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RESUMEN

Antecedentes. Los Crocodylia inician su historia de vida al superar la etapa de incubacion con la eclosion en grupo.
La temperatura de incubacion es importante para el desarrollo de los embriones y el proceso de eclosion, durante el
cual emiten sonidos. Objetivos. Reportar la influencia del tamafio de la nidada sobre la duracion y el éxito de eclosion,
y describir dicho proceso. Métodos. Se emplearon cuatro nidadas de Crocodylus moreletii de la Unidad de Manejo para
la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) Granja de Lagartos, en Tabasco, México. Con estas se integraron tres nidadas
de diferente tamafio: grande (15 huevos), mediana (9 huevos) y pequefia (un huevo). Se monitorizd la temperatura, la
humedad relativa y el nimero de huevos eclosionados y se compararon estadisticamente la duracion de las eclosiones y
el periodo de incubacion, asi como el éxito de la eclosion entre los tres tamafios de nidadas. Por dltimo, se verifico que las
condiciones de incubacion fueran iguales para todas las nidadas. Resultados. Las nidadas pequefias (x = 3340 = 2794)
y las medianas (x = 1844 + 476) tardaron menos minutos en eclosionar en comparacion con las nidadas grandes (x =
9431 + 768). Mientras que el éxito de la eclosion (expresado en porcentaje) y la duracion en dias del periodo de incuba-
cion no mostraron diferencias entre los tres tamafios de nidada. Las eclosiones iniciaron con la emision de los llamados
preeclosionales, los cuales se escucharon una semana antes de la eclosion. Conclusiones. El tamafio de nidada influye
en la duracion de la eclosion, pero no influye sobre su éxito.

Palabras clave: comunicacion, reclutamiento, supervivencia, vocalizaciones

ABSTRACT

Background. The Crocodylia begin their life by overcoming the incubation stage with group hatching. Incubation tem-
perature is important for the development of the embryos and the duration of the hatching process, during which they
emit sounds. Goals. The effect of the size of the clutch on the duration and success of hatching is reported for the first
time, and the hatching process is described. Methods. We used four clutches supplied by the “Granja de Lagartos” farm
in Tabasco, Mexico, from the 2010 breeding season, and each was distributed in containers to integrate three clutches of
different size: large (15 eggs), medium (nine eggs), and small (one egg). We monitored the temperature, relative humid-
ity, and the number of eggs hatched in each clutch. The duration of hatching and the incubation period were statistically
compared, as well as hatching success among the three brood sizes. We made sure that incubation conditions were the
same for all boxes. Results. The small clutches (x = 3340, = 2794 min) and the medium-sized ones (x = 1844 + 476
min) took less minutes to hatch, and both took less time than the large clutches (x = 9431 + 768 min). The hatchings
began with the vocalization of pre-hatching calls, heard up to a week before eclosion. Conclusions. The size of the clutch
influences the duration of hatching, but is not related to hatching success.

Keywords: communication, recruitment, survival, vocalizations
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INTRODUCCION

En animales oviparos el tamafio de la nidada es considerado una ca-
racteristica importante para el éxito reproductivo (Greer, 1975; Skutch,
1985). Por ejemplo, el proceso de la eclosion, momento crucial en la
transicion de la etapa de embridn a neonato, se ve favorecido cuando
se realiza de manera grupal por los miembros de la nidada (Patifio-Mar-
tinez et al., 2010). Adicionalmente, la temperatura de incubacion es una
condicion importante para el desarrollo embrionario y la eclosion (Lang,
1987; Web & Cooper-Preston, 1989), ya que puede ocasionar variacion
en la duracion del periodo de incubacion (Lopez-Luna et al., 2015) o en
la del proceso de eclosion, tal como se ha observado principalmente en
reptiles (Burger, 1991; Van Dame et al., 1992).

En el medio silvestre las hembras de cocodrilo cuidan el nido mien-
tras la nidada se incuba, y en el momento de la eclosion auxilian a
salir a las crias (Alvarez, 1974). La asistencia materna ocurre cuando
los embriones emiten llamados preeclosionales desde el interior del
huevo (Alvarez, 1974; Pooley, 1977; Vergne & Mathevon, 2008; Ma-
zzotti, 1989). Las crias también realizan llamados en condiciones de
incubacion artificial, pero es factible que eclosionen sin asistencia al
no encontrarse dentro de un sustrato compactado que les impida el
abandono del nido, como ocurre en su habitat natural (Mandujano et
al., 2015).

Los sonidos emitidos por los cocodrilos en el interior del nido anun-
cian el comienzo del proceso de eclosion de la nidada (Britton, 2000;
Garrick & Lang, 1977; Lang, 1992). Dado que la formacion somatica del
embrién se completa a los setenta dias de incubacion, es posible que
los llamados preeclosionales inicien a partir de estos dias, pero la eclo-
sion ocurre en los dias subsiguientes (Ferguson, 1985). El proceso de la
eclosion se divide en dos fases: preeclosional, con emision de llamados
desde el interior del huevo, y poseclosional o neonatal, cuando la cria
emerge del huevo (Ardila-Robayo et al., 1999).

La duracion del proceso de eclosion corresponde al tiempo trans-
currido desde la emision del primer llamado preeclosional hasta que
emerge el ultimo miembro de la nidada (Magnusson, 1980). Algunos
autores han comentado que los embriones de cocodrilo del medio sil-
vestre raramente emiten llamados preeclosionales de forma esponta-
nea; por el contario, requieren de estimulos mecanicos, como el movi-
miento de la superficie del nido o cerca de éste, para comenzar con el
proceso de eclosion (Allsteadt, 1994; Alvarez, 1974; Kushlan & Kushlan,
1980; Magnusson, 1980). Por su parte, en condiciones de incubacion
artificial se ha observado que el inicio de los llamados preeclosionales
es espontaneo (Mandujano & Hénaut, 2014).

La eclosion en grupo de los cocodrilos es la primera interaccion
gregaria en su historia de vida; ademas, el tamafio de los grupos es
variable e influye en la supervivencia (Lang, 1987; Maier, 2001). Sin
embargo, la duracion de las interacciones, asi como su éxito o fracaso,
dependen del comportamiento 6ptimo que desarrollen para lograr el
mayor beneficio con el menor esfuerzo o riesgo (Alcock, 1993; Johns-
tone, 1997).

La estrategia conductual de los llamados preeclosionales en los
cocodrilos parece sustentarse en la capacidad de los integrantes de la
nidada para ponerse de acuerdo y lograr abandonar el nido en grupo
a fin de reducir el riesgo de la depredacion; ademas, atraen la aten-
cion de la madre para que ella abra el nido y asi recibir su proteccion
(Britton, 2000; Garrick & Lang, 1977; Herzog, 1975; Hunt, 1975; Jo-

Mandujano-Camacho H. et al.

hnstone, 1997; Lang, 1992; Vergne & Mathevon, 2008). Por lo anterior,
es posible que el tamafio de la nidada sea un factor importante en la
duracion del proceso de eclosion.

En este trabajo se documenta por primera vez, en condiciones de
laboratorio, el efecto del tamafio de la nidada sobre la duracion y el éxi-
to de eclosion en el cocodrilo de pantano, Crocodylus moreletii (Duméril
& Bibron, 1851), una especie nativa de ambientes acuaticos de Belice,
Guatemala y México (Alvarez, 1974; Cedefio-Vazquez et al., 2006). Lo
anterior aporta informacion para comprender el papel que cumplen las
estrategias de comunicacion dentro del desarrollo del cuidado parental
y de la organizacion social del proceso de eclosion como parte de la
realizacion del comportamiento de los llamados preeclosionales.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrolld en la Unidad de Manejo para la Conservacion
de la Vida Silvestre (UMA) Granja de Lagartos, en la rancheria de Buena
Vista, Tabasco, México (18° 08" 28.7" N y 92°44'59.54” 0). Dentro de
la granja, con una superficie de 7000 m2, se cuenta con recintos para
la conservacion y manejo intensivo de C. moreletii. El periodo de expe-
rimentacion abarcé de mayo a septiembre de 2010.

Se seleccionaron cuatro nidadas almacenadas en la incubadora ar-
tificial de la granja. El criterio tnico de seleccion fue que cada una con-
tara con al menos 25 huevos fértiles de los 30 huevos que tipicamen-
te integran las nidadas de la granja (Casas et al., 2011; Greer, 1975;
Mandujano et al., 2015). La fertilidad de los huevos fue confirmada por
la observacion del desarrollo y presencia de una banda opaca en el
cascaron (Bolton, 1989; Ferguson, 1985). Los 25 huevos fértiles selec-
cionados por cada nidada se asignaron aleatoriamente a tres cajas de
incubacion (de 113 cm?® de material plastico) con diferentes cantidades
de huevos o tamafio de nidada, definidos como: grande (15 huevos;
50% de una nidada tipica de la granja), mediana (9 huevos; 30% de
una nidada tipica de la granja) y nidada pequefia (un huevo; representa
la unidad funcional de la nidada), con base en los registros previos de
éxito de eclosion para la especie in situ (Lpez-Luna et al., 2011) y ex
situ (Casas et al., 2011). De esta forma, cada nidada fue distribuida en
tres cajas de incubacion y se realizd una repeticion del experimento, el
cual también se clasificd en nidada grande, mediana y pequefia.

Los huevos se depositaron en tapetes individuales de hule espuma
himedos, pero no saturados, previamente lavados con agua corriente.
La distancia entre cada huevo fue > 2.5 cm. El registro de temperatura,
humedad relativa y eclosiones dentro del laboratorio se realizo en dos
horarios: de 5:00 a 12:00 h'y de 17:00 a 24:00 h, recopilando datos
cada hora. En las cajas de incubacion se coloco un termémetro—hi-
grémetro marca Steren, modelo Ter-150, con precision de + 1.5 °C
para la temperatura y de + 10% para la humedad relativa. Se registrd
la temperatura y humedad relativa en el momento en que se detecto
un llamado preeclosional, asi como al final de la Ultima eclosion. Estos
valores de temperatura y humedad relativa de las eclosiones fueron
comparados en los diferentes tamafios de nidada a través de pruebas
H de Kruskal-Wallis. Las actividades se realizaron en completo silencio
para evitar estimulos mecanicos o auditivos hacia las nidadas.

Las cajas de incubacion se colocaron en una sala acondicionada
como laboratorio, en donde se sellaron las ventanas, y fueron aisladas
del piso por una lona pléstica y un tapete individual de carton. La se-
paracion entre cajas fue de 70 cm, por disponibilidad logistica. Durante
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todo el experimento, la temperatura de la sala de incubacion fluctud
de 28 a 32 °C; este intervalo de temperatura ha sido reportado en los
nidos naturales de cocodrilos (Deeming y Ferguson, 1989; Magnusson
et al., 1992; Pifia et al., 2003). La humedad ambiental relativa se pro-
porciond derramando agua directamente en el piso de la sala.

La duracion del periodo de incubacion se definié como el nimero de
dias trascurridos entre la fecha de puesta y la deteccion de los prime-
ros llamados preeclosionales. Por su parte, la duracion de la eclosion se
definid como el tiempo transcurrido (en minutos) desde la deteccion del
primer llamado preeclosional hasta que la Gltima cria emergié completa-
mente del cascaron. El éxito de eclosion se calculd como la razon entre el
ndmero de huevos incubados y el nimero de neonatos eclosionados mul-
tiplicado por cien. Se compararon los datos obtenidos entre los grupos
(grande, mediano, pequefio) para la duracién de eclosion, el éxito de eclo-
sion y la duracion del periodo de incubacion mediante una prueba H de
Kruskal-Wallis. Se usé también la prueba post-hoc de Newman-Keules
para identificar las diferencias entre grupos. Los datos fueron analizados
con la ayuda del programa estadistico de computo STATISTICA.

Para conocer la duracion de las eclosiones y su cronologia, en cada
nidada se registro la hora de inicio de la actividad de eclosion con los
llamados preeclosionales y la hora de salida del cascarén del ultimo
embrion, asi como el final de la actividad de eclosion. Los intervalos de
tiempo fueron obtenidos por diferencia.

RESULTADOS

La duracién en minutos de las eclosiones fue estadisticamente sig-
nificativa entre los diferentes tamanos de nidada (Kruskal-Wallis:
F(2,14)=9.1, p =0.01). Las nidadas de tamafio mediano (x = 1844
+ 476) y pequefio (x = 3340 +2794) tardaron el mismo tiempo en
eclosionar, estadisticamente, pero ambas tardaron menos en eclosionar
que las nidadas grandes (x = 9431 +768) (Fig. 1).
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Figura 1. Duracién en minutos (promedio +error estandar) de las eclosiones de
Crocodylus moreletii (Duméril & Bibron, 1851) de los tres tamafios de nidada
(1 = nidada grande, 2 = nidada mediana, 3 = nidada pequefa). La letras (a, b)
representan el resultado de la prueba post hoc Newman-Keuls.

Vol. 28 No. 2 2018

159

Estadisticamente no hubo diferencias en el éxito de eclosion entre
los tamarfios de nidada (Kruskal-Wallis: F(2,14) = 0.3, p =0.8) (Fig. 2).
Respecto al éxito de eclosion, las nidadas de tamafio grande tuvieron
un promedio de 81.3 +7.7% de éxito de eclosion; mientras que en las
nidadas de tamafio mediano el promedio fue de 86 +2.7%, y en las
nidadas chicas, de 60 +24%. La duracion del periodo de incubacion fue
igual estadisticamente entre los tamafios de nidadas (Kruskal-Wallis:
F(2,11) = 0.02, p =0.9), con un promedio de 83.2 +0.8 dias de incuba-
cion para la nidada grande, 83.2 +0.7 dias para la nidada mediana y de
85.8 +3.6 dias para la nidada pequefia.

El proceso de eclosion de las nidadas inicio con la emision de los
primeros llamados preeclosionales, los cuales se percibieron a simple
oido 10080 min (7 dias) antes de que los integrantes de la nidada eclo-
sionaran en su totalidad. Solamente se identificaron dos individuos de
la nidada chica que no emitieron llamados preeclosionales sino hasta el
momento de ser extraidos manualmente del cascaron, y permanecie-
ron dentro de éste hasta los 144000 min de incubacion.

En una misma nidada se produjeron multiples eventos de eclosion a
intervalos de tiempo irregulares, ya sea de forma individual o por grupos
de crias (Fig. 3). Los intervalos entre eclosiones mas cortos fueron de 45
min, mientras que los mas prolongados duraron 7090 min. Se presenta-
ron hasta ocho eventos de eclosion en nidadas grandes, mientras que en
nidadas medianas se presentaron cuatro eventos de eclosion.

Dado que los embriones emiten los sonidos desde el interior del
huevo, resulta dificil identificar cuantos individuos los producen. Even-
tualmente, algtn individuo rompe el cascardn con ayuda de la carincu-
la ubicada en la punta del hocico, expone las narinas y respira aire del
exterior. Estos individuos pueden permanecer emitiendo sonidos con
las narinas fuera del cascaron, al igual que el resto de sus congéneres
que no lo han roto. Otros pueden permanecer bajo la misma condicion,
pero sin emitir sonidos. Los individuos que ya eclosionaron contintian
emitiendo sonidos y algunos de ellos se perchan sobre los cascarones
que no han producido eclosiones.
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Figura 2. Exito de eclosién (promedio + error estandar) entre los tres tamafios de
nidada de Crocodylus moreletii (Duméril & Bibron, 1851) (1 = nidada grande, 2 =
nidada mediana, 3 = nidada pequefia). La letra “a” indica la diferencia no signifi-
cativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba post hoc Newman-Keuls.
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Figuras 3a-b. Cronologia de los eventos de eclosion de Crocodylus moreletii
(Duméril & Bibron, 1851). a) Nidada grande (15 huevos); b) Nidada mediana (9
huevos). N. E.= ndmero de eclosiones.

El trabajo se desarrollé en condiciones de temperatura y humedad
relativa de incubacion estables dentro de cada repeticion y no hubo
diferencias estadisticas entre repeticiones. La temperatura promedio
registrada al inicio de las eclosiones en los diferentes tamafios de ni-
dadas fue (promedio +error estandar): grandes, 32.5 +0.2; medianas,
32.4 +0.4, y pequefas, 33.08 +0.08 [Kruskal-Wallis: F(2, 14) =1.2,
p =0.06]. Al final de las eclosiones, la temperatura promedio por ta-
mafio de nidada fue (promedio +error estandar): grandes, 32.5 +0.2;
medianos, 32.6 +0.26, y pequefios, 32.7 +0.26 [Kruskal-Wallis: F(2,
14) =1.3, p =0.5]. En el caso de la humedad relativa, al inicio de las
eclosiones el promedio por tamafio de nidada fue de (promedio +error
estandar): grandes, 93.0 =1.1; medianos, 93.5 +0.5, y pequefios, 92.4
+0.7 [Kruskal-Wallis: F(2, 14) =1.09, p =0.6]. Al final de las eclosiones
la humedad relativa por tamafio de nidada fue (promedio +error estan-
dar): grandes, 93.2 +1.1; medianas 93.5 0.5, y pequefias, 92.8 +0.8
[Kruskal-Wallis: F(2, 14) =0.13, p =0.9].

En las nidadas grandes se perdieron 14 huevos en total, lo que re-
presento un promedio de 3.5 huevos por nidada. En las nidadas media-
nas se perdieron 5 huevos, que representaron en promedio 1.25 hue-
vos por nidada. En las nidadas pequefias no hubo pérdidas de huevos:
todos los embriones sobrevivieron, pero sélo dos eclosionaron de forma
natural; los otros dos alcanzaron los 100 dias de incubacion, uno per-
manecid con las narinas expuestas y otro fue extraido manualmente.
Entonces, esto representd un promedio de 0.5 eclosiones por nidada.

Mandujano-Camacho H. et al.

DISCUSION

Las nidadas de tamafio pequefio y mediano tardaron el mismo tiempo
en eclosionar mientras que el tamafio de nidada grande demoré mas
para completar la eclosion. Esto sugiere que entre mas individuos se
involucren emitiendo sonidos en el proceso de eclosion, les toma mas
tiempo acordar la decision de eclosionar (Conradt & Roper, 2005), pero
alavez, que los individuos solitarios requieren del estimulo de sus con-
géneres (Alvarez, 1974). De hecho, en las nidadas pequefias el tiempo
de eclosion fue prolongado. Una explicacion es que quizas el indivi-
duo espera a que otros congéneres vocalicen para tomar la decision
de abandonar el cascaron. Esto apunta a que el tamafio de grupo es
importante en la eclosion para tomar decisiones, como acto de sociali-
zacion (Sumpter & Pratt, 2009). Entonces, tomar la decision en grupos
relativamente grandes o de manera individual tiene consecuencias en
el tiempo empleado. Para este experimento, el tamafio dptimo de grupo
fue la nidada mediana, el cual equivale a una tercera parte del tamafio
promedio reportado de 30 huevos en una nidada (Casas et al., 2011;
Deeming & Ferguson, 1989; Magnusson et al., 1992; Mandujano et al.,
2015; Pifa et al., 2003).

Con base en la ausencia de estimulos mecanicos o auditivos man-
tenida en las cajas de incubacion, es posible que el confort ambiental
proporcionado por la temperatura y humedad haya sido el mecanismo
que desencadend la actividad de eclosion al dispararse la emision de
los llamados preeclosionales. Muchas conductas en los cocodrilos se
disparan con base en la estabilidad de su tasa metabolica, la cual esta
asociada a la temperatura ambiente (Ferguson, 1985; Grigg & Gans
1993; Johnstone, 1998; Lance, 2003; Pifa et al., 2003). Los llama-
dos preeclosionales son empleados por los embriones como sefiales
acusticas para atraer la atencion de otros congéneres y eclosionar en
grupo; de esta forma sincronizan la eclosion de la nidada o atraen la
atencion de la hembra para que destape el nido (Britton, 2000). Las
caracteristicas acusticas espectro-temporales de los sonidos emitidos
por neonatos entre uno y cuatro dias de edad son similares, lo que
probablemente dificulte el reconocimiento individual entre ellos (Vergne
et al., 2007). Entonces, es posible que los individuos no distingan entre
los congéneres que estan emitiendo sonidos y que esto influya en la
duracion de la eclosion.

El tamafio de nidada parece no tener influencia sobre el éxito de
eclosion. Este resultado es consistente con otros estudios; por ejemplo,
para la especie, Lopez-Luna et al. (2011) reportaron 33.9% de éxito de
eclosion, mientras que Casas et al. (2011) y Mandujano-Camacho et al.
(2015) estimaron 40.74 y 33% respectivamente, en la misma area de
estudio. Larriera (1991) reporto éxitos de eclosion de 43% en nidadas
de diferente tamafio de C. /atirostris (Daudin, 1802), mientras que Pifa
et al. (2003) refieren que los porcentajes de eclosion entre diferentes
afios son similares sin importar el tamafio de la nidada. El porcentaje de
eclosion de una nidada, ademas de estar sujeto a aspectos intrinsecos
del individuo en formacion, como madurez, genética y salud, también
esta ligado a factores extrinsecos de la especie, por ejemplo, el sustrato
de anidacion y variaciones climaticas por fenémenos meteorologicos
(Creesswell, 1997; Charruau et al., 2010; Kratochvil & Kubicka 2007;
Van Dame et al., 1992; Larriera, 1994). Eclosionar representa un riesgo
de depredacion por salir del nido (Larriera & Pifia, 1999-2000). De tal
forma, si un individuo eclosiona solitario, el porcentaje de riesgo de
depredacion es de 100%, mientras que si eclosionan dos individuos, el
riesgo disminuye a 50% cada uno, y entre mas individuos eclosionen,
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mas se diluye la posibilidad de depredacion (Foster & Treherne, 1981).
Entonces, en el caso de las nidadas pequefias, esperar a que mas con-
géneres emitan sonidos parece la estrategia mas rentable (Couzin et
al., 2005). El aislamiento fisico de las nidadas pequefias y no escuchar
sonidos de congéneres en eclosion son factores que posiblemente ha-
yan provocado que la duracion de la eclosion se prolongara hasta los
100 dias de incubacion (144000 minutos). Se puede presumir, enton-
ces, que en el caso de grupos numerosos, como las nidadas grandes,
ponerse de acuerdo en el momento adecuado de eclosion a través de
los llamados preeclosionales sea hioldgicamente complejo, y que esto
prolongue el tiempo de eclosion, produciendo eclosiones en grupos re-
lativamente pequefios dentro de la misma nidada.

El tamafio de nidada no influy6 sobre la duracion del periodo de
incubacion, puesto que los tres tamafios eclosionaron en un periodo
de incubacion similar. El inicio del proceso de eclosion ocurrié espon-
taneamente cuando alguno de los embriones de las nidadas comenzo
a emitir llamados preeclosionales, sin necesidad de recibir algin esti-
mulo externo a la caja de incubacion o al cascardn (Kushlan & Kushlan,
1980; Magnusson, 1980; Allsteadt, 1994).

