R? (%) 2,768 1,782 8,819 0,8311
Peso (g) PESO (g)
r -0,1992 0,1426 -0,2413 0,2477 r -0.0604 0,1819 -0,3950 0,0717
R? (%) 3,969 2,033 5,824 6,136 R? (%) 0.365 3,311 15,609 0,5146

Los porcentajes de eclosion registrados en cada tratamien-
to mostraron similitudes entre ellos, alcanzando porcentajes de
97.96 + 3.75% en R, 98.38 + 2.85% en R,, 98.15 = 3.23% en R, y
de 97.99 + 3.32% para R,. Los valores maximos y minimos por trata-
miento oscilan entre el 83 y 100% (R,), 93y 100% (R,), 89 y 100% (R,),
88y 100% (R,). El tiempo de incubacion registrd variaciones entre las
repeticiones dentro del mismo tratamiento y los otros tratamientos con
valores minimos de 12 dias y maximos de 28 dias (Fig. 2).

La supervivencia de los organismos a lo largo de los bioensayos de
proporciones fue diferente debido a la densidad de organismos especi-
fica en el tratamiento. La cantidad maxima de organismos sustituidos
en las unidades experimentales por mortandad fue de dos organismos
en el tratamiento R, en la semana cuatro. El resto de los tratamientos
registraron como maximo un organismo sustituido por mortandad en
algunas de las semanas del estudio.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos, la temperatura fue el
Unico parametro que mostré un margen en los datos recabados, indi-
cando un intervalo estacional y un incremento al final de la primavera
e inicios del verano. Los intervalos en temperatura para los meses de
marzo, abril y mayo se ubicaron entre los 22 y 23°C, aumentando a lo
largo de la estacion de verano hasta alcanzar una temperatura maxima
de 26°C a finales del mes de julio y disminuyendo paulatinamente hasta

los 24°C en el mes de septiembre. Con relacion al resto de los parame-
tros fisicoquimicos no se aprecid una variacion significativa. El consu-
mo de alimento durante los bioensayos varid en diferentes momentos
y aunque la ingesta fue mayor en los tratamientos con mayor densidad
de acociles, el consumo durante las primeras siete semanas fue de
entre 85y 90%. En las hembras ovigeras el porcentaje disminuyo hasta
un 50% con periodos de inanicion de 24 horas, por lo cual se modifico
la tasa de alimentacion hasta el 5% de su biomasa.

DISCUSION

Actualmente se busca implementar medidas adecuadas para el apro-
vechamiento sustentable de los recursos acuaticos; en crustaceos, se
estudia la relacion entre el tamafio de los organismos, la fertilidad, la
fecundidad y la distribucion poblacional de las especies (Aya-Baquero
& Velasco-Santamaria, 2013; Segura & Delgado, 2012). Aunque en su
mayoria se abocan a investigaciones biologicas-pesqueras y de crus-
taceos de profundidad e importancia comercial (Rodriguez et al., 2012;
Loran-Nufiez et al., 2009). Hecho que impulsa la relevancia del pre-
sente estudio, enfocado a la generacion de informacion en una especie
nativa con potencial acuicola y econdmico, de la cual se tiene poca
informacion sobre aspectos de crecimiento y reproduccion tanto en
condiciones de laboratorio como en el medio natural.

Tabla 3. Nimero promedio de huevos (fecundidad) y postlarvas (fertilidad) obtenidos al considerar el total de hembras ovigeras de Cambarellus montezumae
registradas por tratamiento (R,= 67; R,= 34; R,= 14; R,= 21) durante 13 semanas. Donde R = 1 hembra:1 macho; R,= 2 hembras:1 macho; R,= 5 hembras:1 macho;

R,= 1 hembra:5 machos.

Namero de huevos (fecundidad)

Numero de postlarvas (fertilidad)

R, R, R, R, R, R, R, R,
Promedio 37 39 38 41 37 38 37 40
Desviacion Estandar 7 5 6 6 7 5 6 6
Mediana 37 39 38 41 36 39 38 40
Minimo 22 27 27 33 22 25 24 33
Maximo 50 51 49 55 48 50 49 55
Rango 28 24 22 22 26 25 25 22
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Figura 2. Variacion en el tiempo de incubacion registrado desde la aparicion de
los huevos en el abdomen de las hembras de Cambarellus montezumae hasta
la liberacion de las postlarvas. R =1hembra:1macho; R,=2hembras:1macho;
R,=5hembras:1macho; R,=1hembra:5machos.

En cuanto al crecimiento, las hembras alcanzaron la talla de prime-
ra reproduccion en un periodo mas corto (45 a 60 dias) que los machos
de su misma especie, y hembras de otros géneros de crustaceos como
los reportados por Mueller (2007) para Procambarus clarkii (Girard,
1852), hasta 6 meses. Lo cual se relaciona con la biologia del creci-
miento de algunos crustaceos cuyo rango de talla maxima es pequefio
y por ello alcanzan su desarrollo gonadal y talla de primera madurez
en un periodo menor de tiempo (Sampognaro-Charquero, 2014). Sin
embargo, una vez que las hembras alcanzaron la talla de primera re-
produccion, fueron los machos quienes registraron una mayor longitud
y peso, ya que las hembras destinaron mas energia a la produccion de
huevos que al crecimiento. Asimismo, una variable relacionada a estas
diferencias es la muda terminal que se observa en algunas especies de
crustaceos (Rodriguez-Dominguez et al., 2012). Aunque, en C. monte-
zumae no se tienen estudios que sustente la existencia de la misma y
el impacto que pudiera tener en el crecimiento. Ademas, las variaciones
mencionadas son observadas también en camarones de las especies
Aristaeomorpha foliacea (Risso, 1827), Pachychelles laevidactylus (Ort-
mann, 1892), Pleoticusrobustus (Smith, 1885) y Penaeopsis serrata
(Bate, 1881) (Camiolo & Luppi, 2016; Paramo & Nufiez, 2015). Algunos
autores mencionan que las diferencias antes expuestas son debidas al
desarrollo gonadal (Pérez-Ferro & Paramo-Granados, 2014), la fuente
de alimento (Barbosa-Saldafia et al., 2012) y al estrés ambiental (Cor-
tés-Jacinto et al., 2003).

Aunado a lo anterior, la ganancia en peso y longitud registrada en
los reproductores de C. montezumae utilizados durante los bioensa-
yos de proporciones de sexos, muestran un crecimiento discontinuo de
acuerdo a las caracteristicas expuestas por Martinez-Porchas (2009) y
se relacionan con la frecuencia de muda y las caracteristicas genéti-
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cas propias del individuo (Reyes-Avalos et al., 2010). Lo cual también
afecta el consumo de alimento y los cambios fisioldgicos que conlleva
el atravesar por alguna de las cinco etapas del proceso de muda (Mar-
tinez-Porchas et al., 2009). Lo cual coincide con lo observado en el
presente estudio en los reproductores de C. montezumae, y principal-
mente en la disminucion en las tasas de alimentacion de las hembras
ovigeras. Las fluctuaciones y bajo consumo de alimento en reproducto-
res del género Cambarellus se han reportado en otros estudios que in-
dican valores entre 0.005 y 0.16 g/dia dependiendo de las condiciones
de cultivo (Cerén-Ortiz et al., 2015; Arredondo-Figueroa et al., 2011).
Asimismo, el bajo consumo de alimento en las hembras ovigeras se re-
laciona con una disminucion en el gasto energético en aspectos como
el movimiento, crecimiento y muda.

Por lo anterior, mas alla de la influencia que indudablemente tienen
los factores fisicoquimicos, otros aspectos de indole fisiologico tales
como la madurez de células sexuales, alométricos (caracteres sexuales
secundarios), funcionales (capacidad de conseguir una pareja y trans-
portar los huevos) y sus condiciones generales de salud (Romero-Ca-
marena et al., 2013; Lopez-Greco & Rodriguez, 1998) también inciden
en la muda y en los procesos reproductivos. Ante el efecto de algunos
de estos factores y con el proposito de disminuir el posible impacto de
trabajar con hembras que previamente atravesaron por un momento de
gravidez (producen un mayor nimero de huevos) (Huck et al., 2007),
se establecid como caracteristica de seleccion una talla en donde se
han obtenido hembras ovigeras de primera reproduccion en C. mon-
tezumae.

El mayor nimero de hembras ovigeras al final del estudio se obtuvo
en el tratamiento R, (una hembra y un macho por cada repeticion) con
un total de 67 hembras en comparacion con los 14 y 21 de los trata-
mientos R, y R, respectivamente. Lo anterior a pesar de que en estos
Ultimos se encontraba un mayor nimero de hembras por macho y vice-
versa (5 hembras: 1 macho y 1 hembra: 5 machos). Las diferencias en
los valores entre tratamientos se explican en crustaceos por el impacto
de la densidad de organismos sobre la competencia reproductiva y el
estrés sobre las tasas metabdlicas de los organismos (Abad-Rosales
et al., 2011; Martinez-Porchas et al., 2009). Aspecto observado en los
tratamientos con mayor densidad de machos (interrupcion del cortejo
y la copula por competencia reproductiva). Sin embargo, es necesario
realizar estudios fisiologicos especificos para determinar si el estrés
bajo las condiciones de densidad poblacional en el estudio afecta sig-
nificativamente la reproduccion y por ello, los tratamientos con mayor
densidad de organismos por repeticion registraron el menor nimero de
hembras gravidas.

Ante la escasa informacion sobre la tematica aqui abordada, los re-
sultados obtenidos en cuanto a las causas que influyeron en el nimero
de hembras gravidas se comparan con los registrados en algunas in-
vestigaciones realizadas en ambientes no controlados. El mayor nime-
ro de hembras ovigeras en la proporcion 1:1 es similar a los resultados
obtenidos en estudios de poblacion en el medio natural; lo cual hace
referencia al equilibrio biolégico de una poblacion, en donde, al existir
un macho por cada hembra, se limita la competencia por el aparea-
miento (Franco-Meléndez, 2012; Fischer, 1930). Ademas, los resultados
obtenidos en la proporcion que registraba el mayor nimero de machos
se asemejan a los mencionados para otros crustaceos, los cuales indi-
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can que proporciones con mayor tendencia en alguno de los sexos se
relacionan con la época post-reproductiva (Castilho et al., 2007).

Las diferencias significativas determinadas en el nimero de hem-
bras ovigeras entre tratamientos no son extensivas a la fecundidad y la
fertilidad de las mismas, principalmente por utilizar hembras de prime-
ra reproduccion y con tallas similares. Asi, se limité el impacto de la ta-
lla de la hembray el macho en la capacidad reproductiva reportada por
algunos autores, quienes observaron un mayor indice de fecundidad y
fertilidad al incrementar la longitud y/o peso de las hembras (Aya-Ba-
quero & Velasco-Santamaria, 2013; Rondon et al., 2012). Al respecto,
Camiolo & Luppi (2016) en estudios con Pachychelles laevidactylus
en el intermareal rocoso de Mar del Plata, Argentina, registraron un
aumento en la fecundidad conforme la talla de la hembra era mayor
(modelo exponencial), con intervalos de 160 huevos en las hembras de
4.38 mm y de 2 en tallas cercanas a los 2 mm del ancho del caparazon
con respecto al segmento mayor del pleon. En la jaiba Callinectes belli-
cosus (Stimpson, 1859) la fecundidad incrementa conforme aumenta el
tamanio de caparazon de la hembra, la cantidad de huevos promedio es
de 4,576,258 + 974 en hembras con un ancho de caparazon de 112.8
+ 5.5 mm (Escamilla-Montes et al., 2013). Asimismo, en C. bellicosus
el gradiente latitudinal influye en la fecundidad (Rodriguez-Feliz et al.,
2018); no obstante, cabe sefalar que en acocil no se ha determinado
la influencia de factores latitudinales o altitudinales para el aspecto
evaluado.

En el presente estudio no se registro relacion entre la morfometria
y la fecundidad, debido al pequefio intervalo existente en la talla de
las hembras utilizadas y al hecho de que todas ellas fueron de pri-
mera gravidez; lo cual permitid identificar la fecundidad de C. mon-
tezumae bajo esta caracteristica y plantea la necesidad de evaluar el
efecto de los subsecuentes actos reproductivos en la fecundidad. La
cantidad de huevos obtenido en C. montezumae independientemente
del tratamiento es similar a los 45 = 23 huevos en hembras de lon-
gitud promedio de 32.2 = 4.0 mm reportado por Arredondo-Figueroa
y colaboradores (2011). Sin embargo, son diferentes a los obtenidos
en especies con tallas de reproduccién mayores como Ranina ranina
(Linnaeus, 1758) (72.2 mm de longitud), cuya fecundidad es de 74.600
a 256.000 huevos (Krajangdara & Watanabe, 2005). La discrepancia
entre los resultados al comparar diferentes especies se relaciona am-
pliamente con el tamafio de la hembray la amplitud en el espacio fisico
abdominal disponible para portar los huevos (Aya-Baquero & Velas-
co-Santamaria, 2013). Aunado a lo anterior, algunos estudios refieren
que al disminuir las dimensiones del huevo se incrementa la fecundi-
dad (Escamilla-Montes et al., 2013; Garcia-Pinto ef al., 2013). Lo cual,
a pesar de no ser considerado en el presente estudio, se observd que
el tamafio de los huevos en las hembras de C. montezumae es menor
a lo reportado en Cherax quadricarinatus (Von Martens, 1868), lo cual
desde un aspecto comparativo se debe a la diferencia en longitud, an-
choy fecundidad. Ademas de ser organismos de desarrollo embrionario
directo, lo cual segiin Reynolds (2002) disminuye la fecundidad de la
especie y aumenta el tamafio de los huevos.

Las caracteristicas bioldgicas antes mencionadas también influ-
yen en la cantidad de larvas o postlarvas producidas, razon por la cual
tampoco se obtuvo una relacion entre la fertilidad y la morfometria al
trabajar con hembras de tallas similares y de primera reproduccion.
Aunque el porcentaje de fertilidad en C. montezumae fue mayor a lo
reportado para otras especies de crustaceos, los valores se explican
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por las diferencias anatdmicas y bioldgicas de las mismas. Ademas,
el porcentaje de eclosion de los huevos y la sobrevivencia del embrion
se relaciona con la calidad del vitelo (principalmente la presencia de
lipidos), las condiciones ambientales y el estrés al que se enfrentan las
hembras ovigeras (Bazéan et al., 2009; Sanchez-Paz et al., 2006). Lo
cual también puede afectar el tiempo de incubacion de los huevos en
el abdomen, algunos estudios mencionan intervalos desde dos sema-
nas hasta los diez meses, registrandose incluso periodos de diapausa
(Serrano-Silvas, 2016; Calcango et al., 2005). En este estudio, las va-
riaciones oscilan entre los 12 y 28 dias, y no se percibe una influencia
de la temperatura en estos valores debido al pequefio intervalo en di-
cho factor. EI tiempo minimo y maximo de incubacion es menor a los
reportados en C. patzcuarensis (27-35 dias) (Rodriguez-Serna, 2014),
Cryphiops caementarius (Molina, 1782) (25 a 28 dias) (Romero-Cama-
rena et al., 2013), Procambarus clarkii (0.8 a 1 mes) y Pacifastacus
leniusculus (Dana, 1852) (5 a 9 meses) (Ruiz-0Imo y Clavero, 2008).

En cuanto a la influencia que pudieron haber tenido los parametros
fisicoquimicos en la obtencién de hembras ovigeras, la temperatura fue
el tnico parametro que registrd variaciones en sus valores. Sin em-
bargo, las fluctuaciones se manifestaron en un intervalo corto (entre
1y 2°C) a lo largo del dia y una diferencia de 4°C durante las trece
semanas debido a la estacionalidad (increment6 conforme avanzo la
primavera y declind al final del verano); por lo cual se considera que
no afectaron los aspectos reproductivos del acocil, a diferencia de lo
reportado en otros estudios en donde las variaciones en la temperatura
son mas amplias (Diaz et al., 2006). Aunado a lo anterior, los intervalos
de temperatura registrados se encuentran entre los mencionados para
Cambarellus patzcuarensis en cultivos reproductivos (Gallardo-Pineda
et al., 2015), y en estudios de bioenergética y crecimiento en C. mon-
tezumae (Ceron-Ortiz et al., 2015; Arredondo-Figueroa et al., 2011; La-
tournerié-Cervera et al., 2006).
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RESUMEN

Antecedentes: El diclofenaco (DCF) es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que ha sido encontrado en
aguas superficiales y subterraneas, derivado de su consumo en salud humana y veterinaria. Ademés, ha sido
estudiado en diferentes modelos animales dulciacuicolas y se ha demostrado que tiene efectos perjudiciales
en claddceros, peces y anfibios, pero la informacion disponible aln es escasa en cuanto a las alteraciones
inducidas en organismos que son base de los niveles troficos como los rotiferos. Objetivo: En el presente
trabajo se evalud el efecto del DCF en respuestas agudas y cronicas en el rotifero Lecane papuana (Murray,
1913). Métodos: Se llevaron a cabo pruebas de toxicidad aguda en las que se determind la concentracion
letal media del DCF (CL50 = 128.82 mg/L). Después, se seleccionaron cinco concentraciones subletales
(1/160, 1/80, 1/40, 1/20y 1/10 de la CL50) con sus respectivos testigos negativos (agua dura reconstituida),
a las que fueron expuestos huevos amicticos para evaluar el efecto en la eclosion y también neonatos para
pruebas de inhibicion de la fecundidad y crecimiento poblacional, este ultimo expresado en términos de r.
Resultados: Se observé que el DCF reduce la tasa ra través de la inhibicion de la eclosion de huevos amicti-
cos y de la fecundidad de las hembras expuestas (menor cantidad de huevos/hembra) en concentraciones de
0.80 mg/L y superiores. Las concentraciones efectivas medias (CE50) fueron hasta 700 veces mas bajas que
la correspondiente CL50. Conclusiones: Estos resultados muestran que el DCF puede afectar a las pobla-
ciones de rotiferos a concentraciones que, aunque son superiores a las concentraciones ambientales, su in-
corporacion continua a los ambientes acuaticos tendria un efecto significativo en las poblaciones expuestas.

Palabras clave: antiinflamatorio no esteroideo, contaminantes emergentes, inhibicion de la fecundidad, to-
xicidad crénica, zooplancton

ABSTRACT

Background: The diclofenac (DCF) is a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) that has been found
in groundwater and superficial water, as a result of its high consumption in animal and human health. Mo-
reover, DCF toxicity has been studied in different fresh-water animal models and it has been shown to have
harmful effects on cladocerans, fish and amphibians, but the available information is still scarce in terms of
induced alterations in organisms that are the basis of trophic levels such as rotifers. Goals: The present work
assessed the effect of DCF on acute and chronic responses of the freshwater rotifer Lecane papuana (Murray,
1913). Methods: Acute toxicity tests were carried out to determine the LC50 of DCF (128.82 mg/L). Then, five
sublethal concentrations were selected (1/160, 1/80, 1/40 y 1/20, y 1/10 of the corresponding LC50), and
a control group (reconstituted hard water), to which amictic eggs were exposed to determine the effect on
hatching and neonates were exposed to evaluate the effects on further fecundity and population increase in
terms of r. Results: DCF diminished the rrate through the inhibition of eggs hatching and reduced fecundity
of exposed females (fewer eggs per female) at 0.80 mg/L and higher concentrations. The effective median
concentrations were about 700-fold lower than the corresponding LC50. CGonclusions: These results indi-
cate that DCF can affect rotifer populations at concentrations, that despite being higher than environmental
concentrations, and due to the continuous release of DCF to the aquatic systems, would eventually have a
negative impact on the exposed populations.

Keywords: chronic toxicity, emergent contaminants, fecundity inhibition, non-steroideal anti-inflammatory
drug, zooplankton
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INTRODUCCION

Debido a las actividades humanas, una gran cantidad de compuestos
diversos han sido liberados al ambiente y sin ser el objetivo para el cual
fueron disefiados, se han incorporado a las tramas tréficas, principal-
mente en cuerpos de agua por ser empleados en muchos casos como
vertederos (Cizmas et al., 2015). Entre estos nuevos contaminantes se
encuentran farmacos y productos de cuidado y aseo personal, muchos
de los cuales no son degradados por los métodos convencionales de
tratamiento de aguas residuales (Capodaglio et al., 2018).

Entre los farmacos mas empleados en el mundo se encuentran los
antiinflamatorios no estereoideos (AINEs), muchos de los cuales pueden
conseguirse sin prescripcion médica; ademas, también se encuentran
entre los farmacos de mayor consumo por el sector salud por su efecto
analgésico y antipirético (Katzung, 2007). Estas practicas, sumadas a la
falta de manejo adecuado de residuos y su uso veterinario, han logrado
que este heterogéneo grupo de farmacos sea cuantificado con mayor
frecuencia en efluentes (hospitalarios e industriales) y en diversos cuer-
pos de agua (Gomez-Olivan et al., 2014a, 2014b).

El diclofenaco (DCF) es un AINE que se ha cuantificado en cuer-
pos de agua naturales y aguas subterraneas alrededor del mundo en
niveles desde el orden de unos cuantos nanogramos por litro (ng/L),
mientras que en efluentes hospitalarios las concentraciones pueden ser
de hasta 1.9 pg/L (Nieder et al., 2018). Las concentraciones de este
farmaco en el ambiente pueden ser bajas debido a que tiende a de-
gradarse por fotélisis; no obstante, su continua liberacion al medio por
el alto consumo de medicamentos que lo incluyen en su formula, tanto
en medicina humana como veterinaria, podria ocasionar una exposi-
cion cronica a las especies dulciacuicola (Saucedo-Vence et al., 2015).
Ademas, se ha demostrado que este compuesto tiene un logk , entre
4.01y 4.51 (Lefebvre et al., 2010), y que puede acumularse en tejidos
de diversos organismos (Schwaiger et al., 2004, Swiacka et al., 201 9),
aunque es muy probable que por mecanismos de transformacion este
farmaco posea un bajo potencial de transferencia a través de las tra-
mas troficas (Xie et al., 2015)

El DCF actlia como un inhibidor irreversible de las ciclooxigena-
sas, que son enzimas relacionadas con la sintesis de prostaglandinas
(Dorne et al., 2007). En organismos no diana se han reportado diversos
efectos, como alteraciones del metabolismo, modificacion de la acti-
vidad de enzimas antioxidantes, disminucion de la fecundidad y bajas
tasas de crecimiento poblacional y supervivencia, entre otras (Schwarz
etal., 2017; Majewska et al., 2018; Yokota et al., 2018).

A la fecha se han ocupado diferentes modelos animales para estu-
diar el efecto del DCF, entre los cuales pueden mencionarse a inverte-
brados como los rotiferos Brachionus koreanus (Hwang, Dahms, Park &
Lee, 2013) (Rhee et al., 2013) y Plationus patulus (Miiller, 1786) (Sarma
et al., 2014; Martinez-Goémez et al., 2015) y los claddceros Ceriodaph-
nia dubia (Richard, 1894) y Daphnia magna (Straus, 1820) (Ferrari et al.,
2003; Haap et al., 2008; Gomez-Olivan et al., 2014a)., s 0

Entre los modelos de vertebrados mas empleados se encuentra el
pez Danio rerio (Hamilton, 1822) (Praskova et al., 2011; Cunha et al.,
2017), cuya fase embrionaria tiene una gran aplicacion en estudios
ecotoxicoldgicos pues permite identificar con gran facilidad alteracio-
nes en el desarrollo durante esta etapa del ciclo de vida. Siguiendo
esa misma tendencia, se cuenta hoy dia con estudios de alteraciones
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morfoldgicas en embriones de Lithobates catesbaianus (Shaw, 1802) y
Xenopus leavis (Daudin, 1802) (Cardoso-Vera et al., 2017). Sin embar-
go, no existen protocolos en los cuales se identifiquen estos mismos
patrones en invertebrados dulciacuicola.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Nor-
teamérica (USEPA) presenta un listado de los organismos de prueba
para ensayos de toxicidad; sin embargo, también sugiere el uso de mo-
delos alternativos cuando no se cuenta con aquellos recomendados por
la USEPA cuando no es posible importarlos y cuando los organismos
autoctonos presenten una sensibilidad igual o mayor a los modelos
convencionales (USEPA, 2002). Debido a que la mayoria de los protoco-
los para evaluacion de la toxicidad son llevados a cabo con organismos
limnéticos, existe aun la falta de informacion en organismos litorales,
como los de la familia Lecanidae, que es una de las mas diversas entre
los rotiferos (Segers, 1995).

El género Lecane (Rotifera: Monogononta) es uno de los mayores
representantes entre los rotiferos de agua dulce en territorio mexicano
llegando a ocupar hasta el 45% de las especies de rotiferos, teniendo
presencia en los estados del centro y sur de México (Quiroz-Vazquez,
2012). Ademas, diversos autores han confirmado la presencia de Le-
cane papuana (propuesto como organismo de prueba) en cuerpos de
agua dulce (Sarma y Elias-Gutierrez, 1997, 1999; Vazquez-Sanchez et
al., 2014, Saucedo-Rios et al., 2017); ademas, de la amplia distribucion
que presenta esta especie, pudiendo encontrarse desde Estados Unidos
hasta Brasil (Green, 1986; Lucena et al., 2015).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es presentar evidencia de
que el DCF disminuye el crecimiento poblacional de Lecane papuana
al inhibir por una parte la fecundidad y por otra la eclosion de huevos
amicticos expuestos a este farmaco.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivos de Lecane papuana fueron mantenidos en el laboratorio
por multiples generaciones a través de hembras partenogenéticas. Los
lotes reproductores se mantuvieron con una densidad de 5 individuos/
mL, alimentados con 10° células/mL de la microalga Nannochloropsis
oculata (Hibberd, 1981) cultivada en medio basal de Bold (Stein, 1973),
fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, y renovacion total del me-
dio al menos dos veces por semana. Previo al inicio de los bioensayos,
se separaron los huevos de Lecane que se encontraban en el fondo de
cajas de Petri, se transfirieron a medio EPA fresco sin alimento y se
conservaron hasta su eclosion. Para todos los bioensayos se emplearon
organismos menores de 24 h (USEPA, 2002).

Ensayos de toxicidad aguda. En placas de poliestireno de 24 pozos
se colocaron al menos cinco concentraciones nominales diferentes de
DCF (1, 3,6, 13,25 y 50 mg/L) en medio EPA y sus respectivos grupos
control. El DCF se prepar6 a una concentracion inicial de 2500 mg/L en
agua desionizada; todas las diluciones posteriores fueron realizadas en
medio EPA, teniendo en la concentracion mayor (50 mg/L) sélo el 2% de
agua desionizada con respecto al volumen final (1 mL). En cada pozo
se colocd 1 mL de las soluciones de DCF, se depositaron 10 organis-
mos de menos de 24 h de edad. Las placas fueron incubadas por 48
h a 25 + 2°C con un fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, sin
alimento ni renovacion del medio durante el bioensayo. Al término de la
prueba se contabilizaron los organismos inmaviles y/o muertos en cada
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concentracion. Todas las concentraciones contaron con ocho réplicas.
Con los datos de mortalidad se calculd la concentracion letal media
(CL50), y las concentraciones letales al 1y 10% (CL1, CL10) mediante
el paquete estadistico drc en R (Ritz et al., 2015).

Bioensayos de toxicidad cronica. Se evaluaron cinco concentracio-
nes diferentes que consistieron en fracciones de la CL50 de DCF para
L. papuana, siendo 1/160, 1/80, 1/40 y 1/20 y 1/10, que corresponden
a 0.82, 1.64, 3.28, 6.56, y 13.12 mg/L (concentraciones nominales),
respectivamente. Cada una de las concentraciones contd con ocho ré-
plicas (n = 8), para lo cual fue necesario el empleo de dos microplacas
de poliestireno de 24 pozos cada una. Al inicio de la prueba fueron
colocados 5 rotiferos menores de 24 h en cada pozo (réplica). Como
alimento se suministraron 10° células/mL de N. oculata cultivada en
medio basal de Bold. Se incubaron por un periodo de 120 h con foto-
periodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, a 25°C. El volumen final para
las pruebas fue de 2 mL. Cada 24 horas se adicionaron 100 pL de agua
destilada para evitar pérdida de volumen por evaporacion. Al final del
bioensayo se contaron los organismos de cada réplica. Con estos datos
se estimd la tasa intrinseca de crecimiento poblacional de cada réplica
en cada tratamiento a través de la formula (Krebs, 1985):

r = [Ln(Nf) — Ln(Nij-t"

en donde res la tasa de crecimiento poblacional, Ln representa el loga-
ritmo natural de Nfy Ni, nimero final e inicial de organismos por répli-
ca, respectivamente, y tel tiempo que duraron las pruebas de toxicidad.

Efecto del diclofenaco en la fecundidad de Lecane papuana. Del
mismo modo que las pruebas de toxicidad cronica, se emplearon cin-
co concentraciones nominales de DCF (0.82, 1.64, 3.28, 6.56 y 13.12
mg/L) y un testigo sin farmaco. En una microplaca de poliestireno
transparente de 24 pozos se colocaron 5 organismos por réplica, cuatro
réplicas por tratamiento (n = 4), en 2 mL de medio con 10° células de N.
oculatay se incubaron a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8
horas de oscuridad. Cada 12 h se revisaron los diferentes tratamientos
y se contabilizaron los huevos producidos en cada réplica durante tres
dias. Los resultados se reportan como huevos amicticos producidos por
hembra por dia.

Efecto del diclofenaco en la eclosion de huevos de L. papuana.
Se llevd a cabo la renovacion completa del medio de todos los lotes
reproductores de L. papuana la noche previa a la seleccion de huevos
amicticos, que fueron separados en un tiempo menor a 12 h posteriores
al mantenimiento de los lotes reproductores y 2 h previas al inicio de
las pruebas. Estas consistieron en la exposicion de huevos amicticos
de L. papuana a las mismas concentraciones subletales que fueron
empleadas en las pruebas cronicas (0.82, 1.64, 3.28, 6.56, y 13.12
mg DCF/L), ademas de los testigos correspondientes. Se incubaron a
25°C, con fotoperiodo 16 h de luz por 8 h de oscuridad, sin alimento, sin
renovacion del medio, en 2 mL de medio EPA. Se expusieron un total de
100 huevos por cada concentracion (tratamiento) divididos en bloques
de 20 por cada réplica (n = 5). Se contabilizaron los huevos eclosiona-
dos después de 24 h y 48 h de exposicion. Con estos datos se calculd
el porcentaje de eclosion en cada tratamiento.

Analisis Estadistico. Para los resultados de los diferentes ensayos se
realizaron los correspondientes analisis de varianza (ANDEVA) de un
solo factor y pruebas de comparacion mdltiple de Tukey. Las diferencias
significativas entre los tratamientos se establecieron con un nivel de
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significancia P<0.05. Estos analisis se llevaron a cabo con ayuda del
paquete ggplot2 en el software estadistico A.

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados de las pruebas de toxicidad
aguda, en la que se observan los valores de concentracion letal media
(CL50) y los valores de CL1 y CL10, en sustitucion de la concentracion
de efecto no observado (CENO, o por sus siglas en inglés, No Observed
Effect Concentration (NOEC) y la menor concentracion de efecto obser-
vado (MCEO), o del inglés LOEC, Lowest Observed Effect Concentration.

En los ensayos de toxicidad cronica, en las cuales se expusieron a
los rotiferos por un periodo de cinco dias, se encontré que el aumento
en la concentracion de DCF disminuy6 la tasa reproductiva de L. pa-
puana (Fig. 1), siendo significativa en todos los tratamientos, desde la
concentracion mas baja (0.82 mg/L) que representa el 0.6% de la CL50
de DCF (128.82 mg/L) y que esta dentro del intervalo correspondiente
ala CE10 para estas pruebas de toxicidad (tabla 2).