Los mudiltiples eventos de eclosién que se presentaron en los ta-
mafios de nidada grande y mediana ocurrieron cuando se emitieron
los llamados preeclosionales de manera conjunta por un grupo de em-
briones (Herzog, 1975; Vergne & Mathevon, 2008), y se manifestaron
eclosiones tanto de forma individual como por grupos hasta de cua-
tro crias (Lee, 1968; Mandujano & Hénaut, 2014). Con base en que la
temperatura de incubacion y la humedad relativa de incubacion fueron
estables dentro de cada repeticion del experimento, y en que hubo
igualdad entre las repeticiones, las cajas de incubacion proveyeron un
ambiente idoneo tanto para el desarrollo embrionario como para dispa-
rar el proceso de eclosion. La humedad relativa permanecio por encima
de 92.4 +0.7, lo cual favorecid las condiciones de incubacion, ya que
son las condiciones de humedad relativa por debajo de 70% las que
impactan negativamente en el desarrollo embrionario de la nidada (Lutz
et al. 1980; Hernandez-Hurtado et al., 2013).
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RESUMEN

Antecedentes. Oncorhynchus mykiss es una de las especies que mas se cultiva en el mundo y que tiene alto valor
econdmico, por tal motivo, optimizar su crecimiento y reproduccion es fundamental para la acuacultura. Objetivos.
Evaluar el crecimiento y calidad espermatica en trucha arcoiris durante la temporada reproductiva. Métodos. La in-
vestigacion se realizo en el centro acuicola El Zarco, Estado de México, con 32 machos sexualmente maduros de tres
afos. De julio a febrero se registraron mensualmente: longitud total, altura, grosor (cm), peso (g), ganancia de peso
(GP), tasa de crecimiento absoluto (TCA) y tasa instantanea de crecimiento (TIC). Las muestras de semen se obtuvieron
de agosto a febrero. Las variables para determinar la calidad espermatica fueron: volumen, color, consistencia, con-
centracion, pH y movilidad. Resultados. En cuando a longitud y peso, la mayor TCA, GP y TIC se obtuvo de julio a agosto,
mes previo al periodo reproductivo. De agosto a febrero la TCA fue de 1.13 cm; GP de 0.01 g y TIC de 0.0321 + 0.0522 cm y
0.0932 + 0.2223 g en promedio. En julio se registraron diferencias en longitud y peso (p <0.05) en comparacion con
los meses del periodo reproductivo. El patron de produccion de semen se incrementé de agosto a octubre y decrecio
hasta febrero con diferencias significativas (p <0.05). En general, se encontrd semen de color blanco y consistencia
lechosa. La mayor concentracion espermatica se presentd en septiembre (8.17 + 2.06 x 10° mL™") y disminuy6 hasta
febrero, con diferencias significativas (p <0.05) entre los meses. El pH fue alcalino, con un promedio de 8.07 = 0.31. La
movilidad mostré un incremento de agosto a diciembre y un decremento de enero a febrero, con diferencias significativas
(p <0.05) entre los meses. Conclusiones. Durante el periodo reproductivo la energia procedente del alimento se destina
a asegurar la reproduccion, por lo que el crecimiento se ralentiza y la calidad espermatica varia entre los meses.

Palabras clave: color, concentracion espermatica, consistencia, movilidad, peso, pH, produccion de semen, talla, trucha
arcoiris

ABSTRACT

Background. Oncorhynchus mykiss is a species that is widely cultivated in the world with high economic value. For this
reason, it is essential to optimize its growth and reproduction for aquaculture. Goals. Evaluate the growth and sperm
quality of rainbow trout during the reproductive season. Methods. We conducted research at the “El Zarco” Aquaculture
Center in the state of Mexico, with 32 sexually mature three-year-old males. Once a month, we recorded total length,
height, thickness (cm), and weight (g) during July-February, and calculated weight gain (WG), absolute growth rate (AGR),
and instantaneous growth rate (IGR). Semen samples were obtained during (August-February). In order to evaluate the
spermatic quality, we measured volume, color, consistency, concentration, pH, and mobility. Results. The highest AGR,
WG, and IGR in terms of length and weight were obtained from July-August, i.e., a month prior to the reproductive period;
from August-February the AGR was 1.13 cm, WG was 0.01 g, and there was an average IGR of 0.0321 = 0.0522 cm and
0.0932 + 0.2223 g. Differences (p <0.05) in length and weight were found between July and the months of the reproduc-
tive period. There was a pattern of semen production: It increased from August to October and then decreased until Fe-
bruary, with significant differences (p <0.05). Usually, white semen and milky consistency were found. The highest sperm
concentration occurred in September (8.17 + 2.06 x 109 mL") and decreased until February, with significant differences
(p <0.05) between months. The pH was alkaline with an average value of 8.07 + 0.31. Mobility increased from August to
December and decreased from January to February, with significant differences (p <0.05) between months. Gonclusions.
During the reproductive period, food energy is channeled to ensure reproduction, so that growth slows and sperm quality
varies during the reproductive months.

Keywords: color, consistency, motility, pH, rainbow trout, semen production, size, sperm concentration, weight
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INTRODUCCION

La acuicultura es parte esencial del quehacer econémico y social, ya
que ha favorecido la sobreexplotacion de pesquerias y el aumento en
el consumo de productos acuicolas, los cuales han permitido que esta
actividad se convierta en una alternativa para ampliar y contribuir a
la oferta alimentaria, ademas de crear fuentes permanentes de em-
pleo que estimulan el desarrollo regional y generacion de divisas (FAQ,
2012).

Entre las especies acuicolas de mayor consumo en México, de
acuerdo con el Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca (SAGARPA,
2014), destaca la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Walbaum,
1792), que se ubica en el sexto lugar de la produccién nacional, con 15
695 toneladas, y a nivel mundial en el treintavo lugar.

En los centros de cultivo de peces el alimento representa el mayor
costo en la produccion; puede llegar a ser de hasta un 30%, mientras
que su calidad y cantidad afectan directamente la fisiologia, que de
manera sustancial se ve reflejada en la reproduccion (Bobe & Labbé,
2010; Hajirezaee et al., 2010).

Para la mayoria de los peces el ciclo reproductivo es estacional y
su duracion es variable; ésta determina la calidad y cantidad de los ga-
metos (Biiyiikhatipoglu & Holtz, 1984; Munkittrick & Moccia, 1987; Aral
et al., 2005; Sahin et al., 2014; Bustamante-Gonzalez et al., 2016a).

En la reproduccion de peces uno de los factores que afecta el po-
tencial de fertilidad es la calidad espermatica (Bobe & Labbé, 2010; Ha-
jirezaee et al., 2010), la cual se define como la habilidad del esperma-
tozoide para fertilizar un 6vulo. De acuerdo con Alavi & Cosson (2005),
Aral et al. (2007), Cosson (2008), Alavi et al. (2008a, b) y Bustamante-
Gonzalez et al. (2016b), su evaluacion se realiza a partir de parametros
cualitativos, como color y consistencia, y cuantitativos, como volumen,
pH, concentracion espermatica y movilidad. Sin embargo, al igual que
en otras especies, hay factores que contribuyen a las variaciones re-
productivas entre los individuos: edad, tipo de alimentacion, origen
genético, fotoperiodo, temperatura, temporada reproductiva y estrés
generado durante la manipulacion, pues influyen directamente sobre la
calidad del semen (Billard et al., 1995; Rurangwa et al., 2004; Bobe &
Labbé, 2010; Hajirezaee et al., 2010).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar
el crecimiento de la trucha arcoiris y su calidad espermatica durante la
temporada reproductiva, informacion que permitira establecer estrate-
gias para optimizar su reproduccion.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el centro acuicola El Zarco, en
el municipio de Ocoyoacac, Estado de México, con una muestra de 32
machos sexualmente maduros de tres afos de edad, monitoreados de
julio a febrero (Bustamante-Gonzalez et al., 2016a).

Los organismos se mantuvieron en estanque ristico de 13.5 m de
largo y 6 m de ancho, con una profundidad de 75 cm, un flujo promedio
de 121.27 L min", una temperatura promedio del agua de 11.31 =
1.25 Cy con un fotoperiodo natural. Fueron alimentados una vez al
dia con Winfish-Zeigler® para trucha, equivalente al 1.3% de la bio-
masa, ajustada mensualmente. Previo a la obtencion de muestras, se
mantuvieron en ayuno durante 24 horas, con el fin de prevenir la conta-
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minacion del semen con materia fecal. Para minimizar el estrés fueron
sedados con esencia de clavo a una concentracion de 0.05 mL L de
agua (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2007).

Biometria. La longitud total, altura y grosor (cm) se determinaron me-
diante un ictiometro de 90 cm = 0.01 de precision y escuadra de 90°;
el peso (g), con una balanza Adam CBK 70a Max 32 kg d = 1.0 g, una
vez al mes.

Crecimiento. La ganancia de peso (GP) se calculd de acuerdo con la
formula propuesta por Moreno et al. (2000):

GP =W2- W1

Donde:

GP = ganancia de peso en gramos

W, = peso en gramos al finalizar el periodo
W, = peso en gramos al iniciar el periodo

La tasa de crecimiento absoluto (TCA) se determind de acuerdo con
la formula propuesta por Wootton (1999):

TCA = VBF-VBI

Donde:

TCA = tasa de crecimiento absoluto

VBF = variable biométrica final (longitud, altura, grosor, peso)
VBI = variable biométrica inicial (longitud, altura, grosor, peso)

La tasa instantanea de crecimiento (TIC) se estableci6 conforme a
lo propuesto en Soriano y Hernandez (2002):

TIC= Ln VBF —Ln VBIT (100)

Donde:

Ln = logaritmo natural

VBF = variable biométrica final (longitud, altura, grosor, peso)
VBI = variable biométrica inicial (longitud, altura, grosor, peso)
T= tiempo (dias)

Recolecta y evaluacion del semen. Las muestras se obtuvieron du-
rante el periodo reproductivo, de agosto a febrero (Bustamante-Gon-
zélez et al., 2016a). La extraccion se obtuvo mediante ligera presion
abdominal en direccion opérculo-caudal y se recolectd en tubos gra-
duados con capacidad de 50 mL, para evitar la contaminacion con ori-
na, heces, sangre o agua (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2007).

Se evaluo color, consistencia y concentracion espermatica del se-
men a partir de una solucién madre compuesta de formol al 4% y NaCl
al 0.9%, con el semen previamente homogeneizado, y el volumen se
expreso en mL. El conteo se realizd en camara de Neubauer con el pro-
grama Image-Pro 5.1®, bajo un microscopio Olimpus Optical BX41TF®,
y se expresd como nimero de células mL" (Rodriguez-Gutiérrez et al.,
2007; Bustamante-Gonzalez et al., 2016h).

El pH del semen se determind con potenciémetro Hanna HI 9125®y
electrodo HI 1330®. La movilidad (n > 5) se activé con agua y se registrd
con cronémetro la duracion total, en segundos, bajo el microscopio 6p-
tico Olimpus Optical BX41TF® 40x (Bustamante-Gonzalez et al., 2016b).
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Analisis estadistico. Las variables de estudio fueron procesadas con
andlisis descriptivos, expresados con media + desviacion estandar (DE),
y por medio del analisis de varianza de una via (ANOVA). Al determinar
diferencias se aplicd la prueba de Tukey, con un nivel de significancia
de p <0.05 (Daniel, 2017).

Asimismo, por mes de muestreo se realizé un analisis de corre-
lacion mdltiple entre las variables independientes: longitud (cm), peso
(kg), altura (cm) y grosor (cm), con respecto a las variables dependien-
tes: volumen de semen (mL) y concentracion espermatica, con un nivel
de significancia de p <0.05.

RESULTADOS

Crecimiento. En cuanto a longitud y peso, los mayores valores de TCA,
GP y TIC se obtuvieron de julio a agosto, mes previo al periodo repro-
ductivo. De agosto a febrero la TCA fue de 1.13 cm; GP de 0.01 gy TIC
de 0.0321 + 0.0522 cm y 0.0932 + 0.2223 g, en promedio (Tabla 1).
Al respecto, se establecieron diferencias en longitud y peso (p <0.05)
entre julio y los meses que comprenden el periodo reproductivo. Las
curvas del crecimiento se ajustaron al modelo logaritmico (longitud y
altura), polinémico (peso) y potencial (grosor) (Fig. 1).

Produccion de semen. El patron de produccion de semen incremento
de agosto a octubre, y tras este periodo la produccion decrecio hasta
febrero. Las diferencias establecidas entre septiembre, octubre y no-
viembre fueron de (p <0.05), lapso donde se presentd la mayor pro-
duccion y porcentaje de madurez, que determina el pico reproductivo
de la especie (Tabla 2).

Color y consistencia del semen. De acuerdo con el analisis de fre-
cuencias, es mas comun encontrar semen de color blanco y consisten-
cia lechosa (Tabla 3).

Concentracion espermatica. La mayor concentracion se presento en
septiembre, con 8.17 = 2.06 x 10° mL"y disminuyé durante la tem-
porada reproductiva (Tabla 2) con diferencias significativas (p <0.05).

pH. Se establecid un rango de alcalinidad a partir del valor maximo de
8.58 + 1.89 registrado en noviembre y un valor minimo de 7.87 + 0.36,
registrado en diciembre. El valor promedio fue de 8.07 + 0.31 (Tabla 2).
No se detectaron diferencias significativas entre los meses (p >0.05).

Movilidad espermatica. Se detectd un incremento de agosto a di-
ciembre y un decremento de enero a febrero. En diciembre se obtuvo la
mayor duracion con 88.79 + 10.64 s. Se registraron diferencias signifi-
cativas (p <0.05) entre los meses (Tabla 2).

Asociacion de variables. El analisis de correlacion maltiple determiné
que no hay asociacion entre peso (kg), longitud total (cm), longitud pa-
tron (cm), altura (cm) y grosor (cm) con respecto al volumen de semen
(mL) y la concentracion espermatica entre los meses que comprenden
el periodo reproductivo (Tabla 4).

DISCUSION

El crecimiento en los peces es continuo hasta alcanzar el peso o longi-
tud final, pero su tasa varia durante el ciclo de vida, que se ve afecta-
do por la cantidad y tipo de alimento, condiciones fisico-quimicas del
agua, densidad y el estado fisioldgico de los organismos (Von Berta-
lanffy, 1938; Royce 1972).
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Figuras 1a-d. Curvas de tendencia de crecimiento de julio a febrero de
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792). a) peso (kg); b) longitud total (cm);
¢) altura (cm); d) grosor (cm).
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Tabla 1. Indicadores del crecimiento de Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792), valores promedio + DE, desde julio hasta febrero.

Mes Dias  Variable Valor inicial Valor final TCA TIC
Jul. - Agosto 31 Longitud total (cm) 54.68 + 2.34 57.44 + 2.56 2.76 0.1586
Altura (cm) 13.26 + 0.55 1417+ 0.73 0.91 0.2143
Grosor (cm) 7.52+0.36 8.22 = 0.61 0.70 0.2862
Peso (kg) 2.37+0.30 2.87 £0.38 0.50 0.6250
Agosto - Sept. 38 Longitud total (cm) 57.44 + 2.56 57.79 = 2.81 0.35 0.0160
Altura (cm) 1417 +0.73 14.61 £ 0.92 0.44 0.0800
Grosor (cm) 8.22 = 0.61 7.77 £0.34 -0.42 -0.1376
Peso (kg) 2.87+0.38 2.84 £0.39 -0.04 -0.0335
Sept. - Oct. 36 Longitud total (cm) 57.79 + 2.81 57.87 +2.78 0.08 0.0037
Altura (cm) 14.61 +0.92 14.71 =1.09 0.10 0.0190
Grosor (cm) 7.77 £0.34 8.16 = 0.60 0.36 0.1258
Peso (kg) 2.84+0.39 2.89 +0.47 0.05 0.0503
Oct.- Nov. 30 Longitud total (cm) 57.87 £2.78 58.09 + 2.71 0.22 0.0127
Altura (cm) 14.71 £1.09 15.03 £1.22 0.32 0.0719
Grosor (cm) 8.16 + 0.60 8.48 + 0.69 0.32 0.1280
Peso (kg) 2.89+0.47 2.95 + 0.46 0.06 0.0718
Nov. - Dic. 35 Longitud total (cm) 58.09 = 2.71 58.20 = 2.96 0.11 0.0053
Altura (cm) 15.03 +1.22 15.09 +1.15 0.06 0.0116
Grosor (cm) 8.48 +0.69 8.34 + 0.65 -0.14 -0.0492
Peso (kg) 2.95+0.46 2,90 +0.47 -0.05 -0.0537
Dic. - Enero 28 Longitud total (cm) 58.20 + 2.96 58.24 + 2.86 0.04 0.0024
Altura (cm) 15.09 +1.15 15.19+1.29 0.10 0.0241
Grosor (cm) 8.34 + 0.65 8.17 £ 0.52 -0.17 -0.0718
Peso (kg) 2.90 + 0.47 2.86 = 0.45 -0.04 -0.0500
Enero - Feb. 22 Longitud total (cm) 58.24 + 2.86 58.57 = 2.90 0.33 0.0260
Altura (cm) 15.07 +1.23 15.35+1.19 0.19 0.0554
Grosor (cm) 8.17 £ 0.52 8.85+0.84 0.68 0.3620
Peso (kg) 2.86 = 0.45 2.88 = 0.47 0.03 0.0424

TCA = Tasa de crecimiento absoluto. TIC = Tasa instantanea de crecimiento.

Los resultados con respecto al crecimiento, previos a la temporada
reproductiva, demostraron un incremento significativo (p <0.05) y ma-
yor TIC entre julio y agosto; sin embargo, durante el periodo reproduc-
tivo (de agosto a febrero) el crecimiento fue minimo y no se detectaron
diferencias (p >0.05), probablemente a que el suministro de alimento
fue menor a la tasa recomendada por el proveedor, lo cual esta susten-
tado en estudios previos como los de Hunter y Leong (1981) y Camacho
et al. (2000).

No obstante lo anterior, la produccion de semen no se vio afec-
tada, ya que la energia proporcionada por el alimento fue destinada
para asegurar la reproduccion, tal como se reporta en Wootton (1999)
y Hao y Chen (2009), quienes mencionan que la energia adquirida del
alimento se reparte entre el crecimiento y supervivencia, y al entrar en

etapa reproductiva gran parte de ésta energia se destina a los diversos
procesos de maduracion sexual.

Evaluar la calidad y cantidad del semen en los centros de cultivo
a lo largo de la temporada reproductiva permite estimar el potencial
reproductivo de la poblacion y el nimero de machos necesarios para la
reproduccion (Sahin et al., 2014; Bustamante-Gonzalez et al., 2016a).
Se ha reportado que la madurez sexual en machos de trucha arcoiris
inicia al afio y medio de edad, de agosto a febrero, y que esta direc-
tamente relacionada con los factores bi6ticos y abidticos (Sosa et al.,
2000; Bustamante-Gonzalez et al., 2016a). Los resultados de esta in-
vestigacion, que corresponden a machos sexualmente maduros de tres
afios, determinaron que el volumen de semen, concentracion esperma-
tica y movilidad varian significativamente durante la temporada repro-
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Tabla 2. Valores promedio + DE, porcentaje de madurez, volumen de semen, concentracion, pH y movilidad espermatica en Oncorhynchus mykiss

(Walbaum, 1792), durante la temporada reproductiva.

. Temporada % madurez Volumen de semen  Concentracion espermatica " Movilidad
reproductiva (mL) (x10° mL™) P n Duracién (s)
32 Agosto 66 11.58 = 9.975%W 6.02 + 4.8750FF 811+015 8 41.31+ 2.8QNE
31 Septiembre 100 22.38 + 14 5140 8.17 = 2.06"00EF 819+0.20 17 3271+ 8.45N¢
31 Octubre 94 24.62 + 11.040 599 +1.75% 800+020 9 4261+ 6.02WE
26 Noviembre 96 19.86 + 16.014F 6.90 = 2.340FF 8.58 +1.89 6 61.06 + 12.27500F
25 Diciembre 88 12.25 + 8.34% 4.10 = 1.82/5\F 7.87 +0.36 7 88.79 + 10.64ASONEF
20 Enero 85 9.21+ 7.88% 3.77 = 1.64M\F 8.01 +0.26 5 65.50 + 3.83rS00F
19  Febrero 32 4.88 + 2.35N 2.25 + 1.57ASONDE 7.94 +0.48 5 38.67 + 2.99N0E
Promedio 17.26 +13.15 5.89 +3.19 8.07 = 0.31 48.75 + 21.39

Los superindices indican la inicial de los meses durante los que se presentaron diferencias significativas (p <0.05).

ductiva (p <0.05), comportamiento similar al reportado en salménidos
(Bliylikhatipoglu & Holtz, 1984; Munkittrick & Moccia, 1987; Hajirezaee
et al., 2010; Johnson et al., 2013).

En cuanto al volumen de semen, se alcanzé un comportamien-
to andlogo al obtenido para esta especie por Bilyiikhatipoglu y Holtz
(1984) en Alemania, en Canada por Munkittrick y Moccica (1987) y en
Turquia por Aral et al. (2005) y Sahin et al. (2014), quienes refieren que
la produccion de semen va en aumento en los primeros meses y alcan-
za su maximo entre el tercer y cuarto mes, comportamiento contrario
al reportado en otros teledsteos de la familia Ciprinidae, como Barbus
barbus (Linnaeus, 1758) (Alavi et al., 2008b) y como Pseudoplatystoma
metaense (Bleeker, 1862) de la familia Pimelodidae (Ramirez-Merlano
et al., 2011), especies cuya madurez inicia con el volumen maximo, a
partir del cual comienza el decremento, que se extiende hasta el final
de la temporada reproductiva.

El color y consistencia del semen se atribuyen a la concentracion
espermatica y del liquido seminal, que sirve como medio de suspen-
sion. Valdebenito et al. (1995), Cruz-Casallas (2001) y Torres et al.
(2014) reportan que el semen en salmonidos es de color blanco, con-
sistencia lechosa y, en algunos casos, viscoso, caracteristicas que con-
cuerdan con las obtenidas en la presente investigacion, donde el color

blanco de consistencia lechosa fue el mas frecuente durante el periodo
reproductivo, lo cual esta relacionado también con el hecho de que los
espermatozoides de los peces obtienen la capacitacion y maduracion
durante la migracion a lo largo del conducto eferente con la produccion
del fluido que determina su hidratacion (Schulz & Miura, 2002).

La concentracion espermatica incrementd progresivamente y el
maximo registro se presentd en septiembre. Varios estudios en salmo-
nidos concuerdan con este resultado en Oncorhynchus mykiss (Wal-
baum, 1792) (Aral et al., 2005; Sahin et al., 2014; Bustamante-Gonza-
lez et al., 2016a), Salmo trutta caspius (Kessler, 1877) (Hajirezaee et al.,
2010) y Salvelinus namaycush (Walbaum, 1792) (Johnson et al., 2013),
pero es contrario en ciprinidos como Schizothorax richardsonii (Gray,
1832) (Agarwal & Raghuvanshi, 2009), Barbus barbus (Linnaeus, 1758)
(Alavi et al., 2008b) y Tinca tinca (Linnaeus, 1758) (Zuromska, 1981),
asi como esparidos: Sparus aurata (Linnaeus, 1758) y mordnidos como:
Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) (Kara & Labed, 1994), lo cual
demuestra que la concentracion espermatica y el volumen de semen
tienen una relacién especifica.

De acuerdo con Rurangwa et al. (2004), Bradshaw y Holpsafel
(2007), Bobe y Labbé (2010), Hajirezaee et al. (2010), Aragon-Flores
et al. (2014) y Bustamante-Gonzalez et al. (2016a) las diferencias en

Tabla 3. Analisis de frecuencias de acuerdo al color y consistencia del semen en Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792), durante la temporada

reproductiva.
Frecuencia relativa (%)

Color Consistencia

Agosto Sept. Oct. Nov. Dic. Enero Feb.
Transparente Acuosa 017
Grisaceo Acuosa 0.12
Grisaceo Lechosa 0.10
Blanco Acuosa 0.10 0.28 0.24 0.68 0.41 0.33
Blanco Lechosa 0.82 0.70 0.72 0.68 0.32 0.41 0.50
Blanco Cremosa 0.13 0.10 0.08 0.06
Amarillento Lechosa 0.05
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Tabla 4. Andlisis de correlacion multiple entre las variables peso, longitud total, longitud patrdn, altura y grosor, con las variables volumen de semen
y concentracion espermatica (mL™") en Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792), durante la temporada reproductiva.

Variables Agosto Sept. Oct. Nov. Dic. Enero Feb.
r r r r r r r

Peso (kg)-Volumen de semen (mL) 0.1079  -0.0165 -0.1345 0.1697 0.3184 0.3471  0.1441
Peso (kg)-Concentracién espermatica (mL™) -0.0003 -0.239 -0.201 -0.1958 0.1373 0.153 0.2948
Longitud total (cm)-Volumen de semen (mL) 0.1134 0.0897 0.0749 0.301 0.2088 0.3339  0.3444
Longitud total (cm)-Concentracion espermatica (mL) 0.1549 -0.3003  -0.2887 -0.3181 -0.1237  -0.0706  0.0981
Longitud patrén (cm)-Volumen de semen (mL) 0.0371 0.0396 0.1150 0.3009 0.2761 0.3318  0.3381
Longitud patrdn (cm)-Concentracion espermatica (mL") 0.0846  -0.2979 -0.2757  -0.3538 -0.0854 0.0471  0.1380
Altura (cm)-Volumen de semen (mL) 0.1883 0.1052  -0.1435 0.1929 0.2947 0.5004* -0.0043
Altura (cm)-Concentracion espermatica (mL™) 0.0035 -0.2049  -0.1452  -0.1399 0.0975 0.1038  0.4425
Grosor (cm)-Volumen de semen (mL) -0.1084 0.0092 -0.1836 0.3136 0.1541 0.2407 -0.0097
Grosor (cm)-Concentracion espermatica (mL™) -0.1533 -0.2033  -0.1792  -0.1343 0.0094 0.0022  0.2538
Volumen de semen (mL)- Concentracion espermatica (mL™) 0.4535* -0.2783 0.3035 0.041 0.5158* 0.4186  0.5837*

*Indica diferencias significativas (p <0.05).

el volumen de semen y concentracion espermatica pueden atribuirse a
la especie, temporada reproductiva, alimentacion, edad, origen genéti-
co, métodos de recolecta y estimulos ambientales como temperatura y
fotoperiodo, donde estos ultimos, que dependen de la latitud, altitud y
estacion del afio, resultan relevantes para la reproduccion. Lo anterior,
explica las diferencias entre los resultados de la presente investigacion
y los reportes previos de Biiyiikhatipoglu y Holtz (1984), Munkittrick
y Moccia (1987), Aral et al. (2005), Sahin et al. (2014) y Bustamante-
Gonzalez et al. (2016a).

La movilidad de los espermatozoides en peces de fertilizacion ex-
terna se adquiere al iniciar el contacto con un medio acuoso, en donde
responden a condiciones fisicoquimicas, como cambios en la presion
osmoética, temperatura y pH, las cuales se pierden pocos segundos des-
pués (Alavi & Cosson, 2005, 2006; Bustamante-Gonzalez et al., 2016bh).

El pH cumple un papel relevante en la activacion de la movilidad
espermatica, Alavi y Cosson (2005) mencionan que el pH del plasma
seminal se encuentra usualmente entre 7.5y 8.5; de la misma forma,
Billard (1986) y Gatti et al. (1990) reportan que el pH interno de los
espermatozoides es de aproximadamente una unidad por debajo del
externo. El pH externo influye en la concentracion de protones intra-
celulares, los cuales afectan el potencial de membrana y la movilidad
(Boitano & Omoto, 1992). Lahnsteiner et al. (1998) sefialan que el pH
para la movilidad 6ptima de los espermatozoides en trucha arcoiris es
de 8.0 a 8.2; sin embargo, se ha reportado que la frecuencia del batido
flagelar de los espermatozoides de trucha depende del pH de la solu-
cion activadora (Billard & Cosson, 1989).

Al respecto, hay registros de movilidad superior al minuto con un
pH < 8.0. En el presente estudio el pH promedio fue de 8.07 + 0.31,
con movilidad entre 24.22 y 127 s, similar a lo obtenido con trucha
arcoiris por Secer et al. (2004), Rurangwa et al. (2004), Dietrich et al.
(2005), Bozkurt (2006), Aral et al. (2007), Cosson (2008) y Nynca et al.

(2012) al utilizar agua como solucion activadora. Lo anterior demues-
tra que el volumen, concentracion espermatica, pH y movilidad son
parametros que definen la calidad de semen y pueden ser utilizados
como indicadores de la capacidad fecundante (Rurangwa et al., 2004;
Cosson, 2008; Bobe & Labbé, 2010; Hajirezaee et al., 2010), la cual
varia de acuerdo con la especie, organismos y temporada reproductiva
(Bliylikhatipoglu & Holtz, 1984; Munkittrick & Moccica, 1987; Aral et al.,
2005; Sahin et al., 2014; Alavi et al., 2008b; Agarwal & Raghuvanshi,
2009; Ramirez-Merlano et al., 2011; Johnson et al., 2013; Bustamante-
Gonzalez et al., 2016a).

El estudio demostrd que al entrar en el periodo reproductivo la
energia procedente del alimento se destina a asegurar la reproduc-
cion, por lo que el crecimiento se ralentiza; sin embargo, la calidad del
semen no se ve afectada y varia durante la temporada reproductiva.
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RESUMEN

Antecedentes. La funcion principal de los diluyentes o soluciones extensoras es conservar la viabilidad y mantener
inactiva la movilidad espermatica el mayor tiempo posible para, posteriormente, permitir al espermatozoide llegar al mi-
cropilo y fecundarlo. En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) la elaboracion de estos diluyentes ha logrado avances
importantes al establecer protocolos de control y manejo de gametos, los cuales difieren mucho en su composicion. No
obstante, no ha quedado establecido cual es el mecanismo de accion del pH sobre la movilidad espermatica ni su efecto
en la elaboracion de estas soluciones. Objetivos. Evaluar el efecto del pH de cinco soluciones extensoras a 5 °C sobre la
movilidad espermatica de trucha arcoiris durante la activacion de espermatozoides. Métodos. Se recolectaron muestras
de semen de 96 machos y se probaron 3 soluciones extensoras de composicion simple (306, 512 y Mounib) y dos de com-
posicion compleja (Erdahl & Graham y Hanks), con diferentes pH (7, 7.2, 7.4,7.6,7.8, 8.0 y 8.2), asi como tres soluciones
activadoras (DIA 532, suero salino fisioldgico y agua de estanque). Resultados. Los extensores presentaron una alta capa-
cidad de amortiguamiento porque fueron esterilizados. Los mayores porcentajes de activacion de movilidad se obtuvieron
con DIA 532. Las soluciones extensoras 306, 512 y Hanks mostraron una relacion positiva entre el pH y el porcentaje de
movilidad. Las soluciones de Erdahl & Graham y Mounib no permitieron la activacion del movimiento de espermatozoides
sin importar el pH. Conclusiones. Con las soluciones 306, 512 y Hanks se encontrd una relacion positiva entre el pH y el
porcentaje de movilidad de espermatozoides de trucha y un efecto inverso con la solucion de activacion DIA 532.

Palabras clave: espermatozoides, movilidad, pH, soluciones extensoras, trucha arcoiris

ABSTRACT

Background. The main function of extender solutions for trout semen is to preserve viability while keeping the sperm
motility inactivated. The longer the sperm remain viable and inactivated the better, so that later they can be intentionally
activated when the sperm must travel to reach the egg micropyle for fertilization. In rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
considerable advances have been made concerning the production of sperm extenders, quality control protocols, and
the handling of gametes. However, the protocols for using an extender can differ considerably, especially regarding the
extender composition. Additionally, the precise impact of pH on sperm motility, and its effect in the design and selection
of a sperm extender remain unclear. Goals. The aim of this study was to determine the effect of pH on rainbow trout
sperm motility and activation during storage at 5 °C and using 5 different extenders. Methods. Three simple composition
sperm extenders (306, 512, and Mounib) and two complex composition sperm extenders (Erdahl & Graham, and Hank’s)
were tested at different pHs (7,7.2,7.4,7.6,7.8, 8.0, and 8.2), as well as 3 activation solutions (DIA 532, saline solution,
and pond water). Results. The extenders showed a high buffer capacity. The highest percentages of motility were ob-
tained with DIA 532. Extenders 306, 512, and Hanks exhibited a positive relationship between pH and % motility. Erdahl
& Graham and Mounib extender did not induce motility in rainbow trout sperm at different pHs. Conclusions. A positive
relationship was found between the pH and motility of trout sperm, as well as a negative effect regarding the activation
solution DIA 532 with the 306, 512, and Hanks extenders.

Keywords: extender solutions, motility, pH, rainbow trout, sperm
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INTRODUCCION

Los procesos de conservacion en espermatozoides de peces han sido
ampliamente estudiados, lo que ha permitido avances importantes en
el manejo y control de gametos. No obstante, los protocolos de pre-
servacion que se reportan difieren en cuanto a la composicion de los
diluyentes o extensores, que son formulados para simular la composi-
cion y osmolaridad del plasma seminal, con el objetivo de no activar la
movilidad. Esta variable es utilizada ampliamente para estimar la cali-
dad espermatica, ya que le permite al espermatozoide llegar y entrar
al micropilo para su fecundacion (Fauvel et al., 2010; Hajirezaee et al.,
2010). La funcion principal de estos extensores es mantener la viabi-
lidad celular y la inmovilidad espermatica el mayor tiempo posible, asi
como permitir la activacion de las células cuando sea necesario para
la optimizacion del semen en los procesos de conservacion y fecunda-
cion (Medina-Robles et al., 2005; Valdebenito et al., 2009). Los factores
que activan el movimiento de los espermatozoides, como composicion
iénica, osmolaridad y pH han sido objeto de diversos estudios (Alavi &
Cosson, 2005; Alavi & Cosson, 2006; Garzon et al., 2008; Takei et al.,
2012); éstos determinan que el movimiento se genera principalmente
por el intercambio idnico de K*, Na* y Ca** (Dziewulska & Domagala,
2013; Rosengrave et al., 2008; Tabares et al., 2005; Takei et al., 2012;
Valdebenito et al., 2009), y por la osmolaridad de la solucién (Dzyuba et
al., 2013; Hu et al., 2009; Morisawa et al., 1983; Tabares et al., 2005),
de manera que dejan en segundo término el efecto del pH.

Estudios mas recientes demuestran que los espermatozoides de
peces se activan en soluciones extensoras con pH desde 5.5 hasta 10.5
(Coson 2004; Ciereszko et al., 2010; Dziewulska & Domagala, 2013),
y el valor dptimo para la fertilizacion es entre 8.5y 10 (Le et al., 2010;
Le etal., 2016; Magnotti et al., 2018). Sanches et al. (2015) observaron
que el pH no sdlo puede afectar la movilidad de los espermatozoides,
sino también la tasa de fertilizacion, la tasa de eclosion y el desarrollo
larval. Woolsey e Ingermann (2003) observaron que, los espermatozoi-
des de salménidos preincubados con valores de pH extracelular meno-
res a 7.4 no tienen movimiento tras la activacion con agua, mientras
que los espermatozoides mantenidos por encima de pH 8.0 muestran
actividad alta. Para la trucha arcoiris, Cosson (2004) menciona que un
pH alcalino mejora la movilidad.

Aguilar-Juarez (2010) evaluo el efecto del pH (5 a 10) en la activa-
cion de espermatozoides de la trucha de San Pedro Martir, Oncorhyn-
chus mykiss nelsoni (Everman, 1908), utilizando HCI o NaOH para pH
acido o alcalino, respectivamente, y amortigu6 con Tris-HEPES como
par acido-base en los pH medios. Encontrd que el pH dptimo para in-
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activar los espermatozoides fue de 7, ajustado con Tris-HEPES, ya que
fue donde se presento la mayor movilidad al ser reactivados con agua.
Debido a que no ha quedado clara la influencia del pH sobre la activa-
cién espermatica en peces, en el presente estudio se evaluo el efecto
del pH de cinco soluciones extensoras sobre la movilidad espermatica
en semen de trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) y
el efecto de la activacion con tres soluciones activadoras.

METODOS

Recoleccion de muestras de semen. Las muestras fueron recolec-
tadas en dos granjas acuicolas: Tatakany, ubicada en el municipio de
Santa Ana Jilotzingo, y La Cafiada, en el municipio de Huixquilucan,
ambas en el Estado de México, México. Se revisaron machos de tru-
cha arcoiris (n = 94) sexualmente maduros con peso promedio de
1806 + 43.2 g y longitud 51.4 = 5.5 cm para la granja Tatakany y
de 1221.76 + 328.18 g y 47.6 + 5.9 cm para la granja La Cafada. Las
muestras fueron obtenidas por masaje abdominal sin anestesia; antes
de recolectar la muestra se retiré la orina por masaje abdominal y el
exceso de agua del poro genital para evitar la contaminacion y activa-
cién. Las muestras se colocaron en recipientes de plastico con tapa,
se transportaron al laboratorio en hieleras con temperatura de 4 °C y
fueron almacenadas en refrigeracion a 5 °C por 24 h hasta su revision.
Para el estudio se utilizaron 43 muestras que cumplieron con los cri-
terios de inclusion: presentar movilidad y viabilidad superior al 90%, y
tiempo superior a los 30 segundos.

Evaluacion del semen. Para evaluar la movilidad de espermatozoides
en semen fresco se colocaron 10 pL de solucién activadora (Tabla 1)
sobre un portaobjetos, seguido de 1.0 pL de concentrado de semen
(3.02 x10°+ 2.94 x10° cels/mL) y se observd al microscopio a 100 y
400 aumentos. La viabilidad fue determinada por medio de un frotis
con tincion de eosina-nigrosina, de acuerdo con lo que refieren Peralta-
Martinez et al. (2018).

Concentracion espermatica. La concentracion de esperma se cuanti-
fico utilizando una camara Neubauer con doble conteo a una dilucion de
(1:1000 pL) semen y diluyente, respectivamente, para cada una de las
muestras (Aguilar-Judrez, 2010). El nimero total de células presentes
en un mL se calculd de acuerdo con Peralta-Martinez et al. (2018).

Volumen de muestra. Para el seguimiento del efecto de pH, se realizé
un pool para obtener un volumen de 6 mL de semen por tratamiento
(pH) y solucion extensora.

Tabla 1. Diluyentes utilizados para evaluar el efecto del pH sobre la movilidad en espermatozoides de trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss

(Walbaum, 1792).

Nombre Composicion idnica

Solucion 306 (modificada de Cosson, 1999)
Solucién 512 (modificada de Cosson, 1999)
Erdahl & Graham (1980)

NaCl 136.9 mM, CaCl, 2H,0 1.09 mM y Tris 30 mM, 306 mOsmol/kg
NaCl 228 mM, CaCl, 2H,0 1.81 mMy Tris 50 mM, 512 mOsmol/kg
CaCl,-2H,0 0.7 mM, MgCl,-6H,0 1.08 mM, Na,HPO, 1.49 mM, KCI 34.30 mM, ac. citrico 0.52 mM,

glucosa 55.5 mM, KOH 226 mM, bicina 324 mM, 333 mOsmol/kg

Mounib (1978)
Hanks (1975)

Sacarosa 125 mM, glutation reducido 6.5 mM, KHCO,100 mM. 200 mOsmol/Kg
NaCl 136.9mM, KCI 5.4 mM, CaCl,2H,0 1.09 mM, Na,HPO, 0.423 mM, KH,PO, 0.44 mM, MgSO,

0.81mM, NaHCO, 1.16 mMy glucosa 55 mM, 300 mOsmol/kg

Hidrobiol6gica



Movilidad espermatica y pH de extensores

Capacidad amortiguadora en soluciones extensoras. Para asegurar
que no se presentaran variaciones de pH durante del estudio y previo a
la incubacion del semen, se evalud la capacidad amortiguadora de las
cinco soluciones extensoras (Tabla 1) por un periodo de ocho dias en
soluciones esterilizadas y no estériles, y se monitored el pH diariamen-
te del primero al octavo dia de almacenamiento. Durante este periodo
todos los extensores se guardaron en refrigeracion a 5 °C y replicados
dos veces.

Soluciones extensoras y de activacion. Se prepararon 100 mL de
cada solucion extensora (Tabla 1): tres de composicion sencilla (306,
512 y Mounib 1978) y dos de composicion compleja (Erdahl & Graham
1980, y Hanks 1975), se ajustaronapH de 7,7.2,7.4,7.6,7.8,80y
8.2 con NaOH o HCl, y sdlo para la solucion de Hanks se ajusto con Na-
HCO, de acuerdo con lo expuesto por Hanks (1975), estos intervalos se
basaron en lo reportado como 6ptimo para la inactivacion del esperma
por varios autores (Alavi & Cosson, 2005; Ingermann et al., 2008; Cie-
reszko et al., 2010; Nynca et al., 2012; Dziewulska & Domagala, 2013;
Ogretmen et al., 2014; Inan & Ogretmen, 2015). Para la activacion de
espermatozoides después de ser diluidos en las cinco soluciones ex-
tensoras y a pH diferente, se prepararon 200 mL de solucion DIA 532y
200 mL de suero salino fisiologico (SSF) y se recolectaron 500 mL agua
de estanque (Tabla 2).

Efecto del pH de soluciones extensoras en esperma. Para evaluar el
efecto del pH de la solucion extensora sobre la movilidad, se tomaron
10 pL de semen concentrado y se mezclaron con 30 pL de solucion
extensora; posteriormente se colocaron 10 pL de esta dilucion sobre
un portaobjetos y se le agregaron 20 pL de solucion activadora. Se ob-
servo la movilidad en objetivo de 10 aumentos y objetivo ocular de 10
aumentos para un total de magnificacion de 100 aumentos. Todas las
muestras y experimentos se manejaron en un cuarto frio a temperatura
de 14 °C.

Analisis estadistico. Se realizd un andlisis de varianza de dos vias
(Ciereszko et al., 2015) con las variables independientes extensor con
pH diferente (Tabla 2) y soluciones activadoras (Tabla 1). Antes de rea-
lizar el analisis, los datos fueron transformados a la raiz cuadrada de
arcoseno (Babiak et al., 2001; Aguilar-Juarez, 2010). Para establecer
las diferencias estadisticas entre los diferentes pH, se realizé una prue-
ba de Tukey con a = 0.05 (Aguilar-Juarez 2006). Ademas se realiz6 un
analisis de correlacion lineal entre el pH y el porcentaje de movilidad
para establecer si hay dependencia.

RESULTADOS

Evaluacion del semen. La evaluacion de la calidad espermatica
en los 94 machos de trucha presenté una movilidad promedio del
78.93 + 26.28%, un tiempo promedio de movilidad del 36.36 + 5.71
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segundos, viabilidad del 79.23 + 13.31%, concentracion de 3.02 x 10°
+ 2.94 x 10° cel/mL con volumen promedio del 4.19 + 3.8 mL.

Capacidad amortiguadora en soluciones extensoras. No se encon-
traron diferencias significativas (p <0.05) entre las variaciones de pH
en la evaluacion de la capacidad amortiguadora de las cinco soluciones
extensoras (Fig. 1a). No obstante, cuando las soluciones de composi-
cion compleja (Erdahl & Graham y Hanks) no son esterilizadas, pre-
sentan una disminucion significativa de pH (7.99 a 3.98, y 7.66 a 5.82
respectivamente) desde el dia 1 y hasta el dia 8 (p <0.05) (Fig. 1b).

Soluciones de activacion. Las soluciones de activacion (DIA 532, SSF
y agua de estanque) activaron al 100% la movilidad en espermatozoi-
des frescos. No obstante, al diluir el semen en las soluciones extenso-
ras, la solucion DIA 532 alcanz6 un maximo de 52.6% de movilidad,
mientras que el agua de estanque presentd el menor porcentaje de
activacion con un maximo de 10% (Figs. 2a-c).

Efecto en el esperma del pH de soluciones extensoras. En la evalua-
cion del efecto del pH de la solucion 306 sobre el movimiento de células
espermaticas, se observd movilidad con todos los pH. La activacion
comenzd con un minimo de 33% de movilidad a pH 7 e incrementd
al 96% a pH 8.2. Se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes pH (p <0.05) y una correlacion positiva entre el pH y el por-
centaje de movilidad (R? = 0.85) (Fig. 3). La solucion que presento los
mejores porcentajes de activacion fue DIA 532, con el 48% a pH 7.2
(Fig. 2a).

En la solucién 512 no se observd movimiento de espermatozoides
apH7y7.2 Apartir de pH 7.4, y hasta pH 8.2, los espermatozoides
presentaron movilidad al diluirse en la solucion 512 con diferencias es-
tadisticas significativas (p <0.05) (Fig. 4). Se encontré una correlacion
positiva entre el pH y el porcentaje de movilidad (R* = 0.93). La solucion
DIA 532 activo el mayor porcentaje de células, con valores de 54, 53 y
51% con pH 7, 7.2 y 7.4, respectivamente, con diferencias estadisticas
significativas (p <0.05) (Fig. 2b).