En la figura 2 se presentan los resultados de la exposicion por 24
y 48 horas a DCF; la tasa de crecimiento poblacional en ambos casos
se vio afectada significativamente conforme se incrementaba la con-
centracion del farmaco. En los grupos expuestos durante 24 h hubo
diferencias significativas con respecto al control en los rotiferos a partir
de 1.64 mg/L mientras que en los grupos cuya exposicion fue de 48 h
pueden observarse diferencias estadisticamente significativas a partir
de 3.28 mg/L. En los grupos de 48 h se aprecia una meseta entre los
grupos que se encuentran a la izquierda de la grafica, del testigo hasta
1.64 mg DCF/L, que difiere de los organismos expuestos por 24 h en
los que la tendencia a disminuir el valor de res mas evidente desde las
primeras concentraciones. Es importante sefialar que la tasa de creci-
miento de los controles de 48 h fue menor que la de los de 24 h, muy
probablemente por la falta de alimento en este periodo.

En la figura 3 se presentan los datos de fecundidad de las hembras
de L. papuana, en la que puede observarse que el DCF, a concentra-
ciones iguales o mayores a 0.82 mg/L, disminuye significativamente la
cantidad de huevos que pueden producir estos rotiferos, siendo hasta
menos de la mitad con respecto al control en concentraciones de 6.56
y 13.12 mg/L.

Tabla 1. Resultados de las pruebas agudas (48 h) de Lecane papuna (Murray,
1913) expuestos a diclofenaco.

Media EEM LI LS
CL1 (mg/L) 59.262 6.569 46.386 72137
CL10 (mg/L) 88.869 5.502 78.084 99.653
CL50 (mg/L) 128.823 3.630 121.708 135.939

CLx, concentracion letal a diferentes proporciones (1%, 10%, 50%); EEM, error
estandar de la media; LI, limite inferior del intervalo de confianza, LS, limite su-
perior del intervalo de confianza. Los valores de CLx se obtuvieron a partir de los
datos de mortalidad de ocho (n = 8) pruebas de toxicidad, calculados mediante
el paquete drc del software estadistico R.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en el rotifero dulciacuicola Lecane papuana (Murray, 1913) expuesto durante 5 dias (pruebas croni-
cas). El eje ordenado presenta la tasa de crecimiento poblacional (r, d-') calculada a partir de la formula de Euler-Lotka. Diferentes letras mintisculas sobre las cajas
representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a través de ANDEVA de un factor y pruebas

de comparacion mdltiple de Tukey (n = 8).

Tabla 2. Respuestas poblacionales de Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos
a diclofenaco.

Respuesta Parametro Promedio EEM LI LS
Tasa de crecimiento CE,, 9.582 1109 7.349 11.814
poblacional (5 dias) CE,, 0.734 0227 0.277 1.191
CE, 0.090 0.049 -0.008 0.189
Tasa de crecimiento CE,, 11429 1.626 8.147 14.710
poblacional (24 h exposicion)  CE,, 1.320 0.626 0.056 2.584
CE, 0.227  0.191 -0.158 0.613
Tasa de crecimiento CE,, 8.066 0521 7.014 9.119
poblacional (48 h exposicion)  CE,, 4436  0.799 2.823 6.049
CE, 2724 0.814 1.101 4.347
Eclosion (24 h) CE,, 10.325 2.017 6.281 14.369
CE,, 0.666  0.224 0.218 1.115
CE, 0.071  0.047 -0.024 0.167
Eclosion (48 h) CE,, 10.809 2212 6.373 15.244
CE,, 0.590 0.207 0.176 1.005
CE 0.055 0.038 -0.022 0.132

1

CEXx, concentracion efectiva a diferentes proporciones (1%, 10%, 50%); EEM,
error estandar de la media; LI, limite inferior del intervalo de confianza, LS, limite
superior del intervalo de confianza, que fueron calculados mediante el paquete
drc del software estadistico R. Todos los valores estan expresados en mg/L.

En la figura 4 se presentan los resultados de la eclosion de hue-
vos de L. papuana expuestos a diferentes concentraciones de DCF. Se
evaluaron dos tiempos diferentes, 24 y 48 h, aunque la mayoria de los
huevos habian eclosionado a las 24 h, por lo cual no se encontraron
diferencias significativas con respecto al tiempo dentro del mismo tra-
tamiento. El factor significativo en estos ensayos fue la concentracion
de DCF, que a partir de 3.28 mg/L disminuy6 el porcentaje de eclosion
de los huevos de L. papuana.

En la tabla 2 se presentan las concentraciones efectivas para di-
ferente nivel de efecto, 1, 10 y 50 % (CE50, CE10, y CE1) para las
pruebas de toxicidad cronica. Ademas, se obtuvieron los valores de
concentracion del toxico maxima aceptable (CTMA), o por sus siglas
en inglés, MATC (Maximum Acceptable Toxicant Concentration), que de
acuerdo con la respuesta evaluada puede variar entre 0.820 y 2.319
mg/L cuando se consideran valores de NOEC y LOEC, mientras que al
considerar los valores de CE1 y CE10 se obtuvieron CMAT entre 0.180
y 3.476 mg/L (tabla 3).

DISCUSION

La sensibilidad del rotifero Lecane papuana a diclofenaco es muy se-
mejante a la que se encuentra en otros miembros del zooplancton,
como Moina macrocopa (Straus, 1820) (CL50 = 142.6 mg/L; Lee et
al., 2011) y Daphnia magna (CL50 = 94.1 mg/L; Ra et al., 2008). Sin
embargo, existen también datos con D. magna que sitlian los valores
de CL50 entre 40 y 70 mg DCF/L, que son significativamente menores a
los obtenidos con L. papuana. No obstante, consideramos que los datos
aqui generados son de importancia por la escasa informacion que se
tiene acerca de contaminantes emergentes, como farmacos, en orga-
nismos que no son usados convencionalmente en pruebas de toxicidad
acuatica, principalmente en México, en el que la normativa vigente in-
cluye el uso de D. magna, una especie holartica que no se distribuye
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de manera natural en territorio mexicano. Por lo tanto, es necesaria
la bisqueda de alternativas sensibles a diversos contaminantes, que
incluyan diferentes niveles troficos, y que sean de facil cultivo y acceso
(Martinez-Jerénimo et al., 2008).

En la tabla 1, dados los valores de CL10 (88.869 mg/L) y CL1
(59.262 mg/L), se observa que L. papuana parece no representar a
una especie sensible al DCF (en pruebas de toxicidad aguda), en com-
paracion con otras especies zooplanctonicas como en los rotiferos de
la familia Brachionidae, con valores de LOEC y NOEC mas bajos (12.5
y 25 mg/L, respectivamente; Ferrari ef al., 2003) o en D. magna con la
que se encuentran valores de CL10 de 15.2 mg/L (Cleuvers, 2004). Re-
portes previos con organismos de la familia Lecanidae mencionan que
estos rotiferos poseen una lorica mas gruesa en comparacion con los
rotiferos de la familia Brachionidae y que ésta podria funcionar como
una barrera en contra de los toxicos que se presentan en el ambiente y
por esta razon disminuir su sensibilidad en pruebas de toxicidad aguda
(Hernandez-Ruiz et al., 2016). Aunque adn no se ha determinado el me-
canismo exacto para dicha barrera, con iones metalicos (cromatos con
carga negativa) se ha observado que pueden depositarse en la lorica de
Lecane quadridentata en mayor proporcion que en Brachionus calyci-
florus Pallas, 1766 (Hernandez-Ruiz et al., 2016). Entonces, es probable
que el DCF en forma anidnica se deposite en la lérica; sin embargo, es
necesario confirmar estas suposiciones mediante estudios dirigidos a
elucidar el mecanismo de toxicidad del DCF en rotiferos.

A la fecha, la informacion publicada con respecto al efecto de far-
macos en rotiferos es aln escaza, en especial aquellos que evallian
respuestas de intoxicacion cronica. Por lo tanto, es de destacar los tra-
bajos de Martinez-Gomez et al. (2015), quienes expusieron por seis
dias al rotifero P. patulus al analgésico acetamidofenol, encontrando
que la fecundidad de los rotiferos se veia disminuida a partir de con-
centraciones de 10 mg/L y superiores, asi como el de Sarma et al.
(2014), quienes reportaron que concentraciones iguales 0 mayores a
12.5 mg de DCF/L inhibieron la reproduccion de P. patulus. Por otra
parte, Gonzalez-Pérez et al., (2016) evaluaron el efecto del ibuprofe-
no (AINE) en Brachionus calyciflorus'y B. havanensis (Rousselet, 1911)
mostrando que la concentracion minima a la que se observa disminu-
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cion de la fecundidad es a partir de 12.5 mg/L. En el caso de L. papua-
na (este trabajo), la reproduccion fue significativamente disminuida a
partir de 0.820 mg de DCF/L (Fig. 1) y se registré una CE50 de 9.582
mg/L (LOEC = 0.820 mg/L) (tabla 2), denotando una mayor sensibilidad
de L. papuana en respuestas de intoxicacion cronica en comparacion
con los otros rotiferos; sin embargo, el valor de CE50 es muy parecido
a las concentraciones minimas a las que los otros autores encontraron
efectos adversos significativos.

Dada la escasez de datos de la toxicidad del DCF hacia los rotiferos,
se han comparado con otros miembros del zooplancton, particularmen-
te con claddceros; en C. dubia el valor de CENO para reproduccion fue
1 mg/L (Ferrari et al., 2003), en M. macrocopa se reportd en 16.7 mg/L
(Lee et al., 2011) y para D. magna de 10 mg/L (Han et al., 2006). Aun-
que la sensibilidad de L. papuana es menor que la de las especies de
claddceros para las respuestas de intoxicacion aguda, se observa que
al evaluar respuestas cronicas (Fig. 2) el rotifero L. papuana es hasta
diez veces mas sensible que los mismos claddceros arriba menciona-
dos.

La alta sensibilidad de L. papuana con respecto a la inhibicion del
crecimiento poblacional, generd dos preguntas: a) ¢El bajo crecimiento
poblacional de Lecane se debe a que el DCF disminuye la fecundidad
de las hembras expuestas?; o b) ;La disminucion del crecimiento po-
blacional se debe a que el DCF afecta la eclosion de los huevos amicti-
cos de L. papuana? Para contestar la primera pregunta se contaron los
huevos depositados por hembras expuestas a DCF a las 24 y 48 h de
exposicion (Fig. 3), encontrando una menor cantidad de huevos con-
forme se incremento la concentracion de DCF. Por lo tanto, el farmaco
alterd la respuesta reproductiva de L. papuana reduciendo el nimero
de huevos por hembra desde el inicio de la prueba, evento que podria
deberse a que el DCF actua como inhibidor de las ciclooxigenasas, en-
zimas que estan relacionadas con la sintesis de prostaglandinas (Gan,
2010) y cuya baja actividad se ha visto relacionada con la extension del
promedio de vida en B. koreanus a expensas de la fecundidad, que se
ve reducida por alteraciones en el metabolismo de lipidos (Lee et al.,
2018).
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Figura 2. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos durante 24 h (izquierda) y 48 h (derecha). El periodo de
crecimiento del rotifero fue de cinco dias sin DCF. El eje ordenado presenta la tasa de crecimiento poblacional (r, d-") calculada a partir de la formula de Euler-Lotka.
Las letras mintsculas sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a

través de ANDEVA de un factor y pruebas de comparacién multiple de Tukey (n = 8).
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Tabla 3. Comparacion del efecto del DCF en respuestas de intoxicacion aguda y cronica, expresada como la relacién entre toxicidad aguda/crénica (RTAC)

Valores definidos por ANDEVA (arbitrarios)

Valores obtenidos por regresion lineal

Respuesta evaluada CNEO MCEO CMPT
r, 5 dias <0.820 0.820 0.820
r,24 h 0.820 1.640 1.160
r,48 h 1.640 3.280 2.319
eclosion, 24 h 1.640 3.280 2.319
eclosion, 48 h 1.640 3.280 2.319

RTAC CE1 CE10 CMPT RTAC

157.101 0.090 0.734 0.257 501.215

111.087 0.227 1.320 0.547 235.339
55.544 2.724 4.436 3.476 37.059
55.544 0.071 0.666 0.217 592.416
55.544 0.055 0.590 0.180 715132

CNEO, concentracion de no efecto observado; MCEO, minima concentracion a la que se observd efecto téxico; CMPT, concentracion maxima permitida de un toxico;
RTAC, relacion entre toxicidad aguda y cronica; CE, concentracion efectiva al 1% o 10%; r, tasa de crecimiento poblacional (d-"). Todas las concentraciones estan

expresadas en mg/L.

La tasa de crecimiento poblacional de L. papuana al exponerse al
DCF fue menor que la de los testigos, que puede explicarse parcial-
mente por la baja fecundidad de las hembras por la ya mencionada
alteracion del metabolismo de lipidos. Otro factor que influy6 en los
bajos valores de r se debié a la disminucion del porcentaje de eclosion
de los huevos expuestos a DCF (Fig. 4). En el pez Danio rerio se tiene in-
formacion de que el DCF se adhiere a las membranas de los embriones
expuestos (alrededor del 5% de la concentracion en el medio), mientras
que otra parte (alrededor del 50% del material que asociado a la mem-
brana) se internaliza hacia el citosol; en donde causa diferentes anor-
malidades en los embriones; ademas de disminuir la capacidad motriz
del mismo organismo, lo que en cierta forma disminuye su potencial
para eclosionar (Chen et al., 2014). Consideramos que un mecanismo
semejante puede estar actuando en los embriones de L. papuana, dado
que el DCF tiene una carga negativa, éste podria asociarse con las dife-
rentes estructuras polares, como los grupos carbonilo en las proteinas y
alterar procesos metabolicos importantes en el desarrollo embrionario.

De acuerdo con los datos de De Felice et al. (2012), la toxicidad
del DCF en embriones de D. rerio se debe a la falta de regulacion de
enzimas que participan en la gluconeogénesis y en el metabolismo de
lipidos, la generacion de estrés oxidativo y al incremento de procesos
apoptoticos, lo que conlleva a la generacion de disfuncion mitocondrial
y desdrdenes metabdlicos; que entre otros efectos, pueden observarse
malformaciones en los embriones expuestos (ausencia de higado, de-
generacion muscular, hidroedema, pigmentacion anormal, entre otros)
(Chen et al., 2014). También en modelos de anfibios (embriones de Xe-
nopus leavis) se han observado efectos teratogénicos y alteraciones
del desarrollo embrionario ocasionadas por la exposicion a DCF (Chae
et al., 2015); evidencia que indica que el efecto toxico de este farmaco
no es exclusivo de peces y por lo tanto, podria observarse en otros
modelos animales, como el de L. papuana, que para esta especie se
argumenta que generaria retrasos en el tiempo de eclosion y como con-
secuencia, disminucion de la tasa de crecimiento poblacional, efecto
observado experimentalmente en este trabajo.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en la fecundidad (ndmero de huevos por hembra) de Lecane papuana (Murray, 1913). Los huevos de-
positados en cada réplica fueron retirados y contabilizados cada 12 horas, dejando en los pozos de la microplaca sélo los organismos iniciales. Las letras mintsculas
sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a través de ANDEVA de un

factor y pruebas de comparacion multiple de Tukey (n = 4).
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Figura 4. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en la eclosion de huevos de Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos durante 24 h (izquierda) y 48
h (derecha). Las letras minusculas sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia
de 0.05 a través de ANDEVA de un factor y pruebas de comparacion multiple de Tukey (n = 5).

Los resultados de las pruebas de toxicidad agudas, subletales, y
cronicas, sirvieron para calcular valores como CEx y CLx, derivados de
analisis matematicos y que de acuerdo con Laskowski (1995) son de
mayor trascendencia que los valores CENO y MCEOQ (que también fue-
ron obtenidos). Al observar la tabla 3 encontramos que al emplear los
valores CENO y MCEO se tiene una relacion méaxima de 157 entre las
respuestas agudas y las respuestas cronicas, siendo la tasa de creci-
miento poblacional el pardmetro mas sensible, mientras que la eclosion
de los huevos partenogenéticos resultd tres veces menos susceptible
al efecto del DCF. Sin embargo, al emplear los valores de CEx, donde x
esigual al 1% o 10%, la respuesta mas susceptible fue la eclosion a las
48 h (ACR = 715.132), en segundo lugar la eclosion a las 24 h (ACR =
592.416) y en tercer lugar la tasa r (ACR = 501.215), que puede estar
indicando que la baja en crecimiento poblacional se debe primeramen-
te al retraso en la eclosion de los huevos expuestos a DCF, efecto que
ha sido discutido en parrafos previos.