La solucién de Hanks activé el movimiento de espermatozoides en
todos los pH, con porcentajes que van desde el 42 hasta el 70% con pH
de 7'y 7.8, respectivamente, pero no se encontraron diferencias esta-
disticas (p <0.05). Se encontrd una correlacion positiva media entre el
pH y el porcentaje de movilidad (R?>= 0.64). La solucion de activacion
DIA 532 es la que presentd los mayores porcentajes de activacion: 44,
51y 51.5% con pH 7, 7.2 y 7.4, respectivamente, (Fig. 2c).

La solucién de Erdahl y Graham no permitié el movimiento de los
espermatozoides con ningtin pH y el SSF fue el medio que mejor activd
la movilidad espermatica, con el 47% con pH 8 (Fig. 3a).

La solucién de Mounib no activd la movilidad con ningln pH vy el
mayor porcentaje de activacion se obtuvo con el SSF 18% (Fig. 3b).

Tabla 2. Soluciones activadoras utilizadas para la evaluacion de movilidad espermética de trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792).

Nombre Composicion

DIA 532 (Billard, 1977)
Suero salino fisiologico (SSF)

Agua del estanque de cultivo pH 7.6

NaCl 8.72 mM, glicina 49.45 mM, Tris 20 mM, pH 9 y 87.39 mOsmol/kg
NaCl 14.54 mM en 100 ml H,0 bidestilada, pH 6 y 29 mOsmol/kg
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Figuras 1a-b. Capacidad amortiguadora en las cinco soluciones extensoras esterilizadas (a) y no esterilizadas (b), almacenadas a 5 °C por un periodo de ocho dias.

DISCUSION

La capacidad amortiguadora de las soluciones extensoras no presentd
diferencias significativas durante los ocho dias de observacion; no obs-
tante, si las soluciones extensoras de Erdahl & Graham y Hanks no se
esterilizan previo a su uso, pueden acidificarse debido a la proliferacion
de bacterias que son enriquecidas por la glucosa, y esa acidificacion
no permitira la activacion espermatica, ademas de que causara dafos
en la célula. La forma disociada y altamente polar de los acidos hace
que atraviesen facilmente la membrana plasmatica de las células ani-
males; una vez dentro de la célula, el acido se disocia combinando el
pH intracelular e interviene en el transporte de aminoacidos, asi como
en la carga eléctrica de la célula, lo que produce un aumento en los
niveles de sodio y potasio. Este proceso aumenta la presion osmética,
eventualmente la membrana se rompe y la célula estalla (Alberts &
Bray, 2006; Jiménez & Merchant, 2003).

Liu et al. (2016) reportan que la acidificacion de la solucion ex-
tensora disminuye gradualmente la movilidad y el pH durante el al-
macenamiento a largo plazo en semen de cabra (Capra aegagrus s.e.
hircus Linnaeus, 1758) Chantzaropoulos et al. (2015), sefialan que la
exposicion de los espermatozoides a condiciones acidas antes de su
almacenamiento afecta la viabilidad y la movilidad durante la refrigera-
cion. El uso de glucosa en extensores es comun en técnicas de criopre-
servacion como un protector externo que nutre la membrana celular;
sin embargo, en procesos de conservacion a corto y mediano plazo, se
debe tener precaucion al utilizarlo, ya que, como lo mencionan Jian-
Hua et al. (2016), hay poca informacion sobre el impacto de los sustra-
tos energéticos en los espermatozoides durante el almacenamiento del
semen. De las tres soluciones activadoras que se probaron, DIA 532 es
la que presentd un mayor porcentaje de activacion (50%). Esto se debe
principalmente a su pH alcalino, que modifica la capacidad amortigua-
dora del semen. De acuerdo con Ingerman et al. (2002), el semen de
salmonidos posee una capacidad amortiguadora baja a pH altos y una
capacidad amortiguadora alta a pH bajos. En este caso, al diluir el se-
men en el extensor, se vio afectado su pH externo, y por consecuencia,

su capacidad amortiguadora, por lo que fue mas sensible al pH 9 de la
solucion DIA 532 y menos sensible a los pH del SSF (6) y del agua de
estanque (7.6). Por otro lado, la correlacion negativa que se observd
en la activacion de la movilidad con DIA 532 estuvo asociada al efecto
de activacion inducida por la solucion extensora; es decir, las células
que fueron activadas por la solucion extensora no pudieron activarse
nuevamente con la solucion DIA 532. Cuando los mecanismos de se-
fializacion intracelular en la fosforilacion del brazo externo de la dineina
ATPasa se activan, no es posible volverlos a activar, ya que los elemen-
tos involucrados se utilizaron en esta accion (Gregorio & Pardo, 2010).

La correlacion positiva encontrada entre el porcentaje de movi-
miento de células espermaticas y el pH de las soluciones 306, 512 y
Hanks, mostré un efecto del pH en la activacion de la movilidad. Wool-
sey e Ingerman (2004), mencionan que la dependencia entre movilidad
y pH esté relacionada con la sensibilidad de la dineina ATPasa al pH,
ya que la actividad de esta enzima fue 3.5 veces mayor a pH 7.6 en
comparacion con pH 7. Esta correlacion positiva entre la motilidad de
los espermatozoides y el valor de pH del semen durante el almacena-
miento también fue reportada por Liu et al. (2016).

Con la solucion de Erdahl y Graham no se observd el efecto del pH,
mientras que la mayor activacion de la movilidad se obtuvo con el SSF
(47%). De acuerdo con Aguilar-Juarez (2010), esta solucion fue la mas
adecuada para la inactivacion de espermatozoides de trucha Oncor-
hynchus mykiss nelsoni en procesos de preservacion a mediano plazo,
y el mayor porcentaje de movilidad espermatica lo obtuvo con DIA 532
(80%). De igual forma, en este estudio dicha solucion mantuvo inacti-
vos los espermatozoides, pero el porcentaje de activacion estuvo por
debajo de lo encontrado por Aguilar-Judrez (2010). En este trabajo, el
porcentaje de activacion bajo pudo deberse a la esterilizacion de la so-
lucion, en donde el &cido citrico, al igual que otros acidos carboxilicos,
cuando se calienta a mas de 175 °C, se descompone y produce CO, y
H,0, lo que elimina su accion sobre la fijacion de calcio en la membrana
de los espermatozoides que, junto con los iones de Na* y K*, mantienen
el equilibrio osmatico al favorecer la movilidad de los espermatozoides
(Cabrera et al., 2011).

Hidrobiol6gica
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Figuras 2a-c. Movilidad de espermatozoides de Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) en extensor 306 (a), 512 (b) y Hanks (c), con pH variables y activacion de
movilidad con tres soluciones activadoras, DIA 532, SSF y agua de estanque. Superindices diferentes indican diferencias significativas (p <0.05).
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Por otro lado, la solucion de Mounib ha sido utilizada por varios
autores para la criopreservacion espermatica en peces (Agarwal, 2011;
Legendre & Billard, 1980; Pullin, 1972). En este estudio esta solucion no
activo la movilidad a ningtin pH y la activacion con SSF alcanzo sélo un
19%, lo cual puede atribuirse a la alta concentracion de bicarbonato de
potasio (KHCO,) que contiene la solucion (100 mM KHCO,). Dziewulska
& Domagala (2013) mencionan que a concentraciones de 8 mM de
KCl hay nula movilidad; adicionalmente, encontraron una correlacion
negativa entre concentraciones del ion K™ y la movilidad. Por otro lado,
aun cuando esta solucién presenta una osmolaridad baja (200 mOsmol/
kg), necesaria para la activacion de esperma, esto no fue suficiente
para permitir la movilidad de las células. De acuerdo con Boderenko
(2014), la concentracion de algunos iones, asi como el pH, son criticos
en cualquier condicion osmética, por lo tanto, es importante realizar
mas estudios que correlacionen la concentracion iénica de los princi-
pales cationes que componen el fluido seminal con el pH de la solucion.

Por lo anterior, la elaboracion y uso de soluciones extensoras en
almacenamiento de esperma a corto, mediano o largo plazo deben

100
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presentar un equilibrio de concentracion de iones y pH. En las células
animales el pH interno se encuentra en un rango de 6.8 a 7.2; cuando
el semen se diluye en una solucion dentro de este rango, no hay hi-
perpolarizacion de la membrana celular, debido a que hay un equilibrio
en la concentracion de iones H*. Si el semen se diluye en soluciones
ligeramente por encima o por debajo del pH interno, la capacidad amor-
tiguadora de la célula aporta o libera iones H* para reducir o aumentar
el pH hasta llegar al equilibrio. Cuando esta capacidad amortiguadora
es rebasada por el incremento o disminucion de los iones H*, pueden
ocurrir dos cosas: una concentracion alta de iones H* no permite la
entrada de Na+*, Ca?* o Mg*?, por lo tanto, no hay un intercambio iénico y
consecuentemente no se da la hiperpolarizacion de la membrana. Una
baja concentracion de iones H* acelera la liberacion de éstos desde el
interior de la célula y, por consecuencia, la introduccion de Na*, Ca** o
Mg+2, con lo que ocurre el intercambio i6nico que genera la hiperpola-
rizacion de la membrana y consecuentemente la creacion de energia
para la activacion de los mecanismos que generan la movilidad del es-
permatozoide (Jiménez & Merchant, 2003; Lodish et al., 2006; Alberts
et al., 2006; Lopez & Segura, 2008).
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Adicionalmente, es importante considerar las caracteristicas indi-
viduales de cada especie, ya que la composicion del fluido seminal
puede diferir en la concentracion de sus componentes (Dziewulska et
al., 2008), de manera que el efecto de la solucién extensora o de alma-
cenamiento puede tener resultados variables.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que
con las soluciones 306, 512 y Hanks hay una relacion positiva entre
el pH y el porcentaje de movilidad en los espermatozoides de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), ya que al incrementarse el pH se in-
cremento la movilidad. En el caso de las soluciones de activacion, se
encontrd una correlacion negativa en la activacion con DIA 532 con
respecto al pH de la solucion de almacenamiento. En las soluciones
306, 512 y Hanks, a menor pH, mayor porcentaje de activacion.
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ABSTRACT

Background. Tropical mountain rivers are strategic sources of water for human development while biological communi-
ties are indicators of the status of these ecosystems. However, volcanic basins close to large urban areas are affected by
increasing human pressures that threaten the future of these ecosystems and their benefits to society. Goals. This paper
analyzes the evolution of the responses of the aquatic macroinvertebrate assemblages in the face of increasing pressures
in the Birris River basin, which is essential for providing food and energy for the Greater Metropolitan Area of Costa Rica.
The hypothesis that volcanic headwater communities are highly vulnerable to human impacts was tested. Methods.
Composition and structure of aquatic macroinvertebrate assemblages were assessed along main river channels over two
years. Results. The spatial variability of assemblages was related to organic pollution and the self-purification capacity of
the river. Temporal variability was mainly explained by the intra-annual climate variability (seasonality). Macroinvertebrate
assemblages were dominated by Chironomidae (Diptera), Simuliidae (Diptera), and Baetidae (Ephemeroptera) throughout
the year. High flows during the rainy season (May to December) reduced density while diversity peaked at the end of that
season. Ephemeroptera and Trichoptera reached their maximum abundance during the dry season, while Diptera showed
maximum richness at the end of the rainy season. Gonclusions. Biological communities showed spatial and temporal
adaptations to the main environmental stresses, including high levels of organic pollution. However, the high slope of river
channels favors the self-purification processes, which offer an opportunity for the recovery of ecological integrity com-
bined with control of the organic discharges. More information is needed on taxonomy and autoecology of aquatic fauna
and flora in these fragile volcanic environments that are strategic for the protection of water resources in the tropics.

Keywords: benthos, resilience, self-purification, volcanic streams, water resources

RESUMEN

Antecedentes. Los rios de montafa tropicales son fuentes estratégicas de agua y sus comunidades biol6gicas son indi-
cadoras sensibles de las alteraciones de estos ecosistemas. Las cuencas volcanicas cercanas a grandes urbes tropicales
experimentan presiones crecientes, que comprometen el futuro de estos ecosistemas y sus servicios a la sociedad.
Objetivos. Se estudid la cuenca del rio Birris, estratégica en la provision de alimentos y energia del Gran Area Metropo-
litana de Costa Rica, con el fin de analizar la respuesta de las comunidades acuaticas ante presiones crecientes, bajo
la hipétesis de que son muy vulnerables a la presion humana. Métodos. Se analizé la composicion y estructura de las
asociaciones de macroinvertebrados acuaticos a lo largo de los dos cauces principales durante dos afios. Resultados. La
variabilidad espacial de estas asociaciones se relacion6 con la contaminacion organica y la capacidad de autodepuracion
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del rio. La estacionalidad explico principalmente la variabilidad temporal. Chironomidae (Diptera), Simuliidae (Diptera) y
Baetidae (Ephemeroptera) fueron dominantes durante todo el afio. Las crecidas durante la temporada de lluvias originaron
una reduccion de la densidad, mientras que la diversidad aumento al final de este periodo. Ephemeroptera y Trichoptera
alcanzaron maxima abundancia durante la estacion seca, mientras que Diptera presentd un maximo de riqueza al final
de la temporada de lluvias. Gonclusiones. Las comunidades bioldgicas estan adaptadas espacial y temporalmente a
las principales presiones ambientales, especialmente las crecidas (falta de regulacion hidrolégica) y la contaminacion
organica. Asimismo, la elevada pendiente de los cauces favorece los procesos de autodepuracion, que constituyen una
oportunidad para la recuperacion de estos rios si se controlasen los vertidos organicos. Se necesita mas informacion
sobre taxonomia y autoecologia de la fauna y flora acuatica en estos fragiles ambientes volcanicos, estratégicos para la

proteccion del recurso hidrico en zonas tropicales.

Palabras clave: autodepuracion, bentos, recursos hidricos, resiliencia, rios volcanicos

INTRODUCTION

During recent decades, aquatic macroinvertebrates have been widely
used as indicators of impacts on freshwater ecosystems worldwide and
increasingly in Latin America (Armitage ef al., 1983; Hellawell, 1986;
Alba-Tercedor & Sanchez-Ortega, 1988; Rosenberg & Resh, 1993; Wei-
gel et al., 2002; Roldan, 2003; Juarez & Ibafez, 2003; Acosta et al.,
2009; Ferreira et al. 2011; Sanchez et al., 2012; Rios-Touma et al.,
2014; Ramirez & Gutiérrez-Fonseca, 2014a). Although several studies
have dealt with the ecology of aquatic macroinvertebrates in the Cen-
tral American streams, including Wolda and Flowers (1985), Flowers
and Pringle (1995), Astorga et al. (1997), Ramirez and Pringle (1998),
Paaby et al. (1998), Umaiia (1998), Boyero and Bosch (2002), Ramirez
et al. (2006), Stein et al. (2008), Vasquez et al. (2009), Chaves-Ulloa
et al. (2014), more research is needed to obtain the required level of
knowledge about ecology and taxonomy (Springer, 2008; Ramirez &
Gutiérrez-Fonseca, 2014a) to assess the effects of global change sce-
narios on freshwater ecosystems in the region.

One of the main drivers of aquatic communities is climate (Hynes,
1970). Many tropical areas are from moderately to highly seasonal with
respect to rainfall. Rainfall seasonality occurs both in short term cy-
cles, with strong events within the year and in long-termsones, such as
“El Nifio Southern Oscillation” (ENSO) phenomena. Macroinvertebrate
assemblages have adapted to such variations through natural history.
Some studies have shown that aquatic insects exhibit seasonal fluc-
tuations even in non-seasonal tropical areas (Wolda & Flowers, 1985).
These patterns are increasingly affected by the alteration of natural
flow regimes resulting from dams and hydropower production. Several
studies show the effects of hydropower production on Neotropical ri-
vers (Pringle et al., 2000), highlighting the importance of using multiple
measures of macroinvertebrate assemblage structure for assessing
this type of environmental impact (Chaves-Ulloa et al., 2014).

On the other hand, land use changes in mountain areas, such
as clearing of native vegetation, lead to changes in magnitude, fre-
quency, duration, and seasonality of flows, as well as increased se-
diment input to streams, which in turn change aquatic and riparian
habitats (Wohl, 2006; Mancilla et al., 2009). Cattle areas, especially
dairy-intensive farms, produce forceful impacts on mountain tropical
streams, with higher dissolved solids, lower dissolved oxygen and,
thus, pollution-tolerant aquatic communities (Giraldo ef al., 2014).
Understanding changes in tropical streams in response to land use
impacts is a priority for tropical ecosystems conservation and mana-
gement (Boyero et al., 2009).

However, there are few data regarding the composition and struc-
ture of aquatic communities in tropical volcanic highlands. In this study,
a two-year sampling effort led to the characterization of aquatic mac-
roinvertebrate assemblages in the Birris River Basin (Costa Rica), lo-
cated at the southern slope of the Irazt Volcano. The hypothesis that
volcanic headwater communities are highly vulnerable to human im-
pacts was tested, as volcanic ash generates highly permeable soils and,
thus, low baseflow stream discharge in these areas.

The main hypothesis is that volcanic headwater communities are
highly vulnerable to human impacts, so remaining taxa are resilient to
them. Thus, objectives of this research are: (1) test the ecological res-
ponses of macroinvertebrates assemblages under human pressure in
highland tropical headwaters; (2) evaluate the resilient responses of
macroinvertebrate assemblages to degradation and rehabilitation gra-
dients in these environments; and (3) analyze the recovery potential of
these ecosystems.

MATERIAL AND METHODS

Study area. The Birris River Basin is located in the highlands and
southern slopes of the Irazu Volcano, 3400 m.a.s.l., an active volcanic
cone located in the Central Volcanic Range of Costa Rica (Fig. 1). The
basin was selected as it is representative of the high-priority water
producing mountain headwaters in the tropics. This study is focused
on the two main streams, the Birris River, with a gradient of 2139 m
over its 15.4 km distance, and its tributary Pacayas Creek (or Quebrada
Pacayas) with a gradient of 1750 m along a distance of 11.2 km. Such
high gradients are the origin of high slope values in fluvial reaches ran-
ging from 7.7% to 11.1%. Annual rainfall averages 2300 mm caused
by cold polar fronts (October to January) and convective storms (May to
October) with a relatively dry season from January to May. During wet
season flash-floods occur, due to the combination of steep slopes and
heavy rainfall.

Nine sampling sites were located in this basin to assess the res-
ponses of aquatic communities to increasing human pressure balanced
with higher self-purification capacity. Two stations were located in the
less impaired Birris River and Quebrada Pacayas headwaters (B1 and
P1). The rest (B1’, B2, B3, B4, P2, P3, P4) were located in an increasing
pressure design (Fig. 1, Table 1). Sampling campaigns started in Fe-
bruary 2002 (15t dry season) and were repeated bimonthly until October
2003 (2" wet season), with a total of 11 campaigns. Upper reaches
(B1, P1) have fine silty and sandy substrates, because of the constant
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Figure 1. Spatial location of the studied area and sampling stations in the River Birris Basin (Costa Rica).

input of volcanic ash from previous eruptions (1963-1965). Forest cover
and riparian forest corridor decrease downstream in both the Paca-
yas and Birris streams (Table 1). Fieldwork evidence indicated that the
main sources of contaminants in the Birris River Basin were the intense
agricultural and cattle-raising activity as well as the discharge of hu-
man sewage. The substrate was characterized in the field following the
methodology proposed by Wolman (1954), consisting of 100 random
surveys in the channel.

For each sampling station, the hydrologic drainage basin was de-
termined using ArcSwat software. Relevant parameters, such as the
percentage of land cover types (forest, pasture, crops, volcanic ash, and
urban), upstream population, and cattle density were calculated using
ArcView GIS for each sub-basin.

Macroinvertebrate sampling. Benthic macroinvertebrates were
collected by aggregating two samples: river bed SURBER sampling

Table 1. Substrate, habitat and land use characterization for the sampling stations in the Birris River(Costa Rica).

Rio Birris Quebrada Pacayas

PARAMETER Units B1 B1’ B2 B3 B4 P1 P2 P3 P4
Elevation m 2940 2860 2050 1630 1255 2400 1710 1595 1255
Slope % 23 1 20 8 8 20 1 11 11
Distance to source km 1.7 2.8 7.4 101 15.4 2.5 47 7.6 1.2
Sub-basin area ha 196 368 1232 1930 2823 164 378 628 1975
Fine % 85 85 25 22 10 48 29 19 14
Gravel % 3 3 26 39 37 10 18 8 20
Cobble % 1 1 13 19 34 31 22 19 31
Boulder % 11 11 36 20 19 11 31 54 35
Popul. dens. inh/km? 9 10 47 73 98 64 94 244 251
Cattle density heads/km? 0 73 74 66 76 54 47 71 108
Forest cover % 94.06 80.09 49.80 42.76 38.85 29.30 28.44 24.92 15.93
Pasture cover % 3.58 16.55 31.31 31.68 32.20 56.54 48.25 42.75 39.84
Crop cover % 0.00 2.10 18.43 25.01 27.85 13.92 22.38 28.19 40.17
Urban cover % 0.00 0.00 0.08 0.31 0.94 0.24 0.94 414 4.06
Volcanic ash % 2.36 1.26 0.37 0.24 0.16 0.00 0.00 0.00 0.00
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Figure 2. Composition of the Birris River (Costa Rica) macroinvertebrate assemblages at family level. undet. = undetermined.

(1-square foot sampling area, three samples per station and campaign)
and multi-habitat sampling (15 minutes of total collecting time, using
a hand-net). Ethylic alcohol (70%) was used for preservation. Benthic
invertebrate samples were sorted in the laboratory and identified, when
possible, to the genus level using taxonomic keys for Neotropical (Rol-
dan, 1988) and Costa Rican fauna (Spinger et al., 2010). As required by
Costa Rican law, samples were deposited at the Zoological Museum of
the University of Costa Rica. Taxa were assigned to functional groups:
shredders, scrapers, collector-gatherers, collector-filterers, and preda-
tors-parasites (Merritt & Cummins, 1996; Ramirez & Pringle, 1998; Ra-
mirez & Gutiérrez-Fonseca, 2014b). SURBER data were used for quan-
titative indexes and density was shown as individuals per square meter.
Shannon’s diversity (H’), richness, and percentages of indicator taxa
(Ephemeroptera and Trichoptera, summarizing the EPT (Ephemeropte-
ra-Plecoptera-Tricopthera parameter), since there were no Plecoptera)
were calculated based on the total of sampled individuals (SURBER +
multi-habitat samples). Along with invertebrate sampling, water quality
(pH, temperature, dissolved oxygen, biological oxygen demand-BOD,
and fecal coliforms), and quantity (flow discharge) were also measu-
red. Analyses were done in the National Water Laboratory (AyA Costa
Rica) following the “Standard Methods for Examination of Water & Was-
tewater” by the APHA, AWWA, and WPCF (1975).

Statistical analysis. Non-parametric tests were chosen to deal with a
wide range of variables, scales, and units, since these could affect the
normality of the selected variables. Two MDS analyses were conducted
in order to characterize the responses of macroinvertebrate communi-
ties to spatial and temporal gradients. For this purpose, a global matrix
was built integrating the above-mentioned climatic, land use, physi-
cochemical, biotic, and geomorphological variables for the sampling
stations over the studied period. The spatial matrix included values for
each sampling station of the available non-redundant variables, while a
temporal matrix with campaign-data was used for the temporal analy-
sis. Statistical analyses were carried out using the commercial software
package Statgraphics (Statistical Graphics Corp.).

RESULTS

Physicochemical water properties. Physicochemical water characte-
ristics changed along basin gradients as shown in Table 2. Statios B1’
was affected by dairy-farm waste waters, while P3 showed the aggre-
gated impacts of agricultural diffuse pollution and untreated sewage
discharge from the town of Pacayas. Water temperature ranged from
10to 21 °C along the spatial gradient. Organically polluted sites showed
peaks of fecal coliforms, phosphates, BOD, and COD, especially B1’,
located in the headwaters of the Birris River among dairy farms. Both
streams had better values in downstream stations B2 and P4, via self-
purification and dilution processes.

Composition and structure of the macroinvertebrate assemblages.
A total of 368 samples were taken and sorted, with 66,182 individuals
identified up to a family or genus level (Table 3). These individuals were
classified into 16 orders, 50 families, and 77 genera, similar to other
studies in Central American streams (Lorion & Kennedy, 2009; Kohl-
mann et al., 2015). Global composition was dominated by Diptera (72%
of all individuals), mainly Chironomidae and Simuliidae, and, secondly,
by Ephemeroptera (mainly Baetidae) (17%) (Fig. 2). Glossosomatidae
(Trichoptera) and Oligochaeta accounted respectively for 3% and 4%,
while the rest of the taxa made up 4% of the population, in decreasing
order of weight: Amphipoda, Gastropoda, Coleoptera, Hemiptera, Coll-
embola, Hydrachnidia, Lepidoptera, Odonata, Hirudinea, Megaloptera,
Mollusca, and Tricladida. Some individuals belonging to the Diptera and
Coleoptera orders could not be identified for lack of detailed regional
taxonomy. The unidentified individuals were classified morphologically,
accounting for 23 different Coleoptera morphotaxa, 3 Diptera Psychodi-
dae morphotaxa, 8 Diptera Tipulidae morphotaxa, and 41 Diptera mor-
photaxa belonging to families that could not be identified. Additionally,
two Diptera Dixidae taxa were collected, one identified as Dixella and
the other one classified as undetermined (cf. Meringodixa), in the upper
station of the Birris River (B1), at 2940 m.a.s.l. very close to the Irazl
volcano crater.
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Three families accounted for 84% of the population. The highest
abundance was recorded for the Chironomidae (34%), Simuliidae
(33%), and Baetidae (17%) families (Fig. 2). At a genus level, Simulium
represented 33% of the population, whereas Camelobaetidius, Baeto-
des, and Fallceon (Ephemeroptera, Baetidae) accounted for 6%, 6%,
and 4% of the population, respectively. Glossosomatidae (Trichoptera)
represented 3%. The rest of the population included an undetermined
Oligochaeta (4%) and less than 2% belonging to other taxa. None of the
analyzed samples had individuals belonging to the Plecoptera order.

Spatial gradients and responses. The composition of macroinver-
tebrate assemblages varied along the spatial gradient (Fig. 3). Dip-
tera dominated throughout the entire basin, especially in organically
polluted reaches, such as the P3 (sewage) and B1’ (cattle) stations.
Trichoptera were more abundant in clean headwaters such as P1 and
B1, while Ephemeroptera dominated at stations P1, P2, and P4. The
functional structure varied also at the spatial scale. Shredders were
more abundant in forested clean headwaters, being almost absent at
the remaining sites. Collector gatherers were dominant at impacted
sites, whereas collector filterers increased in re-oxygenated reaches
after self-purification processes.

Organically polluted reaches showed the minimum values for EPT%.
However, EPT values tended to increase as self-depuration processes
operated downstream. Chironomidae frequency varied oppositely to EPT
patterns of variation (Fig. 3). Differences among stations (Kruskal-Wallis
median test) showed that they were significant for EPT average frequen-
cies (p < 0.0001), and Chironomidae frequencies (p <0.0001).

Analyzed data show that density tended to increase downstream in
both channels. Stations affected by organic pollution (B1’ and P3) had
higher densities than less-affected sites nearby (B1, P2). Differences in
density were statistically significant among sites (Kruskal-Wallis Test, p
=0.04). Integrity of aquatic communities was evaluated using the ratio
between EPT and Diptera+Oligochaeta frequencies, showing a minimum
at the polluted sites, and recovering downstream from these sites, pos-
sibly by self-depuration (p <0.0001) (Fig. 3). Spatial trends in diversity
and richness were also analyzed. The analysis showed that organically
polluted reaches had lower diversity and richness values than the rest.
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Diversity (p <0.0001) and richness (p =0.04) were significantly di-
fferent between sites in accordance with physicochemical values (Fig.
3). EPT taxa richness decreased in organically polluted sites (B1’ and
P3), where Diptera richness was medium. Reaches such as P2 (relati-
vely clean waters) and B4 (self-depurated waters) showed higher va-
lues for EPT diversity. Diptera showed higher diversity in clean Birris
River headwaters (B1) at the highest elevation for the basin. Differences
amongst sites were significant according to Kruskal-Wallis test for EPT
richness (p <0.0001) but not for Diptera richness (p =0.31) (Fig. 3).

The spatial MDS identified four main dimensions. The first one was
linked to organic pollution contrasting less impaired sites (structure and
diversity in positive coordinates) and organically polluted ones (negative
coordinates). The latter represents the self-depuration gradient from
impacted sites (positive coordinates) to regenerated reaches (negative
coordinates) through re-oxygenation and motion (waterfalls, high gra-
dient reaches, and others). Figure 4 shows the plot of the sampling sta-
tions in the two main dimensions identified in the spatial MDS analysis.

An exploratory PCA analysis was carried out, taking into account
the recommendations by Box and Andersen (1955) regarding non-li-
nearity. This analysis estimated that the first and second axes accoun-
ted for 59% of total variance (71% if a third dimension was included).

Temporal gradients and responses. The highest EPT abundance was
detected during the dry season, with minimum frequencies of Chiro-
nomidae (Fig. 5). Data show that density increased in the dry season
(February-April), with statistical differences recorded between months
(Kruskal-Wallis Test, p <0.0001).

The ratio EPT/ Diptera+Oligochaeta varied following the same
pattern, but differences between months were not significant at 95%
(Kruskal-Wallis Test, p = 0.07). Diversity indexes at the family level rea-
ched their maximum values by the end of the rainy season (December).

The pattern of variation for diversity and richness indexes was sig-
nificant at 95% (p <0.0001). Maximum EPT and Diptera richness values
were achieved in the transition from wet to dry season. EPT variation
was not significant between months (p =0.22) whereas Diptera varia-
tion was (p <0.0001).

Table 2. Average physicochemical properties along the spatial gradient in the Birris River (Costa Rica). 2 BOD: biological oxygen demand (5 days, 20

°C), *COD: chemical oxygen demand.

Rio Birris Quebrada Pacayas

Parameter Units B1 B1’ B2 B3 B4 P1 P2 P3 P4
pH (0-14) 7.3 7.1 7.4 7.7 7.6 7.5 7.6 7.4 7.6
Temperature (°C) 10.0 10.6 15.7 18.3 21.1 12.4 16.5 18.0 20.5
Conductivity (mg L) 201 346 239 209 169 137 123 131 127
Dissolved oxygen (mg L) 71 5.6 7.4 7.5 7.3 7.5 7.5 7.4 7.6
BOD? (mg L) 1.5 36.1 2.9 1.4 1.5 1.6 1.1 5.7 2.3
cope (mg L) 14.2 158.5 19.0 15.7 15.3 27.8 14.0 33.7 25.7
Ammonia (mg L) 0.5 11.9 0.7 0.7 0.7 0.5 0.6 0.8 0.7
Fecal coliforms (mg L") 72 31156 3576 2790 17992 531 1330 39994 32340
Phosphates (mg L") 0.3 10.7 04 0.5 1.5 0.4 0.4 0.8 0.6
Nitrates (mg L) 3.2 6.3 3.0 10.4 5.3 6.8 49 6.1 6.5
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The temporal MDS analysis identified another four main dimen-
sions. The first was related to the gradient between dry and wet sea-
sons. The second dimension was related to the difference between the
two sampled years, 2002 and 2003. The former year had higher rainfall
values than the latter, which showed an abnormal dry period between
July and August. Figure 6 shows the plot of the sampling stations in the
two main dimensions identified in the temporal MDS analysis.

DISCUSSION

Land use and macroinvertebrate assemblages. The Birris River Ba-
sin is highly affected by its headwaters, as are many other volcanic
basins in the tropics. At the top of the basin, organic waste from dairy
farms affects small headwater streams and this impact is amplified
because of its natural low baseflow discharge, which results in high
vulnerability. Pressure from human and cattle-raising activity increases
downstream, affecting medium and low reaches. Lower reaches reco-
ver quicker than headwaters from organic effluents because of their
higher flows and gradient, which allow water self-purification at nu-
merous steps, i.e., rapids, riffles, and waterfalls as reported by Ramirez
and Pringle (2001). More tolerant taxa dominate in impaired reaches
(Prygiel et al., 1999; Del Rosario et al., 2002), whereas more sensiti-
ve ones occur in headwaters and self-purified reaches. We note that
Plecoptera are absent, even in the less affected sites in headwaters,
despite the fact that this order is present in other reference sites in the
Reventazon Basin (Astorga et al., 1997).

Assemblages in organically polluted sites were dominated by co-
llectors such as Chironomidae and Oligochaeta (tolerant taxa, as found
by Prygiel et al., 1999; Del Rosario et al., 2002; Figueroa et al., 2003;
Cordova et al., 2009; Ruiz-Picos et al. 2016), with less non-tolerant
taxa such as Ephemeroptera and Trichoptera (Resh, 1993; Chang et al.,
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2014). Dominance of tolerant taxa led to low diversity and EPT richness
in these sites. However, the slope of river channels and the abundance
of steps and cascades allow quick self-purification of water downs-
tream of organically polluted sites. Consequently, Ephemeroptera and
Trichoptera abundance recovered shortly after impaired sites, as repor-
ted by Astorga et al. (1997) for the Reventazon River Basin, in which the
Birris Basin is included. Macroinvertebrates taxa display adaptations for
high resilience and resistance, as do other communities in the tropics
(Longo et al., 2010).

Spatial and temporal responses. The spatial variability of the assem-
blages is determined by natural gradients, mainly elevation, from 2900
to 1200 m.a.s.l., as well as human impacts. The main dimensions of
spatial variability are pollution and self-purification. Most intolerant taxa
belonging to the Ephemeroptera and Trichoptera orders decreased in
density, frequency, and richness at the polluted sites. Tolerant taxa, such
as Chironomidae and Oligochaeta, followed opposite trends, prevailing
in the polluted sites. Oligochaeta tended to dominate at higher eleva-
tions and low-temperature polluted sites with fine substrates (sand and
silt derived from volcanic ash), while Diptera taxa dominated in medium
and lowland polluted sites. However, a single maximum of Diptera rich-
ness was found at the top of the volcano in clean headwaters, at 2940
m.a.s.l., where many undetermined Diptera taxa (i.e. one unidentified
genus of Dixidae) were collected. These results coincide with the con-
clusions of Chaverri-Sanchez and Borkent (2007), suggesting that fur-
ther collecting, especially at high elevations, will reveal further Dixidae
species, taking into account that 50% of the named Dixella species in
Costa Rica were collected at over 1200 m. Height and volcanic activi-
ty at the top of the Irazti cone lead to special ecological conditions in
headwaters and stream communities characterized by high sulphate/
metal pulses, cool temperatures, slow growth cycles, and acidic pH to
which singular macroinvertebrate taxa would be adapted.
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Figure 4. Plot of the location of the nine sampling stations in the first two dimensions of the MDS spatial variability analysis of Birris River (circles) and Pacayas Creek

(diamonds) (Costa Rica).
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Temporal variability is ruled by inter and intra annual climatic varia-
bility, which were identified as the main dimensions of temporal variabi-
lity. Annual diversity maximums were reached in the transition between
the rainy and dry seasons (December), as seen in other Neotropical
assemblages (Sanchez-Argiiello et al., 2010).

Rainfall, high flows and macroinvertebrates assemblages. Ma-
croinvertebrate density was reduced during rainy periods, as reported
by Rincon and Cressa (2000), increasing rapidly at the beginning of the
dry season and again in the short dry period between June and July.
Ramirez and Pringle (1998) observed hiomass peaks for Ephemeropte-
ra and Diptera in riffle habitats in the dry period (November-April). High
flows affected most Ephemeroptera and Trichoptera taxa, reducing their
richness, while Diptera richness increased at the end of the rainy sea-
son. Ramirez and Pringle (1998) found that high flows reduced abun-
dance affecting mainly collector-gatherers, predators, and shredders.
Filterers and scrapers, as Simuliidae (Diptera) are more adapted to high
flows, and thus, were not that affected in this study. In other seaso-
nal tropical streams with less stream power, Baetidae dominate during
the rainy season (Ribeiro & Uieda, 2005), thanks to their morphological
adaptations. Additionally, Boyero and Bosch (2004) found that the reco-
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lonization process in a Costa Rican stream on cobble substrates usually
takes less than 20 days and the most abundant families on recolonizing
stones are Simuliidae and Baetidae, being also the most abundant fa-
milies in drift samples (Boyero & Bosch, 2002).

Thus, we conclude that aquatic macroinvertebrate assemblages in
the Birris River Basin are adapted to shifting spatial and temporal con-
ditions that include unpredictable severe floods, steep channels, active
geomorphology, moderate to high organic pollution, self-purification
processes, and hydrological seasonality. Diversity generally decreased
when impacts were more severe, while tolerant taxa seemed to be fa-
vored by increased impacts.

The composition of aquatic macroinvertebrate assemblages in the
Birris River Basin is dominated by tolerant taxa, especially Chironomi-
dae, Simuliidae, and Baetidae, adapted to moderate organic pollution
and high stream power. However, composition varied spatially and tem-
porally, with a resilient response linked to self-purification processes.
Further taxonomic and ecological research should be undertaken to
study assemblages in higher volcanic reaches, dominated mainly by
Diptera and Coleoptera undetermined taxa, in order to elucidate the
taxonomy and functioning of these assemblages.

Table 3. Aquatic macroinvertebrate taxonomic inventory of the Birris River, Costa Rica (2002-2003).

Taxa (Order) Family Number (%) Taxa (Order) Family Number (%)

Acarina Undetermined 35 0.05  Ephemeroptera Baetidae 11109 16.79
Amphipoda Hyalellidae 645 0.97  Ephemeroptera Leptohyphidae 107 0.16
Coleoptera Curculionidae 4 0.01  Ephemeroptera Undetermined 5 0.01
Coleoptera Dryopidae 1 <0.01  Gastropoda Undetermined 249 0.38
Coleoptera Dytiscidae 12 0.02  Hemiptera Gelastocoridae 1 <0.01
Coleoptera Elmidae 6 0.01  Hemiptera Gerridae 37 0.06
Coleoptera Heteroceridae 1 <0.01  Hemiptera Undetermined 10 0.02
Coleoptera Hydrophilidae 1 <0.01  Hemiptera Veliidae 15 0.02
Coleoptera Lampyridae 4 0.01  Hirudinea Undetermined 2 0.00
Coleoptera Psephenidae 1 <0.01  Lepidoptera Pyralidae 23 0.03
Coleoptera Ptiliidae 1 <0.01  Lepidoptera Undetermined 3 <0.01
Coleoptera Ptilodactylidae 22 0.03  Megaloptera Corydalidae 1 <0.01
Coleoptera Undetermined 69 0.10  Mollusca Undetermined 1 <0.01
Collembola Undetermined 55 0.08  Odonata Calopterygidae 7 0.01
Diptera Ceratopogonidae 17 0.03  Odonata Coenagrionidae 1 <0.01
Diptera Chironomidae 22973 34.71  Odonata Libellulidae 6 0.01
Diptera Dixidae 23 0.03  Oligochaeta Undetermined 2664 4.03
Diptera Dolichopodidae 2 <0.01  Trichoptera Glossosomatidae 1774 2.68
Diptera Empididae 169 0.26  Trichoptera Hydrobiosidae 81 0.12
Diptera Muscidae 29 0.04  Trichoptera Hydropsychidae 689 1.04
Diptera Psychodidae 2276 3.44  Trichoptera Hydroptilidae 21 0.03
Diptera Simuliidae 21781 32,91  Trichoptera Lepidostomatidae 659 1.00
Diptera Syrphidae 5 0.01  Trichoptera Limnephilidae 2 <0.01
Diptera Tipulidae 376 0.57  Trichoptera Xiphocentronidae 16 0.02
Diptera Undetermined 190 0.29  Tricladida Undetermined 1 <0.01
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Figures 5a-h. Average values and standard deviation (February, 2002-October, 2003) for relevant variables of composition and diversity of macroinvertebrate assem-
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Figure 6. Plot of the location of the eleven field campaigns (2002-triangles; 2003-crosses) in the first two dimensions of the MDS temporal variability analysis of the

Birris River Basin (Costa Rica).

The structure of aquatic communities varied spatially, according
to environmental pressures, and temporally, responding to seasonali-
ty and inter-annual variations. Maximum diversity was reported at the
end of the rainy season (beginning of the dry season), when most taxa
showed mature larval development.

Special attention should be paid to the high vulnerability of head-
water courses in volcanic basins, with low base flows that amplify the
impacts of cattle and agriculture. Special management schemes should
be applied to protect and restore these headwaters, which are strategic
sources of freshwater for surrounding populations. Assemblages in me-
dium and lower reaches showed greater resilience, thanks to the higher
flows and gradients that triggered intense self-purification processes.
However, the impact of human settlements is still important in these
reaches, because of the lack of adequate sewage treatment facilities.

Further research should be focused on the taxonomy and ecology
of aquatic communities in highlands volcanic streams. Maintenance of
adequate ecological status in these streams is very important to ensure
the conservation of strategic freshwater resources in highly populated
tropical regions.
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ABSTRACT

Background. Most growth analyses of Yellowtail Snapper neglect consideration of model and parameter uncertainty.
Goals. In this paper, we explore model uncertainty using three models (von Bertalanffy, logistic, and Gompertz) as well
as the Akaike criterion for model selection. We also estimate growth parameters and its uncertainty using the maximum
likelihood estimation approach (under different assumptions of error variance) and Bayesian methods. Methods. Models
were fitted to length-at-age data from organisms caught in Anton Lizardo, Veracruz. Regarding the Bayesian methods, a
prior distribution for the asymptotic length was built based on data gathered from literature. We used Monte Carlo Markov
Chains (MCMC) methods to fit the logistic model. Results. The Akaike criterion results suggest that the logistic model
provided the best fit for the observed data (lowest AIC = 31.4). Parameter estimates included asymptotic length (L_=64.9
+ 5.43), growth rate (K = 0.49 + 0.07), and age at the curve inflection point (I = 3.28 + 0.42). Regarding the Bayesian
analysis, MCMC simulations suggest that the most probable value for the asymptotic length was 64.3 cm with an interval
of 95% probability (58.7,70.1). The most probable value for the growth rate was 0.48 with an interval of 95% probability
(0.42, 0.55). Last, the most probable value for the age at the curve inflection point was 1.7 years with a range of 95%
probability (1.31, 2.16). Gonclusions. The maximum likelihood estimation (MLE) and the Bayesian framework should be
considered basic statistical techniques in the evaluation of individual growth of the species of interest, as they provide
a robust analysis of available information of the species and the opportunity to incorporate such analysis to sustainable
management practices.

Keywords: Bayesian estimation, growth, likelihood, Ocyurus chrysurus, Veracruz

RESUMEN

Antecedentes. La mayoria de los andlisis de crecimiento hechos para rubia no toman en cuenta la incertidumbre del
modelo, ni de los parametros. Objetivos. Explorar la incertidumbre de los modelos usando tres modelos distintos (von Ber-
talanffy, logistico y Gompertz) y el criterio de Akaike. También estimar los parametros de crecimiento y su incertidumbre con
métodos de maxima verosimilitud (con tres supuestos para la variancia residual) y Bayesianos. Métodos. Los modelos se
ajustaron a datos de longitud por edad de organismos capturados en Antdn Lizardo, Veracruz. En cuanto a los métodos Ba-
yesianos, se construyd una distribucion a priori para la longitud asint6tica basada en informacion de la literatura. Se uso6 la
metodologia Cadenas de Markov de Monte Carlo (CMMC) para ajustar el modelo logistico. Resultados. Los resultados del
criterio de Akaike sugirieron que el modelo logistico fue el que mejor se ajusto a los datos observados. Las estimaciones de
los parametros fueron: Longitud asintotica (L_= 64.9 + 5.43), tasa de crecimiento (K= 0.49 = 0.07) y la edad para el punto
de inflexion (I = 3.28 = 0.42). En cuanto al andlisis Bayesiano, las simulaciones MCMC sugirieron que el valor mas probable
para la longitud asintética fue 64.3 cm con intervalo de 95% de probabilidad de (58.7, 70.1). El valor mas probable para
la tasa de crecimiento fue 0.48 con intervalo de probabilidad de 95% de (0.42, 0.55). Finalmente, el valor mas probable
para la edad en el punto de inflexion fue 1.7 afios con intervalo de 95% de probabilidad de (1.31, 2.16). Gonclusiones. Los
métodos de maxima verosimilitud y Bayesianos deben ser considerados como herramientas estadisticas basicas para la
evaluacion del crecimiento individual, debido a que proveen un andlisis robusto de la informacion disponible de la especie
y la oportunidad de incorporar dichos analisis a acciones de manejo para la explotacion sustentable del recurso.