La exposicion de 24 h y 48 h afectaron significativamente la fe-
cundidad de L. papuana reduciendo la tasa de crecimiento poblacional,
pero sus valores son muy diferentes entre si, obteniéndose los valores
mas altos para la CMAT en los organismos que estuvieron expuestos
por 48 h. Dado que la comparacion se realizé con respecto al control,
cuya fecundidad también se vio afectada, es muy probable que sea el
resultado de la falta de alimento durante este periodo en combinacion
con el efecto toxico del DCF, del cual se ha discutido que reduce el ni-
mero de huevos que producen las hembras expuestas. Cuando las con-
diciones del medio son desfavorables (baja cantidad de alimento, pre-
sencia de depredadores o de toxicos en el ambiente), los organismos
del zooplancton pueden destinar la energia almacenada hacia la super-
vivencia, pero no al crecimiento o a la reproduccion (Arzate-Cardenas
& Martinez-Jerénimo, 2012), disminuyendo asi la tasa de crecimiento
poblacional, del mismo modo que el DCF ha actuado en L. papuana.

Las concentraciones de DCF en aguas superficiales se encuen-
tran generalmente alrededor de unos cuantos microgramos por litro
y en algunos casos alcanzaron valores cercanos a los 4.7 pg/L (Vie-
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no & Sillanpaa, 2014). Sin embargo, los estudios a escala laboratorio
son llevados a cabo con concentraciones superiores a las detectadas
en ambientes naturales. No obstante, se han justificado estos trabajos
por la necesidad de conocer cudles son los posibles mecanismos de
toxicidad de los contaminantes emergentes, entre ellos diversos far-
macos, cuyo consumo va incrementandose con el tiempo (Lonappan
et al., 2016). Ademas, aunque el DCF no es considerado un compuesto
persistente, los organismos acuaticos pueden estar expuestos a éste y
otros farmacos por tiempos prolongados dada su incorporacion al me-
dio por la liberacién continua a partir de aguas residuales hospitalarias
y municipales, en las cuales la concentracion de farmacos suele ser
mas alta (Heberer & Feldman, 2005).

A pesar de la rapida fotodegradacion del DCF, sus metabolitos son
oxidados hacia intermediarios de la benzoquinonimina, que son mas
persistentes en el ambiente y sumamente toxicos para los organismos
acuaticos; pueden ademas depositarse en los sedimentos o adsorberse
en la materia organica en solucion y a partir de ahi ser consumidos por
los invertebrados acuaticos (Oviedo-Gomez et al., 2010). Por lo anterior,
la intoxicacion de L. papuana en exposiciones cronicas podria deberse
tanto al farmaco en su forma original o por algun producto de su oxida-
cion. No obstante, esto genera una hip6tesis cuya exploracion escapa
por ahora los objetivos de este trabajo, que implicaria la extraccion y
cuantificacion del DCF (y metabolitos) en rotiferos, que por su pequefio
tamafio y escasa cantidad de biomasa, representaria un reto para el
desarrollo de métodos analiticos.

Consideramos que este trabajo aporta evidencias importantes en
las afectaciones que pueden sufrir los organismos del género Lecane,
un grupo de rotiferos del cual a la fecha se cuenta con poca informacion
sobre su susceptibilidad a contaminantes diversos. Ademas, los conta-
minantes emergentes como los farmacos (entre ellos el DCF) han ad-
quirido mayor relevancia al encontrarse concentraciones crecientes en
cuerpos de agua e incluso en agua para uso y consumo humano (He-
berer, 2002). Por estos motivos, es necesario contar con modelos para
la evaluacion de la toxicidad, que sean representativos de los cuerpos
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de agua de la zona de acuerdo con su distribucion natural y cuya sen-
sibilidad sea comparable con la de los modelos convencionales de los
que se tiene una gran base de datos como D. magna (USEPA, 2002).

En conclusion, la exposicion a DCF disminuye la fecundidad de L.
papuana muy probablemente por alteracion del metabolismo de lipidos,
ademas de retrasar la eclosion de huevos amicticos de este rotifero
cuando se expone a concentraciones entre 500 y 700 veces meno-
res que la CL50 correspondiente, siendo inferiores a las reportadas
para otros organismos del zooplancton de agua dulce en pruebas de
toxicidad cronica. Por lo anterior, podria establecerse el uso de huevos
amicticos de rotiferos como una prueba estandar de toxicidad al ser lo
suficientemente sensible y rapida (<48h).
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ABSTRACT

Background: Probiotics in aquaculture are becoming important to improve the welfare of fishes because
of some benefits to their physiological processes and, consequently, to their growth. Goals: To assess the
effects of two autochthonous bacterial strains with probiotic features on the Rainbow trout growth and its
digestive enzyme activities. Methods: In this study, the effect of Bacillus pumilus (BP), Bacillus sp. (BSP) and
the mixture (BPSP) was tested on the growth and the activity of digestive enzymes of the Rainbow trout. The
autochthonous strains, previously characterized as potential probiotics in vitro, were administered individually
at 1 x 107 CFU g food and as a mixture, for the last one the concentration was 0.5 x 107 CFU g™ of food for
each one; during8 weeks. Results: Neither of the strains used generated significant growth, compared to the
control. Fishes fed with BSP had a better growth respect to BP and BPSP. The highest activity of enzymes was
obtained in the fish treated with bacteria, but only BPSP-treated fish had a significant increase (P < 0.05) in
the three enzymes activities, compared to the control. Under the current test conditions, individual strains had
no significant effects on growth, but the consortium had a significant increasing effect on enzyme activities.

Keywords: Digestive enzymes; probiotics; Rainbow trout

RESUMEN

Antecedentes: Los probi6ticos en la acuicultura han ganado importancia, ya que pueden mejorar la salud
de los peces debido a los efectos positivos en la fisiologia digestiva de los animales y, consecuentemente,
en el crecimiento. Objetivos: Evaluar el efecto de dos cepas bacterianas autoctonas con potencial probiético
sobre el crecimiento y la actividad de las proteasas totales, lipasa y amilasa de la trucha arcoiris. Métodos:
Se evalu6 el efecto de Bacillus pumilus (BP), Bacillus sp. (BSP) y la mezcla (BPSP) en el crecimiento y la ac-
tividad de enzimas digestivas de la trucha arcoiris. Las cepas autdctonas, previamente caracterizadas como
potenciales probidticos in vitro, fueron suministradas a los peces a una densidad celular de 1 x 10°UFC g”'
de alimento, individualmente y la mezcla, a la mitad de la concentracion cada una; durante ocho semanas.
Resultados: Ninguna de las cepas empleadas genero crecimiento significativo, comparado con el control.
Sin embargo, los peces alimentados con BSP tuvieron mejor crecimiento, respecto de BP y BPSP. La actividad
enzimatica (proteasas, lipasa y amilasa) mas alta se obtuvo en los peces alimentados con BPSP, y fueron es-
tadisticamente diferentes (P< 0.05) del control. Conclusiones: Las condiciones de experimentacion evalua-
das no generaron efecto significativo sobre el crecimiento y la actividad de las enzimas digestivas cuando las
cepas se suministraron individualmente. El consorcio bacteriano incremento significativamente la actividad
de los tres grupos enzimaticos de la trucha arcoiris.

Palabras clave: enzimas digestivas, probiéticos, trucha arcoiris
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INTRODUCTION

The growing need for food at global and local level has led to the de-
velopment of production methods adequately to supply the demand.
Aquaculture plays an important role in this aspect and it is clear that, its
role will be decisive in food production (FAO, 2016), in years to come.
In Mexico, aquaculture production is a growing activity, and specifically
the production of Rainbow trout has maintained a sustained growth
in the last decades (Garcia-Mondragon et al., 2013; SAGARPA, 2017).
However, the production of this species begins to face associated com-
plications related to improvement of health and nutrition of organisms
in cultivation (FAO, 2018). Commercial diets for Rainbow trout don't
offer any additional advantage other than the specified nutrient con-
tent, which doesn't guarantee their assimilation. This would mean food
wastage, since it represents 40% to 70% of the total investment (Chao
& Liao, 2007). In this sense, fish digestion is based on the production
and activity of endogenous enzymes (Alarcon et al., 1997; Ray et al.,
2012), and, recently, it has been reported that thatits microbiota has
an important role in fish digestion, because the bacterial community
wide range of hydrolases to this process (Bairagi et al., 2002; Mon-
dal et al, 2008). Lately, in aquaculture, the development and appli-
cation of probiotics has gained importance, considering that they can
exert beneficial effects on the host (Ray et al., 2012; Pandiyan et al.,
2013). From the physiological point of view, positive relationships have
been found between probiotics and the digestion process, particularly,
on the production and activity of digestive enzymes (Yanbo & Zirong,
2006; Rennestad et al., 2013). Consequently, probiotics are an option
to increasefish digestion leading to a better growth of organisms and,
therefore, to aquaculture development (Zorriehzahraet al., 2016). This
study aimed to determine the effect of Bacillus pumilus (BP), Bacillus
sp. (BSP), and a mixture of them (BPSP) on the growth and digestive
enzymes activities of Oncorhynchus mykiss, focusing on improving the
production in this species.

MATERIAL AND METHODS

Bacteria. Strains Bacillus pumilus and Bacillus sp., used in the present
study, were isolated, identified, and characterized as potential probio-
tics under in vitro conditions by Ramirez-Torrez et al. (2018).

Fish and diet. The Rainbow trout fingerlings (1.8 + 0.03 g) were taken
from the Aquaculture Center “El Zarco”, Estado de México, Mexico, and
transported to the Laboratorio de Produccion Acuicola at FES Iztaca-
la-UNAM. Health condition, visible abnormalities, and absence of skin
lesions or hemorrhage were corroborated on the fish. The organisms
were aleatory selected and conditioned in a recirculation system for 15
days and fed with basal diet (Biofingerling of Malta Clayton®), following
the feeding program indicated by the manufacturer. An average of 88
g of initial biomass was distributed in plastic tanks of 160 L each.The
containers were distributed in aleatory blocks as well. Experimental
groups remained independent of each other, and only same group re-
plicates were in are circulating aquaculture system. The groups corres-
ponded to one control (CTRL); and those treated with BP, BSP, or BPSP.
For the CTRL, commercial food was provided without added bacteria.
For the treatments, bacterias were added to the food at 1 x 107 CFU
g™". Each strain of the consortium had a concentration of 0.5 x 107 CFU
g'of food. Bacteria were suspended in sterile distilled water, added to
the food,mixing constantly, and aerated undera laminar flow hood for
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eight hours. Subsequently, the prepared food was stored according to
manufacturer’s recommendations. Twice a day, fishes were fed at 6%
of their biomass, as recommended by the formulated food manufactu-
rer. Administration of bacteria in food to the experimental groups was
intercalated, i.e., in the first week no group received bacteria; in the
second week, the bacteria (BP, BSP, or BPSP) were added to the treated
groups, except to the CTRL, and so on successively until the eighth
week.

Viability of bacteria added to the food. The bacteria's viability in the
food was determined as follows: a sample of 5 g of prepared food was
taken, suspended in sterile saline solution (0.89%), adjusted to 10 mL,
and homogenized in a culture tube. An aliquot of 100 pL was extracted,
inoculated in BHI agar plates. Viability was determined by counting the
CFU per gram, after an incubation of 24 h at 30 °C; this was done on the
first, fourth, and seventh day of having added the bacteria to the food
(Madigan et al., 2012).

From the prepared food, bacteria was recovered as follows: a ho-
mogenate was prepared, three decimal sequential dilutions were made,
and aliquots were inoculated in three culture media: BHI, MRS, and
TCBS (Difco™ and BBL™ Manual, NJ, USA). Agar plates were incubated
at 32 °C for 24 h. Each differentiated bacterial colony was subcultured
onto culture plates and the isolated bacteria was identified by sequen-
cing the gene encoding the 16S rRNA (Han, 2006; Mignard and Flan-
drois, 2006; Janda and Abbott, 2007), and amplified by the polymerase
chain reaction (PCR), based onthe methodology described by Hamdan
(2004) and Sambrook and Russel (2011).The DNA was isolated with
the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA®, Madison, WI,
USA). The PCR was performed with the Master Mix® PCR kit (PROME-
GA®) with a total volume of 25pL of mixture reaction, according to ma-
nufacturer’s instructions. In the thermocycler was induced (Bio-Rad®
My Cycler, Hercules, CA, USA), following a pre-incubation cycle at 94°C
for 5 min; 40 cycles of denaturation at 94°C for 38 s, hybridization at
52°C for 40 s, and pre extension at 72°C for 40 s; followed by an ex-
tension cycle at 72°C for 7 min and, finally, a final cooling cycle at 4°C.
PCR amplicons were visualized on 1.5% agarose and stained with ethi-
dium bromide (0.5 pgmL™), excited under 300 nm. PCR products were
purified with the lllustra® Exoprostar® kit (GE®, CT, USA); sequencing
was made by Macrogen, Inc. (Seoul, South Korea) and the information
obtained was analyzed using the NCBI Blast algorithm and compared
with the sequences available in the GenBank data base (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

The strains used had more than 90% viability.

Growth determination. Assessment of fish growth was made by me-
asuring its biomass at the beginning, and at four and eight weeks of
experimentation, and determined as:

Weight gain (WG):
WG= W;— W,
Where:
W initial weight
W, final weight
Relative growth (RG; Busacker et al., 1990):
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_ (WfV—ViWi) <100

Where:

W initial weight

W;: final weight

Specific growth rate (SGR; Ricker, 1979):

(InW; — InW;)
_ %

SGR = ——

100

Where:

In w;: natural logarithm of initial weight
In w,: natural logarithm of final weight
days: time of experimentation in days

Feed conversion ratio (FCR; Ramos et al., 2017):

Food offered in grams

FCR = : .
weight gain

Survival (S; Uribe & Luna-Figueroa, 2003):

Final number of fish

$% 100

= Tnitial number of fish *

Digestive somatic index (DSI; Hidalgo et al., 1999):

Weight of GIT

. (Weight of fish

)*100

Where:
GIT: Gastrointestinal tract

Enzyme activity determination. Fishes were fasted for 36 hours
and, then, euthanized by thermal shock and subsequent decapitation
(AVMA, 2013), and keptat 4 °C. The gastrointestinal tract (GIT) was re-
moved and stored in an ultra-freezer (Thermo Fisher Scientific® Model:
ULT1786-6-A49. Asheville, NC, USA), at -70°C, until the samples were
processed. The GIT was homogenized at 2 °C and diluted 1:9 (weight:
volume) in phosphate buffer (pH 7.0). The suspension was centrifuged
at 22,000 g (Microfuge 22R, Beckman Coulter®, Brea, CA, USA), for 30
min at 4 °C and the supernatant was recovered. From this, aliquots of
100 and 200 pL were prepared and stored at -70 °C, until their analysis
was made (AVMA, 2013; Cahu & Zambonino-Infante, 1994).

The total protein content was measured, whit the Lowry method
(Waterborg, 2002), done with the Total Protein Kit, Micro Lowry, Peter-
son’s Modification with precipitation (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA),
following the manufacturer’s specifications. The assays were designed
to obtain the specific activity from crude extracts of the fish GIT (Cahu
& Zambonino-Infante 1994; Garcia-Ortega et al., 2003). To determine
the specific activity of enzymes, a discontinuous spectrophotometric
method was used (Nelson & Cox, 2008; Bisen, 2014; Cornish-Bowden,
2014). The generation of the product in a given period was measured,
expressed as the change of the mixture in optical density (OD) (Cope-
land, 2000; Mantle & Harris, 2000).

Proteases. Total proteolytic activity was determined by the method of
casein hydrolysis described by Kunitz (1947) and modified by Walter
(1984). The total volume of the reaction was1.2 mL, composed of 250
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pL of 1% casein (w/v) in sterile distilled water, 250 pL of phosphate
buffer, pH 7.0, and 100 pL of GIT extract; then incubated at 37 °C for 1
h. The reaction was stopped by adding 8% trichloroacetic acid (Hidalgo
etal., 1999; Furnéet al., 2005). The mixture was centrifuged at 1800 g
for 10 min and OD was measured at 280 nm. Tyrosine was used as a
standard and one unit of proteolytic activity was defined as the amount
of enzyme that releases 1 pmol of tyrosine mL" min-'(Furnéet al., 2005;
Al-Saraji& Nasir, 2013; Ahumada-Hernandez et al., 2014).