Palabras clave: crecimiento, estimacion Bayesiana, Ocyurus chrysurus, Vleracruz, verosimilitud
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INTRODUCTION

Yellowtail Snapper (Ocyurus chrysurus (Bloch, 1791) is found in tropical
and subtropical waters from the western Atlantic Ocean, from Mas-
sachusetts USA to Brazil, including Bermuda, Gulf of Mexico, Antilles,
Bahamas, South Florida and the Caribbean (Allen, 1985). Larvae are
pelagic with broad dispersion (Riley et al., 1995); juveniles are mainly
associated to Turtle Grass Thalassia testudinium Banks ex Konig (Bor-
ton & Williams 1986), while adults form schools around coral reefs
(Manooch & Drennon, 1987). Commercial and recreational fisheries
developed around the coral reefs in South Florida (SEDAR, 2003; Mc
Clellan & Cummings, 1998). According to Allen (1985) and Heemstra
and Randall (1993), in the southeast Gulf of Mexico, Yellowtail Snapper
is caught together with fourteen species of grouper (Epinephelus sp.)
and fourteen species of snapper (Lutjanus sp.). In particular, in Vera-
cruz, Mexico, the artisanal fleet from Anton Lizardo catches Yellowtail
Snapper all year around. The main fishing ground is located within the
protected area “Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano” (PN-
SAV) (Fig. 1). The most common fishing gear used in the fishery is the
hook; however, long line, troll, gilinet, harpoon, and creek are also used
(Jiménez-Badillo et al., 20086). Similar to Florida, this is a multispecies
fishery and Yellowtail Snapper landings represent 5% of the total catch
from thirty-three species caught. Yellowtail Snapper catch ranks six-
th in abundance in the zone (Jiménez-Badillo & Castro-Gaspar, 2008).
This fishery is regulated through fishing permits issued by the Comi-
sion Nacional de la Pesca (CONAPESCA), with scientific advice from
the Instituto Nacional de la Pesca (INAPESCA). Recently, fishery mana-
gers recommended reducing fishing and increasing research in order
to increase the available information aimed at establishing adequate
reference points and improving regulations to manage this multispecies
fishery (INAPESCA, 2012). In terms of research, there is a considerable
amount of information on Yellowtail Snapper growth, which has been
determined by studying hard structures such as otoliths, scales, etc.
(Johnson, 1983; Manooch & Drennon, 1987; Carrillo de Albornoz & Ra-
miro, 1988; Carrillo de Albornoz, C. 1999. Garcia et al., 2003; Leite Jr.
et al., 2005; Gutiérrez-Benitez, 2012), by length distributions (Aguirre-
Garcia et al., 2004; Mattos & Maynou, 2009), and by a mix of these
two methods (Mexicano-Cintora, 1999; Dennis, 1991). A review of the
literature suggests that most researchers assume that the von Berta-
lanffy equation describes growth by defaut, and they rarely provide es-
timation of growth-parameter uncertainty (Torres & Chavez, 1987;) We
note that an adequate estimation of growth parameters provides impor-
tant information for the analysis of how fisheries are affecting species
(Ehrhardt, 1981), and for establishing fishery regulations and reference
points to assure the sustainable exploitation of marine resources. In
this paper, we explore model uncertainty for Yellowtail Snapper growth
by comparing and fitting three growth models (von Bertalanffy, Logis-
tic, and Gompertz) to length-at-age data using a maximum likelihood
estimation (MLE) approach. We also estimate growth parameters and
their uncertainty by MLE (using three assumptions on error variance)
and Bayesian approaches. We believe this methodology provides both
a robust analysis for assessing the growth of Yellowtail Snapper and
complementary information for the management of this resource.

MATERIAL AND METHODS

Length-at-age data determination for Yellowtail Snapper in Veracruz is
described in detail in Gutiérrez-Benitez (2012). A total of 188 individuals
were collected at the Antdn Lizardo landing site. Average length-at-age,
sample size by age class (Table 1), and raw data (Figure 2a) are shown
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below. In this article, we fit length-at-age data to three growth models,
the first was the von Bertalanffy model (von Bertalanffy, 1938):

L@)=L, ("), 0

where L_is the asymptotic length, Kis the growth rate, ¢, is the age
for length equals zero, and €, is an independent normal randomly dis-
tributed error (N(0,5?)). We also used the logistic model (Ricker, 1975)
given by the following equation:

L
L(t)= e @

where / is the age corresponding to the inflection point in the
growth curve. The third model was the Gompertz model (Gompertz,
1825) defined by:

L(r)= Lwe‘(‘”{)"ml) +E

We estimated model parameters from equations (1-3) and their un-
certainties using the maximum likelihood estimation method (Kimura,
1980); in particular, we used the negative logarithm of the likelihood
as the objective function, assuming a normally distributed observation
error. According to Kimura (1980), under different assumptions on error
variance, four different methods of estimation are appropriate. When
these assumptions are met, each method provides maximum likelihood
estimations under the likelihood model. In the first option, all individual
measurements have constant variance:

O obs est 2

n]n(2ﬂ02) Z}Z}(li,j _li,j )
LL= W ()

2 207

where Nis the number of age classes, nis the total number of data,
i'is the age class, n, is the sample size of age class /, j represents an
individual’s length in age class /, / represents length-at-age, and o is
the standard error. The second option assumes all average length-at-

age values have a constant error variance:
2

. T obs T est
nin(270°) 2(E"=1) .
LL= 4=
2 207
The third option is a variation of the first option (Equation 4), where

it is assumed that all average length-at-age values have a constant
variance and sample size n,is used as a weighting factor:

. Jobs T est 2

nln(2n’02) En"(lf —h )
LL= + L - (6)

2 20
There is a fourth option assuming the length-at-age error variance
varies with age, but we did not observe this pattern in our data, so we
excluded it. In summary, we explored nine options (three models and
three assumptions on error variance) for growth parameter estimation.
Parameter estimation and uncertainty were carried out using the su-
broutine “optim” from the statistical package R (R Core Team, 2015).

@)

Model selection for the best fit to observed data was conducted
using the Akaike information criterion (1973):

AIC=-2In(L,, )+2P (7)

where L__ is maximum likelihood and Pis the number of parame-
ters included in the model.
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Figure 1. Anton Lizardo area (shaded areas represent reef structures); modified from Okolodkov (2008).

After selecting the best model, a Bayesian estimation (Hilborn &
Mangel, 1997) for the parameters from the logistic growth equation
was carried out; this approach allows the incorporation of additional in-
formation obtained from previous work into the building of the parame-
ters’ prior distributions used in the estimation of their posterior distribu-
tions. In this statistical approach, the probability of the hypothesis given
the data or posterior distribution Pr{Hi |data} was estimated as:

L{data|H }Prior{H}
fL{data |\H }Prior{H}

Pr{Hi |data}= @)

where L represents the likelihood of the data —given the hypothesis
(parameter value) —and Prior is the prior distribution of each hypothe-

Table 1. Average length-at-age and sample size for each age class of
organisms of Yellowtail Snapper Ocyurus chrysurus (Bloch 1791), co-
llected at the Antdn Lizardo landing site, Veracruz, Mexico.

Age Length ~ Sample size
1 15.31 7

2 25.8 6

3 27.16 51

4 38.26 76

5 45.92 37

6 52.23 8

7 54.93 3
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sis that assumes previous knowledge. We should point out that prior
distributions were built based on estimates taken from the literature
(Table 2) on Yellowtail Snapper growth. In particular, most of the time,
analyses of Yellowtail Snapper growth took the von Bertalanffy model
as the default model. Therefore, there was no information on the K and
| parameters used in the logistic model, so we could only build a prior
distribution for the asymptotic length that was assumed to be normally
distributed with mean p= 52.86 cm and ¢ = 9.17 cm. Due to the lack
of prior information, the remaining parameters from the logistic model
were assumed to have a uniform distribution.

The posterior distribution of the following parameters was estima-
ted: asymptotic length L_, growth rate (K), and age corresponding to
the inflection point of the growth curve (/). Posterior distributions for the
parameters were estimated with Markov Chains Monte Carlo (MCMC).
A total of 1,600,000 simulations were made using Excel-Visual Basic,
with a burning period of 5000 parameter vectors. We saved the para-
meters vector every 25 simulations. The recorded information included
the posterior probability value (Equation 8), the asymptotic length, the
growth rate, and the age for the inflection point. We classified results
within the Visual Basic code in thirty bins and built the marginal poste-
rior distributions using the pivot table function in Excel.

RESULTS

Model fitting results are shown below (Table 3, Fig. 2). As mentioned,
we fit three models (Equations 1-3) with three options for variance error
(Equations 4-6) for a total of nine scenarios. All models fit the observed
data well; however, within each error variance assumption, the logistic
model had the lowest Akaike information criterion. In contrast, the von
Bertalanffy model consistently had the worst performance (Table 3).
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Figures 2a-f. Maximum likelihood estimation (MLE) model fits to observed length-at-age data for Yellowtail Snapper Ocyurus chrysurus (Bloch, 1791). a-b) Von Ber-
talanffy; c-d) Gompertz; e-f) Logistic; Obs = observed length-at-age data, Avg. L = equation 5 for variance assumption, Avg. W L = equation 6 the variance option.
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The overall lowest AIC (31.41) corresponded to the logistic model using
the average length with constant error variance (Equation 5). There-
fore, this scenario (Equations 2, 5) was selected as the best fit for the
Yellowtail Snapper observed length-at-age. For this scenario, four pa-
rameters and their uncertainties were estimated, the asymptotic length
(L ) was estimated as 64.9 + 5.43 cm, the growth rate was 0.49 =
0.07, and the age associated to the curve inflection point () was 3.28 +
0.42 years. Their corresponding 95% confidence intervals were (54.24,
75.54), (0.35, 0.63), and (2.45, 4.1), respectively. The standard error
was 1.77 = 0.47. The highest coefficient of variation corresponded to o
(0.27), for a growth rate of 0.14, for an age associated to the inflexion
point of 0.13, and for an asymptotic length of 0.08.

We should point out that for the logistic model, confidence intervals
overlap for the L_ estimates obtained from the three options of error
variance assumption (Fig. 3); therefore, at the 95% confidence level, we
did not find significant evidence that the estimates are different. Similar
results were obtained for the growth rate (K) and the age at the point
of inflection (/) ; however, for the sigma parameter, some confidence
intervals did not overlap. The correlation coefficient between the obser-
ved and the estimated length at age was 0.99 (p-value ~ 0).

Regarding the Bayesian analysis, results from the MCMC simula-
tions suggest that the logistic model fits the observed data well (Fig.
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Figure 3. Confidence intervals of the asymptotic length for the logistic model for
different error variance assumptions (Eqgs. 4-6)

4a). The most probable value for the asymptotic length was 64.3 cm
(mode of the marginal posterior distribution), with a 95% probability
interval of (58.7, 70.1). The most probable growth rate was 0.48 with
a 95% probability interval of (0.42, 0.55); the most probable value for
the age of the inflection point was 1.4 years with a 95% probability
interval of (1.31, 2.16). The parameter’s marginal posterior distributions
are shown below (Fig. 5). Regarding the parameter correlations (Figs
4b-d), these were high: The correlation between L_ and K was -0.74,
the correlation between Kand /was -0.79, and for L_ and /, the corre-
lation was 0.87.

Table 2. Estimates of asymptotic length for Yellowtail Snapper (Ocyurus chrysurus Bloch, 1791) from previous studies in different regions;

L_ = asymptotic length, Uncertainty = uncertainty estimated.
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Author Region L_(cm)
Cantarell (1982) Yucatan 53.0
Johnson (1983) Florida 45.0
Lopez & Gardufio (1985) Yucatan 55.5
Mexicano-Cintora (1986) Yucatan 48.1
Manooch & Drennon (1987) Virgen Islands and Puerto Rico 50.3
Carrillo de Albornoz & Ramiro (1988) SE Cuba 69.6
Dennis (1991) Puerto Rico 53.4
Carrillo de Albornoz (1999) SO Cuba’s Shelf 62.0
Mexicano-Cintora (1999) Yucatan’s north coast (1985) 50.7
449
49.5
Yucatan’s north coast (1986) 44.0
43.0
421
Yucatan’s north coast (1987) 51.1
47.5
48.7
Araujo et al. (2002) Brasil’s central coast 56.7
Garcia et al. (2003) Florida 60.7
Aguirre-Garcia et al. (2004) Quintana Roo 50.0
Allman et al. (2005) Florida 41.0
Leite Jr. et al. (2005) Brasil’s east coast 56.7
Mattos & Maynou (2009) NE Brasil 76.6
Gutiérrez-Benitez (2012) Veracruz 68.6
Average Linf 52.86 +9.17
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DISCUSSION

In order to achieve sustainable exploitation of the multispecies fisheries
in the Gulf of Mexico, the Carta Nacional Pesquera (National Fishing
Chart) (SAGARPA, 2012) suggests that more information on biological
and population aspects is needed to accurately determine the exploi-
table biomass and optimum effort that must be applied in each of the
fisheries under criteria of sustainability. In particular, the economy of
the Antén Lizardo Community is mostly based on the multi-specific fis-
hery, where Yellowtail Snapper is caught. Therefore, it is important to
ensure its sustainable exploitation; more effort is needed to improve
the management of this fishery resource. Nearby towns adapted their
economy and cultural traits due to the loss of mangrove forest and over-
exploitation of fishing resources (Aldeco et al., 2015).

A first step towards a sustainable exploitation is to provide impor-
tant basic information such as species growth. Although several studies
have been published on Yellowtail Snapper growth using different me-
thods (Dennis, 1991; Mexicano-Cintora 1999; Allman et al., 2005; Arau-
jo etal., 2002), they rarely provide a measure of parameter uncertainty.
Note that the value of a model-based analysis lies not simply in its abi-
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lity to generate a precise point estimate for a specific outcome, but also
in the systematic examination and responsible reporting of uncertainty
surrounding this outcome (Briggs et al., 2012). Similarly, consideration
of uncertainty is essential when management decisions are made, and
it is particularly important when applying the precautionary approach to
fisheries management (Maunder et al., 2006). Previous studies (Dennis,
1991; Mexicano-Cintora, 1999; Allman et al., 2005; Aradjo et al., 2002;
Torres & Chavez, 1987) assumed by default that the von Bertalanffy
model describes Yellowtail Snapper growth adequately; model uncer-
tainty is rarely taken in account; therefore they could be making a mo-
deling error (Punt & Hilborn, 2001) neglecting the understanding of the
dynamic studied. In this paper, we try to improve the methodology used
previously by providing two methods: maximum likelihood estimates
and Bayesian methods for parameter and uncertainty estimation. We
also addressed model uncertainty using three models, three assump-
tions on error variance, and the Akaike information criterion for model
selection.

Our results suggest that the logistic model (Ricker, 1975) shows the
best fit for the observed length-at-age data. We should point out that

0 T T T T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
K

100

Figures 4a-d. a) Logistic growth model Markov Chain Monte Carlo (MCMC) fitting to observed length data for Yellowtail Snapper (Ocyurus chrysurus Bloch, 1791) in
Veracruz; b) Dispersion graph of estimates of K vs|; ¢) Dispersion graph of estimates of L _ vs|; d) Dispersion graph of estimates of L_ vsK.
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the von Bertalanffy model had the worst performance when fitting the
observed length-at-age data, surpassed even by the Gompertz model
(Gompertz, 1825), so it is important to test several models and apply
the AIC when exploring the growth of any species. The Akaike criterion
(1973) suggests that von Bertalanffy model was not ideal for descri-
bing the growth dynamics of the Yellowtail Snapper in the PNSAV. We
recommended using these methodologies for other Yellowtail Snapper
distribution areas. We did not include the general Schnute growth mo-
del in this analysis because preliminary results suggest that, depending
on the initial values for parameters used in the optimization, their esti-
mates converged on all of the three models used.

Not only did the AIC suggest that the von Bertalanffy model does
not perform adequately, in particular, asymptotic length estimates from
the von Bertalanffy model (Table 3) are high. Based on our experience
and conversations with fishermen, there have never been organisms
registered of this magnitude. This overestimation may be due to a lack
of data from older ages.

The overlap of parameter confidence intervals suggests that all
variance error assumptions used in the estimation process produced
the same parameter estimates for the logistic model; therefore, it is
sufficient to assume that the mean length at age has constant error
variance (Equation 5).

Bayesian methods are ideal for including prior knowledge in the
estimation of the model parameters, taking advantage of available in-
formation. Unfortunately, the lack of studies that integrate model selec-
tion methods did not allow building a prior distribution for parameters
| and K; parameters not included in the von Bertalanffy model taken
by default in previous studies. We only built a prior distribution for the
asymptotic length. The posterior distributions suggest that it does not
depend exclusively on the prior distribution; this means that the co-
llected data have enough information to perform the estimation of the
asymptotic length parameter. For the asymptotic length, the estimated
L_ (64.3 cm) obtained with Bayesian analysis is smaller than the one
obtained with the maximum likelihood estimation (64.9 cm). This might
be due to the influence that the prior distribution (u = 52.86 cm, 0 =
9.17 cm) has in the estimation process.

Regarding the strong correlation between parameters, there is
much statistical confusion among the three parameters of the logistic
model, L_, /, and K. Their estimates were based on data from a sin-
gle season, so there is probably not much contrast in the data. Future
sampling will increase the amount of data available for the estimation,
would allow better estimates for parameters and uncertainties, and will
probably ratify the logistic model as the best for describing Yellowtail-
Snapper growth dynamics.

In this study, we present some statistical techniques that should be
considered basic because they provide a robust analysis in assessing
the growth of species of commercial interest and are an appropriate
solution for estimating the parameters and uncertainty of individual
growth. The Bayesian framework presents an opportunity to incorpora-
te historical species information in the management of fishing resour-
ces to ensure their sustainable exploitation.
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Figures 5a-c. Marginal posterior distributions for the parameters of the logistic
growth model. a) Asymptotic length; b) Growth rate; c) Age for the inflexion point.
Posterior = posterior distribution; Prior = prior distribution.
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Table 3. Estimated parameters for Yellowtail Snapper Ocyurus chrysurus (Bloch, 1791) and their uncertainty (standard error) for the von Bertalanffy,
Logistic and Gompertz models (three error variance assumptions were used: a = equation 4, b = equation 5, ¢ = equation 6); L = asymptotic
length; K = intrinsic rate of growth; t0/I = time where individual length is cero or the age corresponding to the inflection point in the growth curve

(logistic model); o = standard error.

Model Vﬁgﬁgﬁe L. K /! o Akaike
Von Bertalanffy a 166.02 + 60.67 0.06 = 0.03 -0.28 = 0.26 5.72 £0.29 1198.75
b 135.63 = 77.93 0.07 = 0.05 -0.75+0.49 1.95 + 0.52 80.42
c 154.77 = 84.48 0.07 = 0.05 -0.25 +0.42 9.41 +2.55 96.29
Logistic a 66.1 + 5.85 0.54 = 0.07 3.48£0.35 5.62 £ 0.29 1190.34
b 649 + 543 0.49 = 0.07 3.28 £0.42 1.77 £ 0.47 31.41
c 65.55+ 7.2 0.54 = 0.09 3.45+0.43 7.25+1.94 33.63
Gompertz a 68.77 + 5.81 0.38 = 0.05 0.01 =0.54 5.7+0.29 1193.32
b 84.71 + 25.76 0.24 = 0.09 -3.04 +2.78 1.91 £ 0.57 36.0
c 82.17 +17.88 0.28 = 0.08 -1.4 =157 811217 34.31
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RESUMEN

Antecedentes. Los humedales son ecosistemas heterogéneos y dinamicos muy susceptibles a sufrir invasiones o ex-
tinciones locales por especies invasoras 0 sobredominantes. La resistencia a la invasion de los humedales ante factores
de disturbio como el fuego ha sido poco estudiada. Cuando Phragmites australis (carrizo) se encuentra presente, su
interaccion con factores de disturbio ha llevado a la extincion local de muchas especies nativas. En un estudio anterior
se determiné que la cosecha de esta especie es una estrategia efectiva de control. Sin embargo, la remocion de las
partes aéreas genera multiples fragmentos a partir de los cuales se podria propagar la especie. Objetivos. Evaluar, ante
disturbios ocasionados por el fuego, en condiciones controladas, el potencial de invasion de fragmentos de Phragmites
australis en comunidades dominadas por especies nativas. Métodos. El experimento se efectud bajo dos quemas en 36
mesocosmos con doseles de Schoenoplectus americanusy P, australis. Resultados. Los resultados establecieron que las
plantas de Phragmites australis no lograron desarrollarse después de las quemas del dosel de S. americanus, debido a la
rapida recuperacion del dosel de esta segunda especie. Se registr6 mayor supervivencia y crecimiento en los mesocos-
mos con bajo disturbio (27.7% y 55.9 ¢cm en el primer ensayo; 9.4% y 60.6 cm en el segundo ensayo) en comparacion
con los controles (8.5%, 35.3 cmy 7.4% y 86.7 cm), ya que el dosel de S. americanus se mantuvo como una barrera al
desarrollo de P, australis en los controles. Las diferencias en la altura fueron significativas después del primer evento de
fuego entre los mesocosmos quemados y los de control (p =0.002), pero después de dos afios de quema no lo fueron (p
=0.085), debido a que las pocas plantas que sobrevivieron en los mesocosmos control alcanzaron alturas considerables.
Conclusiones. Los fragmentos de P, australis representan bajo riesgo para sitios con dosel de S. americanus después de
un ano de registrar disturbios como el fuego.

Palabras clave: plantas invasoras, dosel, Phragmites australis, regeneracion, Schoenoplectus americanus

ABSTRACT

Background. Wetlands are heterogeneous and dynamic ecosystems, very susceptible to invasions or local extinctions
by the effects of invasive or over-dominant plant species. Resistance to invasion in wetlands that suffer disturbances
such as fires has not been thoroughly studied. When Phragmites australis (common read) is present, its interaction with
disturbance factors has led to local extinction of many native species. In a previous study, it was determined that harves-
ting is an effective control method for this species. But removal of aerial parts of this species generates many fragments
that might propagate the species. Goals. Evaluate under controlled conditions the invasive potential of fragments of
Phragmites australis in plant communities dominated by native plant species that are subjected to frequent human-made
disturbances, such as fire, under controlled conditions. Methods. We carried out an experiment that consisted of two
assays in 36 mesocosms with canopies of Schoenoplectus americanus. Results. Phragmites australis was practically not
able to establish itself after the loss of the S. americanus canopy following fires, because the canopy of this last species
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recovered rapidly. Survival and growth were slightly higher in mesocosms with low disturbance (27.7% and 55.9 ¢cm in
the first assay, and 9.4%, and 60.6 c¢m in the second assay), when compared with controls (8.5% 35.3 cm, and 7.4%
and 86.7 cm), because in control units the canopy of S. americanus was a permanent barrier to the development of P
australis. Height differences among burned and control mesocosms after the first fire event were significant (p =0.002)
but not after two consecutive years of burning (p =0.085), because the few plants that survived in control units reached
considerable height. Conclusions. The risk of establishment of the fragments of Phragmites australis that are generated
during harvesting is low even after major disturbances of native vegetation cover.

Keywords: canopy, invasive control, Phragmites australis, regeneration, Schoenoplectus americanus

INTRODUCCION

Los humedales son ecosistemas que abarcan diversos tipos de vege-
tacion con una gran biodiversidad; sus caracteristicas hidrobioldgicas
dan lugar a lagunas someras, humedales herbaceos de agua dul-
ce, marismas, manglares, pantanos y selvas inundables, entre otros
(Moreno-Casasola et al., 2010). Todos estos tipos de humedales han
sido alterados drasticamente alrededor del mundo, lo cual ha causado
pérdidas de biodiversidad y de servicios ecosistémicos (Constanza et
al., 1997; MEA, 2005; Korsgaard & Schou, 2010). Landgrave y Moreno-
Casasola (2012) reportan en México una pérdida o degradacion de hu-
medales del 62.1%.

Las comunidades vegetales con una fisonomia particular que con-
forman estos ecosistemas, ademas de ser el componente biético dis-
tintivo de los humedales, hacen posible el funcionamiento ecosistémico
que los distingue de los ecosistemas terrestres (Mitsch & Gosselink,
2000; Moreno-Casasola et al., 2010), ya que participan como base de
la cadena alimentaria y proporcionan el habitat para una variedad de
organismos acuaticos, anfibios y terrestres, que incluye macroinver-
tebrados, bacterias epifitas, perifiton, aves, peces, reptiles, anfibios y
aves (Zedler & Kercher, 2005; Mitsch & Gosselink, 2000). La vegetacion
influye en el régimen hidrologico, los procesos de sedimentacion y la
dinamica de los nutrientes (Zedler & Kercher, 2005; Korsgaard & Schou,
2010).

Entre los diferentes disturbios naturales que los impactan, el fuego
se considera generalmente infrecuente, debido a los altos niveles de
humedad y a las diferencias en los potenciales combustibles respecto
a los ecosistemas terrestres (Miller et al., 1998; Bisson et al., 2003;
Pettit & Naiman, 2007). Sin embargo, los rayos (Bisson et al., 2003), la
combustion espontanea (Miller et al., 1998; Bisson et al., 2003) y los
incendios naturales en las partes altas de los ecosistemas pueden pro-
pagarse hacia los humedales y hacer posible la presencia del fuego en
algunos de ellos, 0 bien aumentar su extension e intensidad en aquéllos
con un régimen natural de incendios (Pettit & Naiman, 2007; Norton &
De Lange, 2002; Miller et al., 1998). Asimismo, diversos humedales son
sometidos a regimenes de disturbio por fuego provocados por el ser
humano (Bixby et al., 2015).

Un disturbio como el fuego modifica la composicion y estructura de
las comunidades vegetales a través de las respuestas y caracteristicas
funcionales de las especies presentes en el sitio. Ademas, el fuego inte-
racciona con otros tipos de disturbio, como cambios en el hidroperiodo
o la introduccion de especies exdticas (Zedler & Kercher, 2004; Lopez
Rosas & Moreno-Casasola, 2012).

En las comunidades vegetales se ha documentado la modificacion
de las interrelaciones entre las especies como uno de los efectos del
disturbio por fuego. Por ejemplo, en los Everglades, en los Estados Uni-
dos, donde coinciden Typha domingensis Pers. y Phragmites australis
(Cav.) Trin ex Stuedel, la primera puede llegar a desplazar a la segunda
—al menos temporalmente— en zonas con un régimen de fuegos que
presentan alteraciones en su hidrologia (Newman et al., 1996; David,
1996; Miller et al., 1998; Rice et al., 2000; Pettit & Naiman, 2007). En
otros casos, la combinacion de inundacion y aumento en la salinidad
tras un incendio puede disminuir significativamente la cobertura de P
australis (Rice et al., 2000; Bart & Hartam, 2003). Diversos estudios en
humedales riparios han demostrado que P, australis y Tamarix ramos-
sisima Ledeb crean una sinergia con el fuego debido a que acumulan
una gran cantidad de materia organica en pie que favorece incendios
de alta intensidad con un mayor tiempo de residencia, lo cual deposita
mayor cantidad de fosforo en el agua y, por lo tanto, elimina a otras
especies vegetales mas sensibles al fuego (Mitsch & Gosselink, 2000;
Zedler & Kercher, 2005; Pettit & Naiman, 2007). Lo anterior indica que
la respuesta de la vegetacion y de las especies de los humedales al
fuego es idiosincratica, lo que obliga a estudiar la relacion de este con
cada tipo de humedal.

En un estudio anterior realizado por Escutia-Lara et al. (2012) fue
posible determinar que la cosecha de Phragmites australis puede ser
una medida efectiva de control, particularmente Util en sitios en donde
el uso de herbicidas no es recomendable. Sin embargo, la cosecha pro-
duce mdltiples fragmentos de longitudes pequefias que no es posible
retirar del sitio y que pueden dar origen a nuevos individuos y propagar
la especie a zonas no invadidas dentro del humedal manejado. Debido a
esto, se llevd a cabo un experimento en mesocosmos, con el objetivo de
cuantificar el éxito en el establecimiento de fragmentos de P, australis
bajo doseles de Schoenoplectus americanus (Pers.) Volkart ex Schinz &
R. Keller (una especie dominante de humedales del occidente de Méxi-
co) sometidos al efecto del fuego. En él se buscd comprobar si el fuego
es un factor que favorece el establecimiento de P, australis, al reducir la
competencia con Schoenoplectus americanus.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sistema de referencia y las especies utilizadas.
Los propagulos de Phragmites australis fueron colectados en el manan-
tial de la Mintzita, sitio RAMSAR (101° 17°47”°0 19° 38°43”N), ubicado al
sur de la ciudad de Morelia, Michoacan, México, cuyo ecosistema esta
dominado por Typha domingensis y Schoenoplectus americanus (Hall
et al., 2008; Escutia et al., 2009; del Val et al., 2012). Este humedal se
ve afectado por fuertes presiones de actividad humana: provee alrede-
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dor del 35% de la totalidad de agua de la ciudad, presenta procesos de
eutrofizacion, ramoneo de la vegetacion por ganado y disturbio por fue-
gos que escapan de campos de cultivo aledafios (Escutia et al., 2009;
Escutia et al., 2012). Asimismo, las especies nativas sufren la presion
de plantas invasoras como Phragmites australis, pues éstas han em-
pezado a formar manchones que dominan algunas partes del humedal.

Las especies dominantes en este sistema son comunes para la
mayoria de los humedales templados de México. En las partes menos
profundas se encuentra Schoenoplectus americanus (de la familia Cy-
peraceae), que es una planta perenne rizomatosa con un tallo erecto
triangular que mide hasta 1.5 m de altura. Esta especie se distribuye en
las regiones templadas desde Estados Unidos hasta Venezuela y Chile
(Moreno-Casasola et al., 2010; Zedler & Kercher, 2005). En el sitio de
colecta de plantulas —que hemos estudiado por mas de diez afios— se
encuentra regularmente mas cerca a la orilla del humedal, en donde el
agua se encuentra por debajo de la superficie del suelo (Escutia et al.,
2009; Escutia et al., 2012).

Por otro lado, Phragmites australis es una planta de la familia
Poaceae con una amplia distribucion geografica, desde zonas templa-
das a tropicales. Crece de dos a cuatro metros de altura y presenta ho-
jas lisas y planas de 1 a 5 cm de ancho. Ademas, se propaga faciimente
por medio de estolones, rizomas y fragmentos de tallos (Escutia-Lara et
al., 2012; Bart & Hartman, 2003) y forma conjuntos densos que exclu-
yen a otras especies vegetales (Swearinger & Saltonstall, 2010).

Diseio experimental. Construccion de los mesocosmos. Se cons-
truyeron 36 mesocosmos con tinas de plastico de 210 L de capacidad
(100 x 68 x 40 cm) con un area superficial de 0.58 m?. Cada mesocos-
mo fue llenado con una mezcla de turba comercial y suelo de la locali-
dad (tipo arcilloso) con una proporcion de 1:1 (0.1 m® por material) (Fig.
1). El sistema de riego mantenia un nivel constante de agua, 5 cm por
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debajo de la superficie del sustrato. Los mesocosmos se encontraban al
aire libre, sometidos a las variaciones naturales del clima.

Fase 1. Plantado y desarrollo del dosel. Se efectud el plantado de
fragmentos de rizoma de Schoenoplectus americanus en los mesocos-
mos (16 por mesocosmo), y se dejo desarrollar un dosel de esta especie
durante dos afios, de 2011 a 2012 (Fig. 1). Este periodo de acondicio-
namiento permitié validar que no hubo diferencias entre los 36 meso-
cosmos en la densidad de tallos de Schoenoplectus americanus al final
del periodo de acondicionamiento (p >0.05).

Fase 2. Primera aplicacion de fuego en el bioensayo. El primer tra-
tamiento de quemado se aplicé durante la primera semana del mes de
abril del 2013 a 18 unidades experimentales (la mitad) seleccionadas
al azar. Cada mesocosmo fue asignado a un tratamiento por medio de
una tabla de nimeros aleatorios (Fig. 2). Una vez quemados los doseles
de los mesocosmos asignados a este tratamiento, se trasplantaron dos
segmentos vegetativos de Phragmites australis en cada uno de los 36
mesocosmos, con un total de 72 fragmentos. Los fragmentos, que eran
de 30 cm de longitud y 8 = 2 mm de diametro cada uno, fueron enraiza-
dos previamente en agua corriente en las instalaciones del Instituto de
Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad durante 30 dias (Fig.
1). Se plantaron en la parte central de cada mesocosmo a una distancia
de 36 cm uno del otro por medio de una varilla de metal, a fin de causar
el menor dafio posible al sistema radicular de las plantas circunstantes.

Fase 3. Segunda aplicacion de fuego en el bioensayo. En el afio
2014, durante la primera semana del mes de abril, se quemaron al azar
9 de los 18 mesocosmos que fueron quemados el afio anterior (Figs.
1-2). Debido a que se pudo determinar que no habia riesgo de compe-
tencia entre los segmentos de Phragmites durante una sola temporada
de crecimiento, para esta aplicacion se incluyé un mayor niimero de
segmentos, ya que se pudieron plantar con menor distancia, de tal for-
ma que se pudo incrementar el tamafio de muestra.

Primera quemay Segunda quemay
D desa;roll;d;l dr(’)sel plantado de fragmentos  plantado de fragmentos
€ . americanus de P, australis de P, australis
A A A
r Y RS N
0 24 36 48 Meses
Fase 1 Fase 2 Fase 3
Afios 2011 - 2012 Afio 2013 Afio 2014

Acondiconamineto

del sustrato de 18 unidades

(turbay arcilla 1:1) experimentales.
Plantado de Registros de

S. americanus supervivencia,

y desarrollo del dosel altura y biomasa

de P, australis

Quemado aleatoria

Quemado aleatoria
de 9 unidades
experimentales

de las quemadas
el afio anterior.
Registros de
supervivencia,
altura y biomasa
de P australis

Figura 1. Linea del tiempo con descripcion de las fases del experimento del establecimiento de fragmentos de Phragmites australis (Cav.) Trin ex Stuedel en un dosel
de Schoenoplectus americanus (Pers.) Volkart ex Schinz & R. Keller a lo largo de 4 afios.
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Figura 2. Esquema del plantado de los fragmentos de Phragmites australis
(Cav.) Trin ex Stuedel los mesocosmos. Para el primer afio se plantaron dos
individuos por unidad y, al no haber evidencia de interferencia entre las plantas,
para el segundo afio se plantaron tres.

Respuesta de Phragmites australis: supervivencia, crecimiento y
acumulacion de biomasa. En ambas temporadas de crecimiento (de
abril a octubre de 2013 y 2014) se registro la supervivencia y la altura
maxima de los 36 mesocosmos (se utilizd una regla graduada cada 0.5
cm). Para obtener los datos de biomasa aérea se colectaron los indivi-
duos de Phragmites australis en la Gltima semana del mes de octubre;
se colocaron en un horno de secado (Lumistel HEC-41) a 60 °C, hasta
peso constante (lo que para la mayoria de las muestras ocurrid a las
48 horas), y se pesaron en una balanza semianalitica (Ohaus AV53). El
dosel de Schoenoplectus americanus no se evaluo a lo largo del expe-
rimento debido a su rapida recuperacion.

Analisis estadistico. Los datos fueron analizados por medio de mo-
delos lineales generalizados para supervivencia usando la distribucion
binomial. Para las variables continuas (altura y biomasa) se utiliz6 la
distribucion Poisson (Crawley, 2007), debido a que no cumplian con los
supuestos asociados a la distribucion normal. Todos los analisis esta-
disticos se llevaron a cabo con el paquete R (R Core Team, 2017).

RESULTADOS

Al inicio del experimento los mesocosmos mantuvieron una densidad
de 11.0 + 0.6 tallos/dm? de Schoenoplectus americanus, antes de
efectuar la primera quema (p = 0.55), lo que garantizd condiciones
ambientales similares en los 36 mesocosmos. Cabe destacar que antes
de las quema todos los mesocosmos presentaron rebrotes de Schoeno-
plectus americanus; el registro de su aparicion inicio del mes de febre-
ro de cada afio y alcanzd la maxima cobertura del dosel en la segunda
semana de agosto de 2013, aproximadamente cuatro meses después
de aplicar el fuego durante la primera semana del mes de abril.

Paramo Pérez M. E. etal.

Posterior a la primera quema, en 2013, la supervivencia de las
plantas de P, autralis fue de 27.8%, mayor a lo detectado en los meso-
cosmos control, de 8.6%. Después de la segunda quema, en 2014, en
los mesocosmos quemados so6lo en ese afio la supervivencia fue de
7.4%, de 9.4% para los mesocosmos quemados por dos afos conse-
cutivos y nula para los mesocosmos control.

En términos del incremento de altura de P australis, al final de la
temporada de crecimiento posterior a la primera quema, en 2013, el
crecimiento en los mesocosmos sometidos al fuego fue de 55.9 + 36.7
cm, valor promedio mayor a lo detectado en los mesocosmos control,
que fue de 35.3 = 6.2 cm. Estas diferencias fueron validadas mediante
un modelo lineal generalizado para los mesocosmos en donde habia
plantas vivas (Z = 3.12; p = 0.002; n = 13). Para el segundo afio de
quemas, 2014, el crecimiento de los mesocosmos sometidos al fuego
por un solo afio dio como resultado alturas promedio de 86.76 cm, valor
promedio mayor al de los mesocosmos quemados en dos afios conse-
cutivos, que fue de 60.6 = 10.7 cm en promedio, y no hubo registros
de altura para los mesocosmos control debido a que todos los indivi-
duos murieron. La diferencia en altura para las plantas de mesocosmos
quemados un afio y dos afios no fue estadisticamente significativa (Z =
-1.726; p = 0.085; n = 9) (Fig. 4). Al final de la primera temporada de
crecimiento después de la primera quema en 2013, el peso seco pre-
sentd el mayor incremento en los mesocosmos sometidos a tratamien-
to por fuego (1.48 + 2.03 g), seguido de los mesocosmos control (0.537
+0.11 g). Al final de la temporada de crecimiento, después del segundo
afio de quema, el promedio de la produccion de biomasa para todos los
tratamientos fue superior a la obtenida en la temporada de crecimien-
to anterior (1.79 +.85 g); sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos de quema por una ocasion, dos
ocasiones y el control sin quema (Z=1.52; p=0.128; n = 13).

DISCUSION

Phragmites australis es considerada como una especie con gran capa-
cidad de invasion de habitat, pues responde positivamente a incremen-
tos en las concentraciones de nutrientes y de salinidad. Por lo anterior,
Price et al. (2014) indican que el monitoreo de esta especie es funda-
mental para el buen manejo de humedales, ya que su capacidad de
invasion depende sobre todo de la dispersion de fragmentos (Kettenring
et al., 2016). A pesar de lo citado, los resultados de esta investigacion
indican que incluso después de incendios que eliminan el dosel de es-
pecies nativas, la supervivencia y crecimiento de los fragmentos de
P australis fue muy baja. Resultados similares fueron reportados por
Montejo-Mayo et al. (2015).

Cabe mencionar que la mayor parte del crecimiento de S. ameri-
canus se presentd de mayo a julio, pues en este ltimo mes alcanzo la
maxima densidad de toda la temporada al cerrar el dosel y cubrir a P
australis. Este proceso de crecimiento de S. americanus fue alin mas
rapido durante el segundo afio en que se aplico el tratamiento de fuego
a algunas de las unidades experimentales, lo cual ocasiond que los
individuos de P australis presentaran alturas menores que durante el
primer afio. Respecto a la biomasa, ésta fue similar para los individuos
de Phragmites australis independientemente de si crecieron en meso-
cosmos quemados 0 no quemados, lo que sugiere que las diferencias
de altura responden a que las plantas en los mesocosmos control se
encontraban etioladas como respuesta al ambiente luminico (Monsi &
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Figura 3. Esquema del experimento completo y la asignacion de los mesocosmos a los diferentes tratamientos de fuego en el dosel de Schoenoplectus americanus
(Pers.) Volkart ex Schinz & R. Keller. Después del segundo afio de quema, 18 mesocosmos fueron quemados una sola vez, 9 fueron quemados dos veces y 9 no fueron

quemados.

Saeki, 2005). En este experimento, las condiciones mas estresantes
para la especie invasora, P australis, se dieron en los mesocosmos
control, dado que nunca perdieron el dosel. En cambio, en los meso-
cosmos sometidos a fuego se generé un periodo en el que el dosel
estuvo ausente, lo que permitié que al menos unos pocos individuos de
Phragmites australis se establecieran y lograran desarrollar un tamafio
considerable para crecer en mejores condiciones, antes de que se vol-
viera a cerrar el dosel de S. americanus.

El presente estudio sugiere que se necesita de mas de un even-
to de disturbio por fuego o una accién combinada con otros tipos de
disturbios para alterar la dindmica entre Schoenoplectus americanus
y Phragmites australis y permitir que la segunda se establezca y al-
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cance un tamafo que le permita convertirse en dominante. Al parecer,
las altas tasas de crecimiento de S. americanus'y el dosel denso que
desarrolla limitan la disponibilidad de luz para el establecimiento de
fragmentos vegetativos de P, australis. Reducir la disponibilidad de luz
mediada por las caracteristicas del dosel de las especies nativas tam-
bién reduce el establecimiento de otra especie invasora de humedales
como Phalaris arundinacea L. (Lindig-Cisneros & Zedler, 2002a; Lindig-
Cisneros & Zedler, 2002b).

Cuando se transporta suelo de humedales en donde crece P, aus-
tralis, se puede favorecer la invasion, debido a que los fragmentos se
establecen exitosamente en ausencia de competencia con otras espe-
cies (Juneau & Tarasoff, 2013). De hecho, aunque en algunos lugares
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Figura 4a-b. Longitud maxima de la ramificacion de Phragmites australis (Cav.)
Trin ex Stuedel en un experimento de mesocosmos realizado en las instalacio-
nes del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (Morelia,
Michoacan, México) en el que los tratamientos fueron: quema por un afio en
2013 (a), o por dos afios en 2013 y 2014 (b) durante dos estaciones de creci-
miento. Las barras representan la desviacion estandar.

las semillas producen un gran nimero de plantulas, su supervivencia
es muy baja y la mayoria de las plantas que sobreviven después de dos
afios se generan a través de fragmentos (Albert et al., 2015), lo que
indica la importancia de controlar su dispersion por este medio.

Phragmites australis, conocida como carrizo comun, se considera
una especie invasora traslocada y de extensa distribucion en el pais
(Bonilla-Barbosa & Santa Maria, 2014). Lowe et al. (2004) la catalo-
gan entre las 100 especies invasoras mas dafiinas del mundo. Es una
fuerte competidora que elimina a otras especies del humedal, provee
poco alimento o refugio para especies silvestres y es capaz de eliminar
diversos habitats en canales y charcas relevantes para invertebrados,
peces y aves silvestres. Al descomponerse puede elevar rapidamente
el nivel del suelo y reducir la inundacion y los nutrientes disponibles,
lo cual le da aun mayor superioridad competitiva (U.S. Fish & Wildlife
Service, 2016). Por lo anterior, es de gran importancia para la conser-
vacion de los humedales del Altiplano mexicano conocer su capacidad
de invasion, a partir de fragmentos, y su interaccion con las especies
nativas hidrofitas.

En términos de manejo, en humedales en donde Phragmites aus-
tralis ya esta presente pero que cuentan con una cobertura dominada
por especies nativas, la cosecha de esta especie invasora es una estra-
tegia efectiva (Escutia-Lara et al., 2012). De acuerdo con lo anterior y
con los resultados obtenidos en este estudio, la cosecha de P, australis
en sitios que no han sufrido efectos del fuego puede generar fragmen-
tos que practicamente no tienen posibilidades de establecerse, incluso
si la cosecha se lleva a cabo después de eventos aislados o poco recu-
rrentes de fuego, la posibilidad es muy baja.

Paramo Pérez M. E. etal.
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RESUMEN

Antecedentes. Actualmente se utilizan diferentes métodos para la prevencion y control de enfermedades en la acuicul-
tura. La profilaxis con inmunoestimulantes a partir de hongos macroscdpicos proporciona proteccion ante enfermedades
y aumenta la resistencia a parasitos. En este contexto, los hongos Basidiomycota podrian tener un alto potencial para su
uso acuicola, ya que contienen diferentes compuestos, como proteinas flngicas, polisacaridos, terpenoides, vitaminas
y minerales, que podrian tener un efecto inmunoestimulante. Objetives. Analizar la informacion existente relativa a las
especies de hongos macroscopicos que han sido evaluadas como inmunoestimulantes en el cultivo de peces teledsteos
y también la de aquéllos que no han sido probados en peces pero que han mostrado resultados positivos en la respuesta
inmune en otros organismos. Métodos. Se reunid, expuso y comparo la literatura experimental, cientifica y tedrica rela-
cionada con el efecto inmunoestimulante de los hongos macroscopicos en el cultivo de teledsteos asi como la relativa a
hongos cuyo efecto estimulante ha sido positivo en otros organismos. Resultados. Actualmente se han comprobado las
propiedades inmunoestimulantes de mas de 50 especies de hongos macroscopicos. No obstante, en 17 investigaciones
publicadas durante los Ultimos afios solo se ha evaluado el efecto sobre la respuesta inmune de nueve especies de peces
ante ocho especies de hongos: Ganoderma, Inonotus, Lentinula, Pleurotus, Phellinus y Trametes. De dichas publicacio-
nes, siete consisten en la evaluacion de glucanos purificados, seis de extractos crudos o alcohdlicos, dos de basidiomas
pulverizados y uno de un subproducto de hongo fermentado. Conclusiones. Debido a la escasa informacion existente
sobre el efecto inmunoestimulante de macromicetes en peces, es preciso llevar a cabo mas investigaciones que aborden
su potencial en otras especies, que se estudie su cultivo y su correcta determinacion, y se realicen pruebas in vitro e in
vivo, tanto del organismo modelo como de organismos blanco, para confirmar sus efectos sobre el sistema inmune.