Lipase. Specific activity of lipase was determined by titration of fat-
ty acids released from the hydrolysis of an olive oil emulsion, pH 8.0
(Naher, 1974; Ali et al., 2010). The mixture’s total volume was 7.6 mL,
which consisted of 2 mL of olive oil emulsion (10% of olive oil - 10%
of acaciagum in distilled water), 0.4 mL of 0.6%CaCl,, 1 mL of phos-
phate buffer (pH 7.0), 0.2 mL of crude extract, and 4 mL of absolute
alcohol-acetone (1:1) - phenolphthalein (0.09%). The mixture was titra-
ted with 0.1 N NaOH. A unit of specific activity was considered as the
amount of enzyme that releases 1 mmol of fatty acids in 1 min under
specified conditions.

a-Amylase. Amylase activity was measured by the method described
by Rick and Stegbauer (1974), based on starch hydrolysis, pH 7.0, de-
tected from the release of the reducing group. The mixture’stotal volu-
me was 1.2 mL, composed of 50 pL of starch solution (0.5 g of soluble
starch and 17.5 mg of NaCl in 50 mL of 0.1 M potassium phosphate at
pH 7.0), 50 pL of crude extract, 100 pL of dinitrosalicylate reagent (DNS,
1.gin20 mL of 2 N NaOH and 50 ml H,0, 30 g of K-Na tartrate and 100
mL distilled water), and 1 mL of distilled water. After adding the extract,
the sample was incubated at 25 °C for 5 min and after DNS addition,
the mixture was incubated at 100 °C for 10 min, then the OD was me-
asured at 546 nm. One unit was defined as the amount of enzyme that
released 1 pmol of reducing groups, calculated as maltose per minute
from starch hydrolysis at 25 °C, pH 7.0, and maltose as standard.

Data analysis. Biometrical data of fish and specific enzyme activities
were tested for parametric statistical assumptions and one-way ANO-
VA was used to identify differences amongexperimental groups, con-
sidering bacterial strains as variation source. When ANOVA indicated
significant differences (a <0.05), a Tukey test was applied to identify
differences amonggroups (Montgomery, 2001; Zar, 2010). All analyses
wereperformed with SYSTAT® ver. 12 for Windows®.

RESULTS

Growth. There was no significant difference (P> 0.05) in the initial bio-
mass amongthe experimental units. The animals grew more than 900%
after 8weeks of experimentation; with a significant increase (P< 0.05)
with respect to theirinitial weight. The survival rates among the groups
didn't show significant differences. No significant effects (P> 0.05) or
better growth were observed in the weight gain of the fish fed with
bacteria compared to the CTRL during the eight weeks. However, when
an ANOVA was made only amonggroupstreated with probiotics, the BSP
group exhibited a better weight gain (15.5 + 0.06) and was statistically
different (P< 0.05), contrasted to BP (14.7 = 0.06) and BPSP (14.1 =
0.04). Nevertheless, no significant effects were detected in the remai-
ning calculated parameters (Table 1).

Enzyme activity. The inclusion of bacterial strains had a positive effect
on the activity of the digestive enzymes. The proteolytic activity after 8
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weeks of experimentation had a significant (P< 0.05) increase in fish
fed with BPSP (0.23886 + 0.000316), with the highest value, followed
by BSP (0.23816 + 0.001279), BP (0.23099 + 0.000597), and CTRL
(0.22452 + 0.000492; Fig. 1). The lipase activity also displayed sig-
nificant differences (P< 0.05) among groups and was higher in BSP
(0.68284 + 0.0001720) and BPSP (0.69012 + 0.0004517), as compa-
red to BP (0.68284 + 0.0001720) and CTRL (0.68277 + 0.0001394;
Fig. 2). The amylolytic activity was higher and statistically different (P<
0.05) in BPSP (0.03877 + 0.00000) than BS (0.03801 + 0.00001), BP
(0.03803 + 0.00005), and CTRL (0.03803 + 0.00002; Fig. 3). The stra-
ins mixture treatment showed the highest enzymatic activity produced
in each case.

DISCUSSION

It has been reported that Bacillus strains have a positive effect on fish
growth (Austin, 2006; Gomez & Balcazar, 2008); however, they are
more effective in early stages of development, probably because of the
absence of a microbiota established in the GIT of the fish. On the other
hand, positive results on growth have been obtained only after treating
the fish with an antibiotic (Merrifield et al: 2010). In the same way, Park
et al. (2017) reported that a 15-g Rainbow trout didn't show significant
differences in growth. Also, it has been reported that Epinepheluscoioi-
des (Hamilton, 1822) does not undergo a significant increase in weight
gain and specific growth rate when fed with B. pumilus and B. clausii
(Sun et al., 2010). In general terms, results obtained in this study agree
with these authors. The density of bacteria inclusion in the food should
also be considered, as Al-Saraji and Nasir (2013) reported that 1 x
105CFU g'or 1 x10° CFU g™ increased significantly the growth of the
common carp. However, the feeding habits of this fish should be con-
sidered, specifically when B. pumilus was used at 1 x 108or 1 x10°
CFU g of food, resulting in a significant weight gain (Srisapoome &
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Figure 1.Total proteolytic activity of the gastrointestinal tract of Rainbow trout
fed with autochthonous probiotics. Each column represents the means of three
replicates + standard error. Different letters indicate significant difference be-
tween the means (P< 0.05).

Areechon, 2015). Prabably, B. pumilus, as heterotrophic bacteria (Liu et
al., 2013) exert more positive effects on fish with omnivorous feeding
habits, such as Tilapia, compared to Rainbow trout, a carnivorous fish.
Results indicate that there was no improvement in fish growth; howe-
ver, treated fish had a homogeneous growth, which is important for
aquaculture (Gisbert et al., 2014). Data point out the importance of ex-
perimentation, because from it we cank now the strain and its optimal
density to obtain significant results for a specific host.

The use of probiotics in aquaculture has shown important advan-
tages, because it can improve the digestion of fish, either by provi-
ding enzymes or stimulating secretion and, consequently, favoring the
growth of organisms (Zorriehzahra et al., 2016). Bacillus species can
produce a wide range of enzymes that can contribute to fish diges-
tion (Bairagi et al., 2002); however, B. pumilus has been used most

Table 1. Growth performance of rainbow trout fed with different autochthonous probiotics. The values are the means of three replicates + standard error. Means with

different letters in the same line differ significantly (P< 0.05).

CTRL BP BSP BPSP

Fish weight

1.8-17.9 1.8-16.5 1.8-17.3 1.7-158
Ini' - Fin%(g)
Change (%) 994 917 961 878
WG () 16.1 £ 0.8° 14.7 + 0.06° 15.5 = 0.06° 14.1 £ 0.04
RG* (%) 878.5+10.01 825.2 + 4.81 862.4 + 3.88 800.8 +1.52
SGR® (%/day) 4.06 + 0.01 3.97 +0.009 4.04 +0.007 3.92 +0.003
FCR® 21+0.1 24 +0.1 22+0.1 2.5+0.04
DSI (%) 15.03+1.17 17.7 £0.97 19.25 = 1.07 18.68 = 0.54
Survival (%) 99.16 + 0.8 95.83 +1.7 96.6 + 0.8 96.6 + 0.8
"Ini: initial
2Fin: final
3Weight gain

“Relative growth
5Specific growth rate
SFeed conversion rate

"Digestive somatic index
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frequently to prevent and control diseases in White shrimp (Hilet al.,
2009), E.coioides (Yang et al., 2014), and Nile Tilapia (Oreachromis nilo-
ticus L., 1758) (Srisapoome & Areechon, 2017), but not as a probiotic to
improve digestion or growth. Monospecific probiotics have not always
produced best results; in herbivorous carp, B. subtilis Ch9 did not ge-
nerate benefits in enzymatic activity, during a prolonged supply (Wu et
al., 2012). B. pumilus did not improve E.coioides growth, but improved
the immune system response (Sun et al., 2009). On the other hand,
a mixture of Bacillus spp. produced the highest activity of proteases,
lipases, and amylases in common carp (Yanbo & Zirong, 2006). Ne-
vertheless, contrary and according to Ozério et al. (2016), a bacterial
consortium (B. subtilis, Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici,
and Lactobacillus reuteri) didn't improve the growth of Rainbow trout,
although anti-oxidative enzymes were lower in the treated group, but
not significant against control. The results of the present study indicate
that BPSP generated higher enzymatic activity, but not better growth.

Most published works have found a direct relationship between
growth and activity of digestive enzymes in fish and crustaceans
(Ziaei-Nejad et al., 2006; Zokaeifa et al., 2012; Hauville et al., 2016),
in contrast to the results in this study in which the treatment with the
mixture of strains did not show higher growth, although it produced
higher enzymatic activity. When Fenneropenaeus indicus was fed with a
consortium of Bacillus spp., digestive enzymes had greater activity and
higher weight gain (Ziaei-Nejad et al., 2006). In Rainbow trout finger-
lings an opposite behavior was observed because fish fed with B. ce-
reus var. toyoi grew better than the control, but there was no significant
effect on digestive enzymes activity (Gisbert et al., 2014). Another study
showed that the use of Bacillus sp. didn't improve digestive enzymes
activity or increase the growth of fish (Koca et al., 2015), in agreement
with this study.

There are aspects related to probiotics that should be considered:
strain and density, time and frequency of administration and fish deve-
lopmental stage. Also, whether testing was made under laboratory or
in culture conditions (Welker & Lim, 2011; Cha et al., 2013). The ability
of B. pumilus to control a bacterial infection in Nile Tilapia has been
evaluated and, at 1 x 108 CFU, fish didn't develop the infection (Aly et
al., 2016). In another study, a density of 1 x 108 CFU of B. pumilus didn't
show any significant effect on E. coioides growth, but there was a sig-
nificant difference with B. clausii, at the same density (Sun et al., 2010).
B. pumilus was assessed at 1 x 10" CFU and produced best survival
rate, but not better growth, when fishes were challenged with Strep-
tococcus iniae; it was B. subtilisthat significantly increased these two
parameters (Cha et al., 2013). B. pumilus has been tested to prevent or
control diseases, rather than growth (Avella et al., 2010). Its action has
even been identified on genes expression associated with the immune
system in the intestinal mucosa of E. coioides (Yang et al., 2014). This
was also reported in Rainbow trout with Enterococcus faecium (Pa-
nigrahi et al,, 201) and L. plantarum (Pérez-Sanchez et al., 2011). In
some cases, density values were higher than those used in this study
and produced significant effects, and in other cases, these values were
lower. This provides information about the importance of this variable
and of the time of evaluation of bacterial strains with probiotic potential,
that is, the relationship between the observed effects and cell densities.

It's important to consider the experimental time and the frequency
of bacterial supplementation in this study. Published works evaluated
growth on a daily probiotic supply (Adineh et al., 2013; Buruiana et al.,
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Figure 2.Lipase activity of the gastrointestinal tract of Rainbow trout fed with
autochthonous probiotics. Each column represents the means of three replicates
+ standard error. Different letters indicate significant difference between the
means (P< 0.05).

2014; Chen et al., 2016), mainly through bacteria added to food, only
not many added to water (Hauville et al., 2016). In some cases, feeding
was done at libitum (Giannenas et al., 2015) and in others feeding rate
was calculated from fish biomass. In the present study, strains supple-
mentation was intercalated during the eight weeks. It means that on the
first week no bacteria were added to food of any experimental group;
on the second week, strains were added to experimental groups, but
not to the CTRL and so on until the eighth week. Therefore, a compa-
rison between two methods, continuous and discontinuous probiotic
administration, is necessary, because a beneficial effect was obser-
ved. The experimental time was eight weeks, a period in which growth
changes of rainbow trout can be observed (FAO, 2018; Woynarovich et
al., 2011),based that the investigation initial proposal was evaluate two
strains in a specific phase growth.

In contrast with other studies, which didn't obtain significant effects
after 99 days of B. amyloliquefaciens supply (Reda & Selim, 2015); in
another study, significant growth was obtained in fish after 30 culture
days, but not up to 60 (Sun et al., 2010). In this sense, most published
works tested the strains of interest in relatively short periods, from 30
to 60 days (Giannenas et al., 2015; Afrilasari et al., 2016; Adeoye et al.,
2016), and in some cases only for a week (Hauville et al., 2016), eva-
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Figure 3.Amylase activity of the gastrointestinal tract of Rainbow trout fed with
autochthonous probiotics. Each column represents the means of three replicates
+ standard error. Different letters indicate significant difference between the
means (P< 0.05).
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luating only the larval phases. Therefore, results depend mainly on the
growth stage in which the bacterial strain is to be evaluated.

From a physiological point of view, significant growth effects on
fish and crustaceans have been reported (Bidhan et al., 2014) regar-
ding the bacterial enzymes contribution to the host (Bidhan et al., 2014;
Allameh et al., 2017). No mechanism has been proposed to explain this
relationship (Welker & Lim, 2011). Growth is an event in which many
variables are involved, because not all the energy assimilated from the
diet is used exclusively for growth; therefore, the digestive enzymes
activity isn't necessarily related to it (Lucas & Southgagte, 2012). The
fish biomass is not the only way to estimate growth (Wootton, 2011),
considering that energy demand exists even in the absence of growth
(Nelson, 2011). In this sense, it is necessary to assess other enzymes
that are linked with fish metabolism. Not many studies have made this
proposal. For example, some studies evaluated glycolytic and oxidative
enzymes activity in wild Atlantic cod (Gadusmorhua L.) and obtained a
strong positive relationship between these and growth (Pelletier et al.,
1995). In addition, they associated protein and DNA content in muscle
with previously mentioned enzymes activity.

CONCLUSIONS

The probiotics and cellular density used didn't improve fish growth,
resulting in a similar fish growth in all experimental treatments; this
finding can be useful for aquaculture, because it could generate ho-
mogeneous lots. Bacterial mixture had a positive and significant effect
on digestive enzymes activity. In this study, autochthonous bacteria of
Rainbow trouts were used not under laboratory settings, but in a study
conducted under culture conditions, which provides essential informa-
tion on probiotic functionality, their development, and implementation.
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RESUMEN

Antecedentes: La sardina monterrey es un pez pelagico menor que sustenta la pesqueria mas importante en
términos de volumen a nivel nacional. Objetivos: En este trabajo se analiza la evolucion temporal histdrica de
la captura comercial de sardina Monterrey generada por la flota pesquera, que opera en el Golfo de California
de 1969 a 2016 con la finalidad de identificar la tendencia y presencia de componentes armonicos en las
capturas que se relacionen con la variabilidad ambiental del area de pesca. Métodos: A los datos de captura
se les aplico la transformada rapida de Fourier (TRF) para obtener las frecuencias dominantes y el método
“Singular Spectrum Analysis” (SSA) para separar la tendencia de las capturas y los componentes armonicos.
Cada componente armonico fue correlacionado con el indice de Oscilacion del Sur (I0S), Oscilacion Decadal
del Pacifico (ODP) y Actividad Solar. Resultados: La TRF mostrd frecuencias a 7 y 11 afios. Con SSA se
identificd una tendencia lineal creciente de 1969 a 2008 y decreciente de 2009 a 2016, asi como dos com-
ponentes armonicos (7 afios y 11 afios, respectivamente). La tendencia y los dos componentes armoénicos
explican el 87.49% de la varianza total de la serie de captura. El primero y segundo componente arménico se
correlacionaron positivamente con el 10S (r= 0.2921, r= 0.3870 respectivamente), mientras que el segundo
componente armonico se correlaciond negativamente con la actividad solar (r= -0.5313). No se presentaron
correlaciones con la ODP. Conclusiones: Las fluctuaciones en las capturas comerciales de sardina Monterrey
en el Golfo de California son dadas principalmente por tres factores: Incremento en las capturas, la influencia
de eventos de El Nifio y la influencia externa de la actividad solar.

Palabras clave: componente armonico, Sardinops sagax, series de tiempo, variables oceanograficas

ABSTRACT

Background: The Pacific sardine is a small pelagic fish which supports the most important fishery at national
scale. Goals: This paper analyzes the catch information generated by the commercial fleet operating in the
Gulf of California from 1969 to 2016 in order to identify the catch trends and the presence of the harmonic
components that is related to environmental variability. Methods: Fast Fourier Transformation (FFT) was
applied to the time series in order to establish the dominant frequencies. The Singular Spectrum Analysis
(SSA) method was used to separate the trend and harmonic components. Each harmonic component was
correlated to the Southern Oscillation Index (SOI), the Pacific Decadal Oscillation (PD0) and the Solar Activity
data. Results: The FFT showed dominant frequencies at 7 and 11 years. An increasing linear trend was
identified from 1969 to 2008 with a decreasing linear segment from 2009 to 2016, as well as two harmonic
components of different frequencies (7 and 11 years respectively). The trend and the two harmonic com-
ponents explain 87.49% of the total variance of the capture. The first and second harmonic components
correlated positively with SOI (r= 0.2921, r= 0.3870 respectively), while the second harmonic component
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correlated negatively with solar activity (r= -0.5313). There were no
correlations with the PDO. Conclusions: The fluctuations of Pacific sar-
dine in the Gulf of California are mainly due to three factors: increased
catch, the influence of the El Nifio events and the influence of the solar
activity cycle.

Keywords: harmonic component, oceanographic variables, Sardinops
sagax, time series

Los peces pelagicos menores forman grandes cardlimenes que sopor-
tan pesquerias a escala mundial, éstos poseen ciclos de vida cortos,
alta fecundidad, varios desoves al afio, con alta movilidad vertical y
horizontal en las zonas costeras (Fréon et al., 2005). Se tiene evidencia
de que las fluctuaciones de las capturas comerciales en sus principa-
les areas de pesca estan asociadas a su vez a grandes fluctuaciones
en la abundancia poblacional de las principales especies objetivo (p.ej.
Engraulis mordax (Girard, 1854), Sardinops sagax (Jenyns, 1842)), atri-
buidas a fenémenos climaticos a diferentes escalas espacio-temporal
(Lluch-Belda et al., 1989; Lluch-Belda et al., 1992; Lluch-Cota et al.,
1999; Schwartzlose et al., 1999; Chavez et al., 2003) y al esfuerzo
pesquero (Cisneros-Mata et al., 1995). Entre los fendmenos climaticos
atribuibles a las variaciones en las capturas comerciales de los pela-
gicos menores que se han estudiado, resaltan los eventos de El Nifio
(Lluch-Belda et al., 1986), indice de circulacion atmosférica (Klyashto-
rin, 2001) y la Oscilacion Decadal del Pacifico (Cardenas-Quintana et
al., 2015).

En particular, en el Golfo de California (GC), México, la pesqueria
de sardina Monterrey S. sagax (Jenyns, 1842) es la mas importante
a nivel nacional y sus capturas se llevan a cabo en embarcaciones
pesqueras con red de cerco y jareta (DOF, 2012). Esta pesqueria ha
experimentado cinco fases a lo largo de su desarrollo en el Golfo de
California: 1) Exploracion y establecimiento (1969/70-1975/76); 2) de-
sarrollo y crecimiento (1976/77-1981/82); 3) expansion y estabilizacion
(1982/83-1988/89); 4) declinacion (1989/90-1993/94); 5) recupera-
cion (1994-Presente) (DOF, 2012). En el periodo actual se observa un
aumento en las fluctuaciones de las capturas, con los registros mas
altos de toda la serie y los mas bajos desde la fase de expansion. En
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este trabajo se analiza la evolucion temporal historica de la captura
comercial de sardina Monterrey en el GC durante el periodo 1969 al
2016, con la finalidad de determinar una tendencia claray la presencia
de componentes que se relacionen con la variabilidad ambiental que
origina las fluctuaciones de las capturas de este recurso a diferentes
escalas temporales.

Se utiliz6 una serie temporal con resolucion anual de 48 registros
de capturas de sardina Monterrey, recabados de las estadisticas ofi-
ciales de desembarcos realizados por la flota comercial de Guaymas y
Yavaros, en el estado de Sonora, México, durante el periodo de 1969
a 2016, obtenidos de los informes del Instituto Nacional de la Pesca y
Acuacultura (INAPESCA). Para identificar los periodos dominantes de la
serie de capturas, se uso el espectro de potencia utilizando un método
espectral no paramétrico, basado en la trasformacion de Fourier de la
funcion de autocovariaza de la serie de tiempo, descrita en el software
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). Este método se utilizé de-
bido a su alta confiabilidad para obtener las frecuencias (Salas-Pérez
et al., 2012). El analisis de la estructura de la serie temporal de cap-
turas de sardina Monterrey se hizo por el método “Singular Spectrum
Analysis” (SSA) utilizando el software Caterpillar 1.00 (GistaT Group,
1996). Esta técnica no paramétrica de andlisis de series de tiempo se
basa en principios de estadistica y geometria multivariada, sistemas
dindmicos y procesamiento de sefiales, que descompone la serie de
tiempo original en un conjunto de componentes aditivos independien-
tes 0 separables (ortogonales), siguiendo el procedimiento de analisis
de componentes principales (ACP), ayudando a predecir a corto y me-
diano plazo las capturas a partir de la estructura de la serie temporal
y la contribucion de sus principales componentes aditivos. El resultado
de la descomposicion permite identificar la tendencia de la captura y
diferentes componentes armonicos, asi como cuantificar el porcentaje
de la varianza con el que contribuye cada uno de los componentes en
la serie original (Golyandina et al., 2001). Para establecer la relacion
entre los componentes armonicos identificados con la variabilidad am-
biental, se obtuvieron los valores anuales de 1969 a 2016 del indice
de Oscilacion del Sur (I0S) como un indicador de la variabilidad am-
biental relacionada con condiciones de El Nifio (datos disponibles en

48 1 7 5

4 3 3 2

Frecuencia (1/ano)

Figura 1. Densidad espectral de potencia de la serie temporal de capturas de sardina Monterrey en el Golfo de California.
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http://www.bom.gov.au), la Oscilacion Decadal del Pacifico (ODP) como
un patrén de variabilidad climatica del Pacifico norte similar a EI Nifio
(datos disponibles en https://www.ncdc.noaa.gov) y con la actividad
solar como un indicador de la variabilidad solar (interna o externa), el
cual en promedio aumenta y disminuye con un ciclo aproximado de
11 afios, que origina cambios en el patron climatico, corrientes super-
ficiales y el clima global (datos disponibles en https://www.esrl.noaa.
gov). Finalmente, se utilizd el analisis de correlacion para comparar los
armonicos obtenidos con cada una de las variables ambientales. Todas
las correlaciones reportadas se consideraron significativas si P<0.05.

La densidad espectral de potencia de la serie de capturas de sar-
dina Monterrey mostrd dos picos a 7 y 11 afios (Fig. 1). Se observd una
tendencia lineal creciente de las capturas a partir del afio 1969 hasta
2008, posterior a este afio se observd un comportamiento decreciente
hasta el afio 2016 (Fig. 2a). El porcentaje de la varianza total que es
explicado por la tendencia fue del 67.46%. Se obtuvieron dos com-
ponentes arménicos de diferente frecuencia de oscilacion. EI primer
armonico fue de 7 afios con un porcentaje de contribucion a la varianza
explicada del 14.58% (Fig. 2b) y el segundo armdnico fue de 11 afios,
con un porcentaje de contribucion a la varianza explicada del 5.44%
(Fig. 2c). En conjunto la tendencia y los dos componentes armoénicos
explicaron el 87.49% de la variabilidad total de la serie original de cap-
turas de sardina Monterrey. Se obtuvieron correlaciones positivas entre
el primero y segundo armaénico con el 10S (r= 0.2921, r= 0.3870 (Figs.
2b, 2c) respetivamente) y una correlacion negativa entre el segundo
armonico y la actividad solar (r=-0.5313) (Fig. 2d). Ningin componente
armonico presentd una correlacion significativa con la ODP. Los coefi-
cientes de correlacion entre los armonicos y las variables ambientales
se presentan en la tabla 1.

Los resultados sugieren que el comportamiento de la tendencia y
su porcentaje de contribucion son consistentes con el rapido incremen-
to de las capturas de sardina Monterrey durante el desarrollo de esta
pesqueria en el GC. Cisneros-Mata et al. (1995) mencionan que los
cambios en la captura son debidos al aumento de la captura por unidad
de esfuerzo (CPUE) relacionado con el incremento en el poder de pesca
y experiencia de los pescadores. Sin embargo, las fluctuaciones en las
capturas también se encuentran sujetas a factores que acttan directa o
indirectamente sobre la abundancia de los peces, ya sean de origen an-
tropogénico, ambiental y/o biolégico (Pedraza-Garcia & Cubillos, 2008).

Para la serie de captura de sardina Monterrey las fluctuaciones
se ven reflejadas en el primer periodo armonico identificado, el cual
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se correlaciona con los cambios en la intensidad del I0S en el Océano
Pacifico, como un indicador de la ocurrencia de fases calidas de even-
tos de El Nifio con una periodicidad 3 a 7 afios (White & Tourre, 2003).
En este sentido, se tiene evidencia que los cambios fisicos derivados
del fendmeno de El Nifio en el GC, afectan la biomasa fitoplanctonica,
nutrientes y productividad primaria (Barber & Chavez, 1983), alterando
el entorno del desove, el habitat larvario de la sardina Monterrey (San-
chez-Velasco et al., 2000), el reclutamiento de juveniles a la poblacion
y por ende la disponibilidad de adultos para la pesqueria (Hammann
et al., 1988). Niquen y Bouchon (2004) mencionan que la intensidad
del fendmeno de El Nifio es directamente proporcional con los cam-
bios en la distribucion espacial de los organismos, su concentracion
y su estructura de tallas. Otros autores como Martinez-Aguilar et al.
(2009) han reportado cambios en la estructura de tallas en la captura
de sardina Monterrey en el GC relacionados con El Nifio y la Nifia. De
esta manera, estos eventos pueden cambiar las condiciones donde se
distribuyen los organismos en las areas de pesca y por ende reflejarse
en las fluctuaciones de las capturas.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el segundo arménico,
las fluctuaciones en las capturas de sardina Monterrey también res-
ponden en menor medida a forzamientos a escala inter-decadal. Se ha
establecido que los forzamientos climéaticos a escala inter-decadal en
el océano Pacifico del Norte son asociados principalmente a la ODP, el
cual presenta una ocurrencia aproximada de 20-30 afios (Mantua et al.,
1997). Sin embargo, los resultados indican que no hay una correlacion
significativa entre el segundo componente arménico y los cambios de
largo periodo en la ODP. Este resultado coincide con lo obtenido por
MacClatchie (2012) quien demostrd de forma cualitativa que la abun-
dancia de la sardina Monterrey en el océano Pacifico se correlaciona
pobremente con la ODP, por lo que es probable que en esta region se
estén presentando procesos que interactlien de manera externa sobre
las fluctuaciones de las capturas de sardina Monterrey o en el ambiente
oceanico donde se distribuyen los organismos. Se ha documentado que
aproximadamente cada 11 afos la actividad solar presenta periodos
de minimos y maximos solares, que tienen efectos sobre la atmosfera,
la superficie de la tierra, y el clima global (Mufioz-Jaramillo & Vaquero
2018), por lo que es factible que el segundo componente armoénico sea
un reflejo del ciclo de la actividad solar al presentar una periodicidad
similar de 11 afios. Bajo este contexto los resultados sugieren una co-
rrelacion significativa entre el segundo componente arménico con el
10S como una evidencia de la relacion entre la actividad solar con el
10S. La relacion de la actividad solar y el 10S también ha sido documen-
tada por Zhai (2017) quien reporta que hay una clara variacion temporal

Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre componentes armonicos y la variabilidad ambiental.

Primer arménico Segundo arménico 10S 0DP Actividad solar
Primer arménico 1
Segundo arménico 0.2639
0.2921 0.3870
10S (P=0.0440) (P=0.0066) 1
-0.4077

0DP 0.0720 0.1836 (P=0.0040) 1

-0.5313 -0.5194
Actividad solar -0.2807 (P=0.0001) (P=0.0002) -0.0619 1
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Figura 2. Evolucion temporal de la sardina Monterrey (Sardinops sagax (Jenyns, 1842)) capturada por la flota de Sonora (México), durante 1969-2016 (O). (a) Se
representa la tendencia (-), (b) componente arménico de 7 afios (O) e indice de Oscilacion del Sur (CJ), (c) componente arménico de 11 afios (O) e indice de Oscilacion
del Sury (d) componente arménico de 11 afios (O) y actividad solar (<>). La tendencia y arménicos fueron estimados con el método Singular Spectrum Analysis (SSA).

entre ambas cada 11 afios, lo que implica la influencia de la actividad
solar sobre el 10S, y que dependiendo del nivel de actividad solar pue-
de correlacionarse de manera positiva 0 negativa con el 10S. En este
sentido los resultados sugieren que el segundo componte armonico se
relacionan de manera inversa con la actividad solar, es decir a mayor
actividad solar menor fluctuacion en la captura de sardina Monterrey
y viceversa. Se ha documentado que los desembarques de la sardina
europea Sardina pilchardus varia en funcién de la actividad solar, al
cambiar el transporte de agua hacia la costa lo que favorece o perjudica
la retencion de larvas en zonas cerca de la costa, lo que se refleja en las
capturas de sardina (Guisande et al., 2004). Asi mismo autores como
Patterson et al. (2004) encontraron que el ciclo solar de Gleissberg, con
un periodo de 75 a 90 afios, tuvo una influencia en las fluctuaciones de
las poblaciones de anchoveta del Norte y arenque del Pacifico durante
el Holoceno en América del Norte. De esta manera, se puede apreciar
que la actividad solar con una ocurrencia de 11 afios, coincide con una
de las frecuencias de la sardina Monterrey para la pesqueria en el GC,
sin embargo esta coincidencia atin debe ser validada.

En conclusion, las fluctuaciones en la captura de sardina Monterrey
en el GC son dadas en mayor medida por el incremento de las capturas,
por la influencia de eventos de escala interanual como el evento de El
Nifio y por eventos externos de escala inter-decadal, el cual tiene una
influencia sobre el ambiente donde se distribuye la sardina Monterrey.
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RESUMEN

Antecedentes: Las quimeras son peces cartilaginosos que habitan en aguas de mas de 200 m de profun-
didad. Se conocen dos especies del género Harriotta de la Familia Rhinochimaeridae, una de las cuales,
H. raleighana Goode & Bean 1895, se distribuye en México. En casi cien afos se han recolectado solamente
seis ejemplares de esta especie en el Pacifico Mexicano, por lo que se le considera como una especie rara y
pobremente conocida. Objetivo: Describir el Gltimo y mas reciente ejemplar de esta especie recolectado en
esta region. Métodos: a principios de 2018 se recolecté un ejemplar atrapado en una red de pesca en el sur
de Bahia de Banderas, Jalisco, que representa el segundo registro para este estado, el tnico lugar de México
con dos reportes. Resultados: Se incluyen los datos y medidas del ejemplar, una hembra que pes6 1.343 kg
y midié 85.5 cm de longitud total, que corresponde al individuo mas grande encontrado en el pais. El tracto
digestivo estaba vacio. Conclusiones: este el segundo reporte de esta quimera en Jalisco, en particular en
Bahia de Banderas, el tnico lugar de México con dos reportes para esta especie rara.

Palabras clave: quimera, especie rara, arquibéntico, abisal

ABSTRACT

Background: Chimaeras are cartilaginous fish that live in waters more than 200 m deep. There are two spe-
cies of the genus Harriotta in the Rhinochimaaeridae Family, but only one, H. raleighana Goode & Bean 1895,
occurs in Mexican waters. In almost one hundred years it has been collected only six times in the Mexican
Pacific, and it is considered a rare and poorly known species. Goals: this note describes the last and most
recent specimen collected in this region. Methods: in early 2018 a specimen was found in a fishing net in the
south of Bahia de Banderas, Jalisco, and represents the second record in the area, the only place in Mexico
with two records. Results: data and measurements are included. A female weighing 1.343 kg, with a total
length of 85.5 cm, corresponding to the largest specimen ever collected in México. Digestive tract was empty.
Conclusions: this is the second report for this species for Jalisco, particularly in Bahia de Banderas, the only
place in Mexico with two records of this rare species.

Keywords: chimaera, rare species, archibenthic, abyssal.
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Las quimeras pertenecen a la familia Rhinochimaeridae, subclase Ho-
locephali, clase Chondrichthyes, que incluye a los peces cartilaginosos
(Nelson et al., 2016). Han sido clasificadas como monstruos marinos
por su apariencia, incluso el origen que da nombre a la familia hace
referencia a su nariz y apariencia monstruosa (rhinosy chimaera). Son
peces de aguas profundas, de mas de 200 m, que han sido recolec-
tados pocas veces debido a su habitat y comportamiento. Esta fami-
lia contiene ocho especies de tres géneros (Harriotta, Neoharriotta y
Rhinochimaera). E|l género Harriotta incluye dos especies: H. haeckeli
Karrer (1972), que se distribuye en el Atlantico nororiental y Pacifico
cercano a Nueva Zelanda; y H. raleighana Goode & Bean 1895, que se
ha encontrado en puntos aislados de aguas templadas del Atlantico y
Pacifico, tanto en el hemisferio norte como en el sur, aunque con regis-
tros aislados en aguas tropicales (Ebert & Stehmann 2013; Nelson et
al., 2016; Weigmann 2016).

En México, Harriotta raleighana es conocida como quimera raton o
picuda (Espinosa et al., 2008) y esta registrada como parte de las 2763
especies de peces que habitan las aguas mexicanas (Espinosa-Pérez,
2014). Precisamente debido a su habitat y baja abundancia carecen
de interés comercial, y su estatus de conservacion es de preocupacion
menor de acuerdo a la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) (Del Moral-Flores et al., 2015; Dagit et al., 2016).
En México se ha observado en pocas ocasiones y se han recolectado
pocos ejemplares (Medina-Rosas & Raymundo-Huizar 2014).

El objetivo de este trabajo es reportar y describir el segundo ejem-
plar de Harriotta raleighana recolectado en Jalisco a principios de 2018,
el primer y tnico estado de México con dos reportes de esta especie
rara.

p
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El 18 de enero de 2018 se encontrd un ejemplar de Harriotta ralei-
ghana sin vida atrapado en un chinchorro, arte de pesca utilizada por
los pescadores de la cooperativa de Yelapa, Jalisco. Se encontré a unos
metros de la costa en la localidad conocida como Las Iglesias, Jalisco,
México (20° 28’ 21” N, 105° 36’ 52” 0), en la parte sur de Bahia de
Banderas (Fig. 1). Por el estado de descomposicion y la condicion en
que se encontraba el ejemplar al momento de la colecta, se puede
concluir que tenia pocas horas de haber muerto.

Para su preservacion, el espécimen recolectado fue congelado
hasta que se fijo con formalina comercial al 10% por tres dias y poste-
riormente se transfirid a alcohol etilico al 70%. La identificacion y medi-
ciones se realizaron de acuerdo al proceso reportado por Medina-Rosas
y Raymundo-Huizar (2014).

El ejemplar fue depositado en la Coleccion de Vertebrados del Cen-
tro de Estudios en Zoologia (CZUG) con el registro CZUG1042 y resguar-
dado en las instalaciones del Centro Universitario de la Costa (CUC), de
la Universidad de Guadalajara, en Puerto Vallarta, Jalisco, México.

El espécimen es de color café claro (Fig. 2a), pesé 1.343 kg y mi-
dié 85.5 cm de longitud total (ver medidas en tabla 1). Se identifico
como hembra por la ausencia de claspers (Fig. 2b). No presentd marcas
copulatorias en el cuerpo, como las observadas por Van der Heiden
(1985), aunque posee marcas que pudieron ser ocasionadas por el arte
de pesca donde se encontré (Fig. 2c). El tracto digestivo se encontrd
completamente vacio.

El primer ejemplar de esta especie reportado para Jalisco fue co-
lectado en 2014 también en la parte sur de Bahia de Banderas (Me-
dina-Rosas & Raymundo-Huizar, 2014), a unos 20 km del hallazgo de
este segundo ejemplar y esta depositado en la misma Coleccion CZUG,

Nayarit

Bahia de
Banderas

_—

Jalisco

Figura 1. Mapa de Bahia de Banderas. La costa al sur de Puerto Vallarta corresponde a Jalisco, México. Localidad de recolecta del ejemplar de Harriotta raleighana
Goode & Bean 1895 en Las Iglesias, Jalisco en 2018 (asterisco). En la parte sur de la bahia se encuentra el ambiente potencial de la quimera, con un cafién submarino

de profundidades mayores a 1000 m.
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Figura 2. Segundo ejemplar de Harriotta raleighana Goode & Bean 1895 en Jalisco. A) Vista lateral donde se observa el color café claro del espécimen y el cuerpo
sin marcas copulatorias en el cuerpo. B) Vista ventral donde se observa el area del ano con la ausencia de claspers. C) Vista frontal donde se observa una marca en
la base de la proboscis, que pudo haber sido provocado por el arte de pesca donde se encontrd. D) Vista lateral del espécimen preservado e incluido en la coleccion

cientifica (CZUG1042).

con el registro CZUG1041, y resguardado en las instalaciones del CUC.
Ambos ejemplares estan preservados en contenedores de cristal que
permiten su observacion directa (Fig. 2d), lo que favorecera su estudio
y adecuada preservacion (Espinosa, 2003).

Ambos individuos de Jalisco fueron encontrados cerca de la costa,
a diferencia de los otros ejemplares encontrados en aguas mexicanas,
que fueron colectados en aguas profundas o alejados de las costas de
Colima (Castro-Aguirre et al., 2007), Sinaloa (Van der Heiden, 1985) y
la peninsula de Baja California (Townsend & Nichols, 1925). Comparado
con estos ejemplares, el del presente estudio corresponde al de mayor
longitud encontrado en las aguas del Pacifico Mexicano.

En Bahia de Banderas se han reportado 210 especies de peces
(Moncayo-Estrada et al., 2006), sin embargo, no se tenian reportes de
especies de aguas profundas, como Harriotta raleighana, por lo que es
necesario seguir conociendo y estudiando mas sobre los peces de am-
bientes profundos de la bahia. Diversos organismos de estos ambientes
se han observado varados en las playas de la region, como el caso
de al menos seis ejemplares del pez remo Regalecus glesne (Familia
Regalecidae) en los ultimos veinte afios (observaciones personales del
primer autor).

La quimera Harriotta raleighana es una especie rara en el Pacifico
mexicano y debido a que se han recolectado pocos ejemplares (me-
nos de diez) en casi cien afos, la relevancia de este reporte es que
representa el segundo registro de esta especie rara para la costa de

Vol. 29 No. 2 » 2019

Tabla 1. Morfometria del ejemplar de Harriotta raleighana Goode & Bean 1895
encontrado en 2018, en la costa de Bahia de Banderas, Jalisco, Pacifico central
de México (cm). Mediciones realizadas de acuerdo a Medina-Rosas y Raymun-
do-Huizar (2014).

Longitud total 85.5
Longitud cefalica (incluye proboscis) 215
Longitud preoral 15.5
Amplitud de la boca 3.2
Longitud prenasal 14.5
Diametro horizontal del ojo 2.9
Diametro vertical del ojo 2.2
Anchura maxima de la cabeza 6.7
Anchura maxima del hocico 4.4
Longitud de la proboscis 12.6
Anchura de la proboscis 34
Longitud del orificio respiratorio 2.5
Altura maxima 8.2
Longitud de la espina dorsal 13.0
Base de la primera aleta dorsal 9.2
Base de la segunda aleta dorsal 21.4
Base del I6bulo superior de la aleta caudal 19.5
Base del Iobulo inferior de la aleta caudal 26.2
Longitud de las aletas pectorales 17.2
Base de las aletas pectorales 3.8
Longitud de las aletas pélvicas 8.6
Base de las aletas pélvicas 2.5
Distancia entre ojos 2.8
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Bahia de Banderas, por lo que Jalisco es el primer estado mexicano
con dos reportes de esta quimera. Ademas, al igual que el reportado
en 2014 (Medina-Rosas & Raymundo-Huizar, 2014), este ejemplar fue
recolectado cerca de la costa, a unos metros de la playa, en compara-
cion a los ejemplares del Pacifico Mexicano que fueron recolectados en
mar abierto, a varios kilometros del litoral. Esto puede significar que las
aguas profundas de Bahia de Banderas estan habitadas por diversas
especies no conocidas, lo que justifica la investigacion de este habitat
poco estudiado. Esta region se caracteriza por su plataforma continen-
tal corta y profunda, donde se pueden encontrar ambientes y organis-
mos de aguas profundas cerca de la costa. Por lo mismo, es necesaria
la prevencion y regulacion de actividades que puedan significar una
amenaza potencial a este habitat (Dagit et al., 2016) de Jalisco y el
Pacifico Mexicano.
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propondra también un titulo resumido en el idioma en que esté escrito
el manuscrito, no mayor de seis palabras. Ambos se presentaran en una
pagina aparte, en la cual se hara constar también el nombre completo
de los autores iniciando con el nombre de pila, indicando claramente
la forma en la que apareceran los créditos y su direccion institucional
completa, incluyendo exclusivamente el correo electronico del autor
designado para la correspondencia.

Para citar las direcciones postales seguir el modelo:

(Laboratorio/Area/Departamento)] (Facultad/Instituto/Centro)] (Universi-
dad, Unidad Académica). (Direccion con calle, nimero y colonia), (Ciu-
dad, Estado o Provincia), (Cadigo postal). (Pais)

Para puntuacion, seguir el ejemplo:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Resumen

En un solo parrafo y con una extension de minimo 250 a maximo 280
palabras, se escribira en una pagina por separado y sera acompafado
de su traduccion al inglés (Abstract). Ambos deben estructurarse uti-
lizando los siguientes rubros; Antecedentes., Objetivos., Métodos.,
Resultados., Conclusiones.

Palabras clave

Los autores propondran un maximo de cinco palabras clave, tanto en
espafiol, como en inglés (Keywords), y deberan estar ordenadas alfa-
béticamente.

Texto

Dividido en secciones: INTRODUCCION, MATERIALES Y METO-
DOS, RESULTADOS, DISCUSION, AGRADECIMIENTOS, REFEREN-
CIAS, TABLAS (con titulo en la parte superior), LISTADO DE PIES
DE FIGURA, COPIAS DE LAS FIGURAS en Word ordenadas conse-
cutivamente con su pie de figura en la parte inferior. Los titulos de las
secciones se ubicaran en el centro de la pagina, claramente diferencia-
dos del texto y escritas con mayusculas y en negritas. Evitar en lo posible
el uso de subtitulos y en caso necesario, emplear negritas nuevamente y
de forma continua con el texto. Los objetivos y las conclusiones deberan
incluirse en la introduccion y en la discusion, respectivamente. En ningiin
caso se usaran sangrias.

Las paginas deberan ir debidamente foliadas con niimeros consecuti-
vos y arabigos. Para facilitar el arbitraje y la redaccion de los comenta-
rios por parte de los revisores, se recomienda que los renglones de
todo el texto, estén numerados consecutivamente desde el inicio
hasta el final del manuscrito.

En simbolos y unidades se empleara el sistema métrico decimal.

Instrucciones para los autores

Los nombres latinos de especies bioldgicas se escribiran en cursivas
y cuando se citen por primera vez en el texto, incluiran la autoridad
nomenclatural, sin abreviaturas. Para este punto revisar las siguientes
ligas:

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=search
http://www.algaebase.org/search/species/

http://ucjeps.berkeley.edu/cgi-bin/get_bpu_from_number.pl?look
for=118025118026118027118028

Las citas en el texto que incluyan dos autores deberan incorporar el
simbolo &y para las de tres 0 mas autores se usara et al., (en cursivas)

Taxa nuevos

La descripcion de taxa nuevos para la ciencia deberan ajustarse a los
Codigos Internacionales de Nomenclatura.

Referencias bibliograficas

Los criterios que deberan prevalecer en esta seccion seran:
a) Orden alfabético del apellido del primer autor

b) Citas de trabajos del mismo autor primeramente se orga-
nizaran en orden cronoldgico las que tengan un solo autor, se-
guidas por las publicadas con dos autores en orden alfabético
de acuerdo al apellido del segundo autor y cronoldgico si am-
bos apellidos coinciden.

c) La citas mencionadas en el texto con el apellido del primer
autor seguido de et al. se ordenaran cronoldgicamente.

Los nombres de los autores deberan escribirse con mayusculas y mi-
nasculas, nunca exclusivamente con mayusculas. Las iniciales del pri-
mer autor seguiran el apellido. Para los siguientes autores las iniciales
antecederan el apellido, en el caso de dos 0 més iniciales, estas seran
separadas por un punto, y un espacio adicional. Los titulos de las re-
vistas no deberan abreviarse y, al igual de los titulos de libros, deberan
ser escritos en cursivas. Debera existir una correspondencia total entre
los autores citados en el texto del manuscrito y en las referencias. En
caso necesario de citas del mismo autor, publicadas en el mismo afio,
o del mismo autor en coautoria con dos 0 mas autores (primer apellido
seguido de et al.), usar siglas (a, b, ¢) en minusculas tanto en el texto
como en la seccion de referencias. En ninglin caso usar sangrias.

Un ejemplo de las citas mas comunes se presenta a manera de ayuda:

Publicaciones periddicas

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new metabolite from the red alga Laurencia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.
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Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Ndtese que ésta y la
cita anterior deberan ser mencionadas en el texto como Ahmad et al.,
1990a y Ahmad et al., 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162.

Libros

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Kendall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton, A. D., L.S. Clesceri & A. E. greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Washington, D. C. Folio variado.

Capitulos de libro

Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical
reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.

Suarez-Morales, E. & M. Elias-Gutiérrez. 1992. Claddceros (Crustacea:
Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /m: Navarro, D. & E. Sudrez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Kaan, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Tesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dindmica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.

Otros

CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
mas Aplicables en materia de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos
Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F. Enero 2:
173-191.

Systematics Agenda. 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Charting
the Biosphere. Technical Report. New york. 34 p.

Las citas a los documentos que se encuentran en la web deben
hacerse de la siguiente manera: se mencionaran el autor (0 en su
caso la organizacion responsable de la publicacion del documento, como
por ejemplo FAOQ, WHO, FDA etc.), la fecha de consulta y el titulo, seguidos
por:
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En espafiol: disponible en linea en: http://www.fao.org/fishery/ cultu-
redspecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

En inglés: Available online at: http://www.fao.org/fishery/culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).

Ejemplos:

FAO (Food and Agriculture Organization). 2004. EI estado mundial de
la pesca y la acuicultura-2004 (SOFIA). Disponible en linea en: http://
www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.htm (consultado el 19 fe-
brero 2010).

WHO (World Health Organization). 2004. Vitamin and mineral re-
quirements in human nutrition. 2" ed. World Health Organiza-
tion, Geneva. Available online at: http://whglibdoc.who.int/publi-
cations/2004/9241546123.pdf (downloaded February 19, 2010).

Cuando se trate de articulos, libros etc. disponibles en las dos ma-
neras, se dara primero la cita completa y posteriormente la pagina
web, de acuerdo al siguiente ejemplo:

SAGARPA-CONAPESCA. 2006. Anuario estadistico de acuacultura y
pesca 2006. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion. Comision Nacional de Pesca. Mazatlan. 219 p.
También disponible en la pagina web (si el escrito es en inglés, usar:
also available at:) http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wh/cona/
cona_anuario_estadistico_de_pesca

Adicion del DOI a las Referencias

Los libros y publicaciones periodicas colocados en las referencias bi-
bliograficas que posean DOI (Digital Object Identifier), agregarlo al final
de la referencia correspondiente, como se muestra a continuacion:

Calor, A. 2009. Consideragdes Acerca da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados para as Hipdteses ou dos Cenarios para
os Dados. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741/ebrasilis.v2i1.24

Tablas

Se presentaran a doble espacio, orientadas verticalmente (a me-
nos que la tabla contenga varias columnas), numeradas con-
secutivamente con ndmeros arabigos, con un breve titulo en la parte
superior y referidas al texto. Deberan escribirse con letras y nimeros
en tipo Univers condensada o Arial 10 puntos, con mayusculas y mi-
nasculas; si son necesarias notas aclaratorias, éstas se pondran en la
parte inferior de la figura, con tamafio de fuente 8. Se evitaran las
lineas verticales y horizontales asi como el uso de columnas que
implique el empleo de tabuladores.

Figuras

Las figuras deben ser originales, en caso de que algunas de ellas que
forman parte del manuscrito hayan sido publicadas previamente, el autor
estara obligado a solicitar los permisos correspondientes e indicar la re-
ferencia y cita correspondiente de donde son tomadas. En caso de que las
figuras se modifiquen, indicarlo con la leyenda "Fig. modificada de (...)".
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Ademas de las figuras incorporadas en el texto en Word, éstas se envia-
ran en archivos separados en alta resolucion, cada uno identificado por
el autor y con la numeracion correspondiente a la figura. Seran nume-
radas consecutivamente con nimeros arabigos y referidas al texto en
forma secuencial. Las leyendas deberan escribirse con mayusculas y
mintsculas. El tamafio maximo para una figura o grupo de figuras sera
de 17 cm de longitud y 13 ¢cm de ancho; el minimo permitido serd de
8 X 8 cm. Letras y nimeros tendran como maximo 10 puntos y como
minimo 8. Las figuras a escala deberan acompafarse de una escala
grafica. Todos los términos, simbolos y abreviaturas seran los emplea-
dos en el texto. Es indispensable que las figuras o dibujos se envien
como archivos TIFF o JPG, con una definicion minima de 300 ppp.,
por ejemplo: Figura_1_Meave_dinos.jpg

Fotografias

Solo las estrictamente indispensables y con buen contraste. Cuando se
realicen composiciones se dejara un pequefio espacio entre foto y foto.
Las dimensiones maximas y minimas se apegaran a las mencionadas
en el inciso de figuras. Los nimeros y letras no seran mayores de 10
puntos ni menores de 8 puntos. Las fotografias deben ser enviadas
por separado y con buena calidad. Se numeraran como figuras en or-
den consecutivo a su referencia en el texto. Se aceptaran figuras, o
fotografias a color, cuando su uso sea indispensable y su costo
sera cubierto por los autores al momento de pagar los gastos de
publicacién.

FORMATO DE PRESENTACION PARA NOTAS
CIENTIFICAS

Para la elaboracion de notas, los autores deberan seguir el formato: Ti-
TULO en el idioma del trabajo, TITULO traducido al inglés o al espafiol,
AUTORES, INSTITUCIONES DE ADSCRIPCION, RESUMEN, ABSTRACT
(resumen en inglés), Palabras clave y Keywords, AGRADECIMIEN-
TOS y REFERENCIAS. Estas se apegaran a las normas editoriales de los
articulos de investigacion, aunque sin apartados en el cuerpo de la
nota. Se ajustara el texto a un minimo de cinco cuartillas y un maximo
de siete, a doble espacio. Se recomienda la presentacion de una sola
tabla o figura.

Instrucciones para los autores

FORMATO DE PRESENTACION PARA ARTICULOS
DE REVISION

Este tipo de articulo podra llevar el mismo formato que los articulos
cientificos o al menos los encabezados de INTRODUCCION, DISCU-
SION y REFERENCIAS, incluyendo en ellos los subtemas que los auto-
res consideren pertinentes.

La recepcion y aceptacion final de los articulos de revision estaran
sujetas a la decision final por parte del Comité Editorial.

FORMATO DE PRESENTACION PARA MONOGRAFIAS
TAXONOMICAS

Este tipo de articulos podra tener el mismo formato que los articulos
cientificos, en la porcion de resultados incluira la descripcion de espe-
cies. La extension de estos trabajos podra ser de hasta 2/3 partes de un
volumen (aprox. 60 paginas del formato Word a doble espacio).

Derechos de autor

La aceptacion final de un manuscrito para su publicacion implica la
cesion de los derechos de autor a la casa editorial de la revista
Hidrobioldgica, Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iz-
tapalapa.

Pruebas de galera

Las pruebas seran revisadas por los autores y devueltas al Editor en
jefe tres dias después de haber sido recibidas. Si las pruebas no se
entregan a tiempo, su contribucion se publicara sin las correcciones
correspondientes.

Direccion Postal

Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco N° 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubiculo 305.

Teléfono: 01 (55) 5804 4600 Ext. 3053. Desde otro pais: 52 (55) 5804
4600, Ext. 3053.
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Hidrobiolégica 2019, 29 (2): 97-100

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

HIDROBIOLOGICA is a peer-reviewed research journal published every
four months by the Departamento de Hidrobiologia de la Division de
Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolita-
na Iztapalapa (UAM-I). The journal publishes original papers related to
aquatic environments. Data previously published in works with ISSN
or ISBN (proceedings, extensive abstracts, books, etc.) will not be ac-
cepted. Contributions can be in Spanish or English. In both cases an
abstract in Spanish and English must be included.

HIDROBIOLOGICA publishes four types of documents: scientific pa-
pers, scientific notes, review papers, and taxonomic monographs.
Periodically, the Editorial Board decides to publish special issues on
specific topics or themes. Preliminary or unfinished works will not be
accepted. Similarly, research presented in serial parts or small contri-
butions are not accepted.

Various associate editors participate with the Journal to cover a
wide variety of topics within the following four general areas:

1 Morphology, Systematics, and Phylogenics
2 Environment

3 Agquatic Resources Management

4 Ecology

All articles received will go through a review process guided by
a member of the Editorial Committee or an Editorial Board Advisor. This
evaluation will consider:

1) Originality and scientific rigor

2) Advances in knowledge of the different areas of hydrobiology
3) Coherence, continuity, and consistency of presentation

4) Appropriate use of tables, figures, and photographs in the text

Manuscripts and figures that do not comply with the following instruc-
tions will be returned to the authors without evaluation so that appro-
priate changes can be made.

All manuscripts received by the Editors will be immediately ack-
nowledged. Correspondence during the editorial process will be di-
rected to the first author unless otherwise indicated in the manuscript.

Once manuscripts have been reviewed and found to comply fully with
the editorial instructions, they will be included in the Hidrobiol6gica
Open Journal System to begin the evaluation process.

Publishing in HIDROBIOLOGICA has a recovery cost of $500 Mexican
pesos per page in black and white (27 USD, approximately) and
$1000 Mexican pesos per page in color (54 USD, approximately).
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ORIGINAL PAPERS

Several types of papers can be submitted:
a)  Scientific article
b)  Scientific note
c) Review article
d)  Taxonomical monograph

Contributions should be submitted through the portal Open Journal
System (0JS) of HIDROBIOLOGICA, also sending a notice to:

Hidrobioldgica: rehb@xanum.uam.mx
Assistant editor: enlacerevistahidrobiologica@gmail.com

Editor-in-chief: ta@xanum.uam.mx

AUTHOR GUIDELINES

Authors must adjust the structure of their paper to the type of manus-
cript being submitted.

Text files (manuscript, figure legends, tables) must be presented in
Word format, while figures (photographs, maps, compositions) should
be in good-quality JPG or TIFF format, equal or higher than 300 dpi.

SUBMISSION FORMAT FOR A SCIENTIFIC PAPER

All manuscripts must be submitted in letter format, single column,
double spaced, without tabs, in Universe Condensed or Arial 12 font.

Texts will have 3 cm margins on each side. Manuscripts written in
Word or RTF word processors should not be justified, but rather alig-
ned to the left with no space between paragraphs. The final version
of accepted manuscripts must be accompanied by relevant electronic
updates.

Title

The title should be concise, no longer than 20 words, and indicative
of the nature of the paper. It must be written in English and Spanish in
capital and lower-case letters. A short title of up to six words should
also be provided in the same language as the rest of the manuscript.
Both titles must be submitted on a separate sheet that includes au-
thors’ names. These should include the last name and one first name
of each author spelt in full, clearly indicating the order in which credits
must appear and their institutional address, including the email of the
corresponding author.
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For postal addresses, follow the pattern:

(Laboratory/Area/Department), (Faculty/Institute/Center), (University/
Campus). (Address with street and number), (City, State or Province),
(ZIP Code). (Country)

For puntuation, follow the example:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Abstract

We require a one-paragraph abstract in English and a one-paragraph
“resumen” in Spanish, each with a maximum length of 250 words.
Both must be submitted on a separate sheet. Background., Goals.,
Methods., Results., Conclusions.

Keywords

Appropriate keywords (4-5) should be provided in English and Spanish
in alphabetical order.

Main text

The following sections must be included in a bold center title: INTRO-
DUCTION. This should state the investigated problem, the aim of the
work, and previous relevant work with appropriate references. The MA-
TERIALS AND METHODS used should be stated clearly in sufficient
detail to permit others to repeat the research, if so desired. RESULTS
should be presented concisely, with tables or illustrations for clarity.
DISCUSSION should cover the significance of the findings without re-
petition of material in the Introduction and Results sections. This section
must contain the conclusions of the work, ACKNOWLEDGEMENTS, and
REFERENGES. It is very important that references be checked carefully.
Subheadings should be avoided but if necessary they must be in bold
and continuously written within the paragraph.

Pages should be numbered consecutively with Arabic numerals.
Please number all lines in the manuscript consecutively in order to
facilitate the review process by allowing reviewers to pinpoint specific
references more easily.

The decimal metric system should be used for symbols and units.

Latin names of biological species should be written in italics. The
first mention of a species in the text should include the nomenclature
authors without abbreviation. In the case of animal species, the
year of publication of the description should be indicated.

References in the text that include two authors should incorporate the
ampersand (&) symbol, whereas three or more authors should include
et al. (in italics).

New taxa

Description should follow the international code of nomenclature.

Instructions for authors

References

References should adhere to the following guidelines:
a) In alphabetical order by the first author’s last name.

b) Citations of works by the same author in chronological order,
then those published by two authors in the same order (alpha-
betically by the second author’s last name and chronologically
in case of coincidence).

c) References in the text with et al. should be ordered chronolo-
gically.

Authors’ names should be written in capital and lower-case let-
ters, not in capital letters exclusively. Initials of the first author will fol-
low the last name. For additional authors, initials will precede the last
name. In the case of two or more initials these should be separated
by a period and a space. Journal titles should not be abbreviated.
Book and journal titles should be in italics. The total number of cited
authors in the text should coincide with the total number of references.
Citations of the same author, published in the same year, or with the
same co-authors (last name followed by et al.), should use the small
letters (a, b, c) within the text and in the reference section. Never use
indentations.

Examples of the most common citations are presented below:

Periodical publishing

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new Metabolite from the red alga Lauren-cia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.

Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Please note that this ci-
tation and the one before, should be mentioned in the text as Ahmad et
al. 1990a and Ahmad et al. 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162. 4

Books

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Ken-dall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton,A.D., L. S. Clesceri & A. E. Greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Maryland. Varied folio.

Book chapter
Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical

reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.

Hidrobioldgica



Instructions for authors

Sudrez-Morales, E. & M. Elias-Gutiérrez. 1992. Claddceros (Crustacea:
Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /n: Navarro, D. y E. Suarez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Thesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dinamica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.

Others

CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
mas Aplicables en materia de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos
Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. CDMX, México. Enero
2:173-191.

Systematics Agenda 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Char-
ting the Biosphere. Technical Report. New York. 34 p.

Online citations

References to online-only journals and books should include the author
(or the responsible agency, i.e., FAO, FDA, WHO, etc.), title, website, and
date of access, followed by:

In Spanish: Disponible en linea: http://www.fao.org/fishery/ cultureds-
pecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

In English: Available online at: http://www.fao.org/fishery/ culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).

Examples:

FAQ. 2004. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2004 (SOFIA).
Available on line at: http://www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.
htm (downloand february 19, 2010).

WHO. 2004. Vitamin and mineral requirements in human nutrition.
2nd ed. World Health Organization, Geneva. Available online at: http:/
whglibdoc.who.int/publications/2004/9241546123.pdf  (downloaded
February 19, 2010).

Citations available in both printed and online sources should be
cited as follows: First with a complete citation and then the website
address, as in the following example:

SAGARPA-CONAPESCA. 2006. Anuario estadistico de acuacultura y
pesca 2006. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion. Comision Nacional de Pesca. Mazatlan. 219 p.
Also available at: http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wb/cona/
cona_anuario_estadistico_de_pesca
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Addition of DOI to References

The references of books and articles that have DOI (digital object iden-
tifier), it must be added at the end, as shown below:

Calor, A. 2009. Consideragdes About da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados for Hipoteses ace or dos Cenarios for Da-
dos. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741 / ebrasilis.v2i1.24

Tabular material

Tabular material must be clearly set out with the number of columns
in each table kept to a minimum and vertically oriented using double
spacing without tabs, Universe Condensed or Arial 10 font. Tables,
numbered consecutively with Arabic numerals, must be typed on sepa-
rate sheets, leaving sufficient space around the copy for printer’s ins-
tructions. Tables must have concise headings at the top that enable
comprehension without reference to the main text. Please ensure that
the data in columns are consistent in the number of significant figures.
Footnotes should be kept to a minimum and indicated by asterisks and
daggers (*, 1) at the bottom of the table with type 8. Vertical and hori-
zontal lines should be avoided.

Figures

Figures should be originals. If you intend to use previously published
figures, you must obtain written permission and indicate the reference
and citation of their original appearance. If the figure was changed,
indicate this with the legend “Figure modified by (...).

In addition to the figures included in the Word file, each one should
be sent as a separate high-resolution file. Number illustrations with
Arabic numerals consecutively, in order of appearance in the text. Le-
gends should be written in capital and lower-case letters. Maximum
size of a figure or group of figures will be 17 cm length and 13 cm
width with a minimum size of 8X8 cm. Numbers and letters in the fi-
gure must be 10 points maximum and 8 points minimum. Figures with
scale must be accompanied with a graph scale. Terms, symbols,
and abbreviations will be the same as in the text. Suitable file types
include Joint Photographic Experts Group (JPEG), Tagged Image
File Format (TIFF) with a minimum resolution of 300 dpi. Example:
Figure_1_Meave_dinos.jpg

Photographs

Keep photographs to a minimum. They should be of good quality and
well contrasted. Number photographs with Arabic numerals consecu-
tively, in order of appearance in the text. When using compositions,
leave a small space between each photo. Photographs should follow
the same size instructions as figures. Photographs should be placed in
separate files.

The Journal will accept color figures and photographs only
when essential to the paper. Authors must cover the additional

production costs of color printing.
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SUBMISSION FORMAT FOR SCIENTIFIC NOTES

The format of a Scientific Note is as follows: TITLE (in Spanish and
English), AUTHORS, INSTITUTIONS, ABSTRACT (with keywords in
alphabetic order), RESUMEN (abstract in Spanish with keywords (“pa-
labras clave”) in alphabetc order), ACKNOWLEDGEMENTS, and RE-
FERENCES. The same format as a scientific paper should apply, but
without separate sections in the body of the note. The minimum and
maximum total manuscript length is 5-7 letter-sized, double-spaced
pages. Please refrain from including more than one table or figure.

SUBMISSION FORMAT FOR A REVIEW PAPER

Review papers will have the same format as original manuscripts with
at least the INTRODUCTION, DISCUSSION, and REFERENCES headings,
and any headings and subheadings that authors consider pertinent.

Reception and final acceptance of review papers will be decided
by the Editorial Board.

Publishing in Hidrobioldgica implies that all authors agree to transfer
the article’s copyright to the Editorial Board of Hidrobioldgica Journal,
Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Instructions for authors

Monographs should have the same format as a scientific paper. The
results section should include a description of the species. The length
of a monograph can be up to two-thirds of a volume (60 double spaced
Word pages).

Copyright
Final acceptance of a manuscript for publication implies the transfer

of all rights to the Editorial Board of Hidrobiologica, Universidad
Autonoma Metropolitana Iztapalapa.

Proofs
Author’s proofs will be emailed to the corresponding author. Proofs must

be corrected and returned to the Associatd Editor within 72 hours after
receipt; failure to do so will result in publication without corrections.

Postal address
Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco No. 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubicle 305.

Telephone: +52 55-5804 4600, Ext. 3053.
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