Palabras clave: hongos, inmunoestimulantes, macromicetes, peces, teledsteos

ABSTRACT

Background. Different methods are currently used for the prevention and control of diseases in aquaculture. Prophylaxis
with immunostimulants from microscopic fungi provides protection against diseases and increases resistance to parasi-
tes. In this context, Basidiomycota fungi could have high potential for use in aquaculture because they contain different
compounds, such as fungal proteins, polysaccharides, terpenoids, vitamins, and minerals, which could work as immunos-
timulants. Goals. Collect and disseminate the information on species of macroscopic fungi that have been used as immu-
nostimulants in the farming of teleost fish and the fungi that have not been tested in fish but have shown positive results in
other organisms. Methods. We gather, discuss and compare the experimental, scientific and theoretical literature related
to the immunostimulant effect of macroscopic fungi in the cultivation of teleosts, as well as fungi whose stimulating effect
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has been positive in other organisms. Results. We evaluated more than 50 species of fungi with immunostimulating
properties. Nevertheless, in recent years, the effects of only eight species of macromycetes, belonging to the genera
Ganoderma, Inonotus, Lentinula, Pleurotus, and Trametes, have been evaluated in 17 published papers regarding the
immune response of nine species of fish. Seven of these papers are about isolated glucans, six about crude and alcoholic
extracts, two about pulverized basidiomata, and one about a mushroom fermented by-product. Gonclusions. Due to the
limited information on the immunostimulating effect of macromycetes on fish, more research is needed regarding other
fungi species with immunostimulant properties, the correct determination of fungi species, their culture, and in vivo and
in vitro tests that confirm their immune system effects on the model organism and target organism.

Keywords: fish, fungi, immunostimulants, macromycetes, teleost

INTRODUCCION

En el medio natural los peces utilizan diferentes estrategias para pre-
venir o controlar la aparicion de enfermedades provocadas ya sea por
un agente microbiologico o por parasitos. Estas estrategias consisten
en modificar su entorno, al trasladarse a areas en las que encuentran
variaciones en la salinidad, temperatura y cantidad de oxigeno (Ro-
berts, 1983). Por otro lado, el cultivo de peces se realiza en sistemas
intensivos y semiintensivos, los cuales constan de espacios cerrados
y sistemas controlados, cuya finalidad es aumentar la productividad
por unidad de espacio. Lo anterior propicia un entorno fisioldgico des-
favorable que aumenta la receptividad de infecciones y, por lo tanto,
favorece la aparicion de enfermedades (Sakai, 1999; Vazquéz-Pifieros
etal., 2012).

En acuicultura, en general, se utilizan diferentes medidas para el
control y la prevencion de enfermedades en los cultivos de peces: qui-
mioterapia, vacunacion y uso de inmunoestimulantes. No obstante, el
uso de los tratamientos quimioterapéuticos se ha dificultado, debido a
la capacidad de las bacterias de generar resistencia a los antibiéticos,
los cuales pueden prevalecer en el entorno (Sakai, 1999), y originar
problemas ambientales por la acumulacién de sustancias en el medio
(Anderson, 1992).

Con respecto a las vacunas y los inmunoestimulantes, ambos se
utilizan como medida de prevencion, pero son las primeras las mas
utilizadas, a pesar de que por lo regular no ofrecen proteccion contra
infecciones virales (Sakai, 1999). En el caso de los inmunoestimulantes,
Bricknell y Dalmo (2005) los definen como “un compuesto natural que
modula el sistema inmunitario mediante el aumento de la resistencia del
huésped frente a enfermedades que en la mayoria de circunstancias son
causadas por patdgenos”. Por lo tanto, los inmunoestimulantes tienen
gran potencial para ser utilizados como método profilactico contra en-
fermedades en el cultivo de peces (Raa, 2000; Bricknell & Dalmo, 2005;
Vazquez-Pifieros et al., 2012), ya que su uso ofrece multiples beneficios,
como reducir la mortalidad debida a infecciones por patégenos oportu-
nistas y aumentar la eficacia de vacunas que favorecen la supervivencia
en peces juveniles (Raa, 2000). El modo de accion de los inmunoesti-
mulantes consiste en la activacion del sistema inmune no especifico,
que es la primera linea de defensa contra patégenos presente en peces
sujetos a condiciones de estrés, ya que logra revertir los estados inmu-
nosupresivos (Ardenson, 1992; Sakai, 1999) debido al incremento de
respuestas celulares y humorales que inducen efectos de proteccion
contra enfermedades (Bricknell & Dalmo, 2005). Por lo anterior, los in-
munoestimulantes se consideran de especial interés para la acuicultura
(Krishnamoorthy & Ramasubramanian, 2014).

Los inmunoestimulantes pueden provenir de diferentes fuentes,
como agentes quimicos, componentes bacterianos, extractos anima-
les, extractos vegetales, factores nutricionales, citoquinas, levaduras y
hongos con micelio (Sakai, 1999; Raa, 2000). Aquéllos provenientes de
productos naturales son de especial interés, puesto que ademas tienen
un impacto positivo en el ambiente debido a su biodegradabilidad (Yin
etal., 2009).

En esta revision se muestra la informacion correspondiente a las
especies de hongos macroscopicos que han sido evaluadas como in-
munoestimulantes en el cultivo de peces teledsteos y también la de
aquellos hongos que no han sido probados en peces, pero que han
mostrado resultados positivos en la respuesta inmune de otros orga-
nismos.

INMUNOESTIMULANTES USADOS EN PECES

Existe una amplia gama de compuestos utilizados como inmunoesti-
mulantes en peces. Sakai (1999) los clasifica en: compuestos quimicos
(v. gr. levamisol), derivados de bacterias (v. gr. peptidoglucano), poli-
sacaridos (v. gr. quitina, quitosano, lentinina), extractos de plantas y
animales, factores nutricionales (v. gr. vitaminas C y E) y hormonas (v.
gr. lactoferrina, interferdn). En afos recientes se han llevado a cabo
estudios que involucran el efecto de compuestos diversos, sintéticos
o de origen natural, sobre la respuesta inmune de peces teledsteos.

Tan solo en trabajos respecto al uso de extractos de plantas en la
acuicultura, Reverter ef al. (2014) encontraron en su revision mas de
115 investigaciones entre 1996 y 2014, y concluyeron que los extrac-
tos de plantas tienen un gran potencial como quimioterapéuticos en la
acuicultura de peces. En cuanto a su efecto inmunoestimulante, duran-
te los ultimos afios (a partir de 2006) se han realizado investigaciones
en las que se involucra el efecto de diversas fuentes de origen vegetal.
Entre ellas estd la de Watanuki et al. (2006), en donde demostraron
que la dieta de carpa Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) con Spirulina
platensis (Gomont) Geitler incrementa la actividad fagocitica y la pro-
duccion de anion superoxido por células fagociticas; ademas, aumenta
la resistencia contra infecciones bacterianas por Aeromonas hydrophila
(Chester, 1901). Abasali y Mohamad (2010) demostraron que los ex-
tractos provenientes de cuatro especies de plantas (Cinnamomum ze-
ylanicum Blume, Juglans regia L., Mentha piperita L., Ocimun basilicum
L.), cuando se incluyeron en la dieta de Cyprinus carpio, tuvieron un
alto potencial como inmunoestimulantes al provocar un incremento en
la supervivencia de una infeccion por A. hydrophila. Bilen et al. (2013)
evaluaron el efecto de incluir extractos de la planta Cotinus coggygria
Scop. en la dieta de Cyprinus carpio sobre la resistencia a Vibrio an-

Hidrobiol6gica



Hongos macroscapicos como inmunoestimulantes en peces

guillarum (Bergman, 1909). Los resultados muestran que los extractos
tienen un efecto positivo en la estimulacion del sistema inmune y, por lo
tanto, un aumento de la resistencia al patdgeno mencionado. De igual
forma, Kumar et al. (2015) encontraron que la planta Mikania cordata
(Burm. f.) B. L. Rob., pulverizada y administrada en la dieta como ingre-
diente, incrementa los niveles de estallido respiratorio de la carpa Catla
catla (Hamilton, 1822) y, por consiguiente, la resistencia a la infeccion
por Aphanomyces invadans Willoughby.

Por otra parte, Tewary y Patra (2008) observaron que al suministrar
cantidades elevadas de vitamina C se aprecia un efecto en los parame-
tros de respuesta inmune no especifica (actividad fagocitica y estallido
respiratorio) y un aumento de la resistencia de Labeo rohita (Hamilton,
1822) a Aeromononas hydrophila. Asimismo, Guimarées et al. (2014)
mencionan que si bien la vitamina A tiene la capacidad de modificar los
parametros hematoldgicos, no ofrece un incremento en la resistencia
de Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) frente a Streptococcus iniae
(Pier, 1976).

El quitosano es otro de los compuestos de interés para su uso como
inmuoestimulante. Lin et al. (2012) evaluaron su efecto sobre la carpa
Koi, Cyprinus carpio var. haematopterus (Martens, 1876), y encontraron
que tiene un efecto positivo en la respuesta inmune y en la resistencia a
Aeromonas veronii. Este resultado es similar a lo reportado por Krishna-
moorthy y Ramasubramanian (2014), quienes analizaron el efecto del
quitosano adicionado a la dieta de C. carpio var. Haematopterus y con-
cluyen que el quitosano tiene la capacidad de mejorar el estado inmune
y el crecimiento de C. carpio var. haematopterus en cultivos acuicolas.

Uno de los inmunoestimulantes mas utilizados en la acuicultura
es el hongo levaduriforme Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C.
Hansen, ya sea que se incluya de forma directa, como ingrediente en el
alimento o a partir de productos derivados de su extracto. La aplicacion
de esta levadura ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad
para mejorar el mecanismo de defensa innato de los peces (El-Boshy et
al., 2010; Del Rio-Zaragoza et al., 2011; Lin et al., 2011).

Como se puede ver, debido a sus propiedades antitumorales, an-
tioxidantes, antibi6ticas y antidiabéticas (Wasser, 2011), el interés en el
estudio de los hongos se ha incrementado en los Ultimos afios. Ademas
existen registros de que los hongos macroscopicos afiadidos a las die-
tas pueden actuar como inmunoestimulantes y mejorar la resistencia
de los peces ante las enfermedades (Yin et al., 2008). Lo anterior se
debe a que todos los hongos contienen una amplia gama de compues-
tos, entre los que sobresalen aquéllos con propiedades inmunomodu-
ladoras tales como lectinas, polisacaridos, proteinas y terpenoides (El-
Enshasy & Hatti-Kaul, 2013), sin importar si provienen de recolectas de
los cuerpos fructiferos del medio natural o cultivados, o bien de cultivos
de micelio (Wasser, 2002). En cuanto a los polisacaridos, éstos se en-
cuentran en forma de glucanos con diferentes tipos de enlaces, tales
como p-glucanos (1 — 3), (1 — 6) y -a-glucanos (1 — 3). De ellos, el
[-glucano (1 — 3) se asocia a una mayor actividad inmunoestimulante
(Wasser, 2002).

Ademas, los hongos contienen una amplia variedad de vitaminas
y minerales. Dentro de las primeras se puede encontrar vitamina C,
B1 (tiamina), B2 (riboflavina), acido félico, acido pantoténico y niacina,
y dentro de los segundos puede hallarse Ca, Cr, Cu, Fe, K, Na, Py Zn
(Caglarlrmak et al., 2002; Sadler, 2003). Entre éstos, algunos como la
vitamina C o el Cu y Zn se han asociado al incremento en la respuesta
inmune (Ronddn-Barragan, 2004).
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Con base en lo anterior, se puede afirmar que los hongos macros-
copicos tienen un alto potencial para su uso en la acuicultura, ya que
ademas de contener compuestos que pueden aportar efectos positivos,
tanto en la respuesta inmune como en el crecimiento, permiten reducir
costos al prescindir del uso de sustancias altamente purificadas (Yin
etal., 2008).

HONGOS MACROSCOPICOS CON USO POTENCIAL COMO
INMUNOESTIMULANTES EN LA ACUICULTURA DE PECES
TELEGSTEOS

El-Enshasy y Hatti-Kaul (2013) indican que en mas de 50 especies de
hongos se ha comprobado la presencia de propiedades inmunomodu-
ladoras, de las cuales, de acuerdo con los criterios de estos autores,
los 10 mas estudiados son Agaricus subrufescens Peck, Cordyceps
sinensis (Berk.) Sacc., Ganoderma lucidum, Grifola frondosa (Dicks.)
Gray, Hericium erinaceus (Bull.) Pers., Inonotus obliquus, Lentinula edo-
des, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolory Wolfiporia cocos (Peck)
Ginns. De la lista anterior, solo se ha estudiado el efecto de Ganoderma
lucidum'y L. edodes sobre el sistema inmune de los peces. En el to-
tal de especies que se citan en el trabajo de El-Enshasy y Hatti-Kaul
(2013), no se incluye a Pleurotus floriday P. eryngii, a pesar de que P
florida ha demostrado contener polisacaridos que mejoran la respuesta
inmune mediante la activacion de los macréfagos (Dey et al., 2010;
Ghazanfari et al., 2010). Por su parte, P. eryngii estimula el sistema
inmune y proporciona un efecto antitumoral (Jeong et al., 2010). Otro
macromicete con potencial es Ganoderma curtisii (Berk.) Murrill, pues
contiene triterpenoides que activan la produccion de 6xido nitrico (Jiao
et al., 2016) y ademas es considerado como una fuente de gran canti-
dad de antioxidantes naturales (Huerta et al., 2016).

Ademas de los macromicetes mencionados en el trabajo de El-
Enshasy y Hatti-Kaul (2013), en la Tabla 1 se muestran los que tienen
un alto potencial de uso en la acuicultura por su énfasis en la mejora
de la respuesta inmune. Lo anterior debido a que han presentado efec-
tos positivos sobre la proliferacion de citoquinas y diversos leucocitos,
mejora de la actividad fagocitica, produccion de especies reactivas de
oxigeno que disminuyen el desarrollo de agentes patdgenos e incluso
mayor actividad de células NK (Natural Killer), lo cual demuestra que
poseen actividad antitumoral.

INMUNOESTIMULACION EN PECES POR MACROMICETES

En la Tabla 2 se muestran investigaciones que abordan el efecto de
hongos macroscopicos 0 macromicetes en la respuesta inmune de pe-
ces. En ellas se utilizan ocho especies de macromicetes y se agrupa-
ron en seis géneros: Ganoderma P. Karst., Inonotus P. Karst., Lentinula
Earle, Pleurotus (Fr.) P. Kumm., Phellinus Quél. y Trametes Fr. (=Co-
riolus Quél.). Su efecto se valor a través de la formulacion de dietas
experimentales administradas via intraperitoneal e in vitro. Las espe-
cies de peces utilizadas fueron la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792), la carpa Catla catla, Oreochromis niloticus, |a carpa
Cyprinus carpio, Epinephelus bruneus (Bloch, 1793), Carassius auratus
gibelo (Bloch, 1782), E. coioides (Hamilton, 1822), Pangasius bocourti
(Sauvage, 1880) y Silurus asotus (Linnaeus, 1758). De los hongos es-
tudiados se evaluaron los glucanos purificados; en siete se utilizaron
extractos, basidiomas completos pulverizados y un subproducto.
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Con respecto a los macromicetes cuyo efecto sobre la respuesta
inmune de los peces ha sido estudiado, Ganoderma Ilucidum (Curtis)
P. Karst. es el mas frecuente, mientras que, Carassius auratus gibelo,
Cyprinus carpio, E. coioidesy 0. Niloticus son las especies sobre las que
se ha demostrado su influencia. En todos los casos, G. lucidum se ad-
ministro a través de la dieta. Chang et al. (2013) emplearon una mezcla
de B-glucanos de G. lucidum'y Trametes versicolor (L.) Lloyd. Por su
parte, Catap et al. (2013) son los Gnicos en incluir todo el basidioma de
esta G. lucidum pulverizado en la dieta. En tres investigaciones (Kamil-
ya et al., 2006a, 2006b, 2008) se evallia Pleurotus florida Singer. Esta
especie es la Unica que se ha estudiado in vitro, por inyeccion intrape-
ritoneal y por medio de la dieta. En los tres casos se administrd sobre
la carpa Calta calta, donde los autores concluyeron que se observa una
alta inmunoestimulacion.

Ademas, en los trabajos que utilizaron Pleurotus ostreatus (Jacq.)
P. Kumm, se analizaron un subproducto fermentado, $-glucanos, y dos
de sus extractos (acuoso y alcohdlico), los cuales se probaron sobre
Silurus asotus, Cyprinus carpio 'y Oncorhynchus mykiss, respectiva-
mente (DobSikova et al., 2013; Katya et al., 2014; Bilen et al., 2016;
Ulukdy et al., 2016). Asimismo, se probd el efecto del lentinan, un
[-glucano de Lentinula edodes (Berk.) Pegler, y un extracto de este
macromicete, en ambos casos sobre Oncorhynchus mykiss (Djordjevic
et al., 2009; Baba et al., 2015). En contraste, los hongos Inonotus obli-
quus (Fr.) Pilat y Phellinus linteus (Berk. & M.A. Curtis) Teng se probaron
sobre Epinephelus bruneus (Harikrishnan et al., 2011, 2012). Por otra
parte, se evaluo el efecto de Pleurotus eryngii (DC.) Quél. sobre Panga-
sius bocourti (Sauvage, 1880) (Van-Doan et al., 2016). Es preciso sefia-
lar que en todos los casos mencionados los macromicetes estudiados
muestran efectos positivos sobre la respuesta inmune de los peces.
Incluso en el trabajo de Djordjevic et al. (2009), los autores mencionan
que si bien el lentinan no muestra efecto alguno sobre los parametros
indicadores de la respuesta inmune, si presenta un efecto positivo en el
incremento de la resistencia de Oncorhynchus mykiss a un lipopolisa-
carido de Escherichia coli (Escherich, 1885).

DISCUSION

El nimero de investigaciones de hongos macroscopicos con efectos
inmunoestimulantes sobre peces es reducido en comparacion con el
niimero de trabajos enfocados en el uso de otros grupos, como el de
plantas medicinales (Reverter et al., 2014). Lo anterior, a pesar de
trabajos como el de El-Enshasy y Hatti-Kaul (2013), que evidencian
la diversidad de especies con un alto potencial para su aplicacion. En
la tabla 2 se observa que la mayoria de las investigaciones se cen-
tran en los estudios realizados con las especies Ganoderma lucidum,
Lentinula edodes y algunas del género Pleurotus. Esto se debe a que
se tiene desarrollada una metodologia de cultivo, lo que facilita la ob-
tencion de basidiocarpos en cantidades suficientes, provenientes de
un mismo lote y con caracteristicas particulares de cultivo (variedad,
sustrato, etc.) para bioensayos. En cambio, existen muchas especies
de hongos que si bien tienen un alto potencial por sus efectos in-
munoestimulantes, son de habitos micorrizégenos que complican su
produccion controlada en laboratorios, pues estan fuertemente aso-
ciadas a diferentes especies de plantas y comunidades bacterianas
presentes en el medio natural.

Ruiz-Gonzélez L. E. etal.

CONCLUSIONES

Como hemos demostrado, el uso de hongos macroscopicos en la acui-
cultura ofrece una amplia gama de propiedades nutricionales y medi-
cinales que permiten disminuir las pérdidas por la aparicion repentina
de enfermedades en los cultivos de peces, pero la informacion sobre su
aplicacion en estos organismos resulta escasa. Por lo tanto, es nece-
sario emprender investigaciones que aborden su uso a nivel industrial,
con capacidad de satisfacer las necesidades de un mercado exigente
como lo es la acuicultura. Lo que esta investigacion sugiere particular-
mente es, en primer lugar, realizar estudios enfocados al desarrollo del
cultivo de las especies de macromicetes y, en segundo lugar, efectuar
pruebas in vitro e in vivo que comprueben sus efectos, tanto en orga-
nismos modelo como en organismos blanco, con el fin de garantizar su
viabilidad y optimizar su utilidad en la produccion acuicola.
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RESUMEN

Antecedentes. Los dientes pueden cambiar significativamente de for-
ma y tamafio, dependiendo de su posicion en la mandibula, de la edad
y el sexo del organismo. Algunas veces, debido a la pérdida continua
de éstos, se presenta una descripcion incompleta de la morfologia
dentaria para varias especies de batoideos, lo cual dificulta evaluar di-
ferencias intraespecificas e interespecificas. Objetivos. Describir las
diferencias en la morfologia dentaria, asi como la disposicion de los
dientes en adultos de dos especies de batoideos (Urotrygon nana'y U.
rogersi) distribuidos sobre los fondos blandos de la plataforma conti-
nental del océano Pacifico tropical mexicano. Métodos. Se recolecta-
ron las mandibulas de diez individuos adultos de U. nanay de U. rogersi,
se conto el nimero de filas y series de la primera hilera funcional y se
realizé la descripcion de la forma de los cartilagos y de los dientes.
Ademas, se identificé el tipo de heterodoncia. Resultados. Se obser-
varon similitudes entre los cartilagos y los dientes de ambas especies.
En ambos sexos de U. nana se presentd heterodoncia monognatica y
se observaron tres morfotipos dentarios en el palatocuadrado y dos en
el cartilago de Meckel. Para U. rogersi se encontré una heterodoncia
sexual con un solo morfotipo. Gonclusiones. Es necesario ampliar el
nimero de muestra, a fin de considerar los diferentes estadios de vida,
y desarrollar estudios de caracter etologico que aporten informacion
sobre el comportamiento reproductivo de las especies.

Palabras clave: batoideos, denticion, mandibula, morfologia

ABSTRACT

Background. Teeth can change significantly in shape and size depen-
ding on their position in the jaw, age and sex of the organism. Some-
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times due to the loss of these teeth, an incomplete description of the
dental morphology exists for several batoid species, which makes it
difficult to evaluate intraspecific and interspecific differences. Goals.
Describe the differences in tooth morphology as well as the arrange-
ment of teeth in adults of two species of batoids (Urotrygon nana and
U. rogersi) distributed over soft bottoms of the continental shelf of the
Mexican tropical Pacific. Methods. After collecting the jaws of ten adult
individuals of U. nana and U. rogersi we counted the number of rows
and series of the first functional row, and described the shape of the
cartilage and teeth. In addition, we identified the type of heterodonty.
Results. Similarities between the cartilage and teeth of both species
were observed. In both sexes of U. nana monognatic heterodonty was
observed, with three dental morphotypes in Palatocuadrado and two
in Meckel’s cartilage. U. rogersi has sexual heterodonty with just one
morph. Conclusions. We believe it is necessary to expand the num-
ber of samples (taking into account the different stages of life), and
generate additional ethological studies that provide information on the
reproductive behavior of the species.

Keywords: batoids, dentition, jaw, morphology

La variacion morfoldgica del aparato bucal se refleja principalmente en
el tipo de denticion, asi como en la fuerza y abertura de la mandibula,
los cuales a su vez definen el tipo y tamafio de las presas consumidas;
ademas, algunos estudios reportan diferencias entre sexos en la forma
y tamafio de los dientes de varias especies de elasmobranquios (Feduc-
cia & Slaughter, 1974; Wootton, 1990; Winemiller, 1991; Gerking, 1994;
Saez & Laminilla, 2004).

Adicionalmente, las caracteristicas dentales son en muchos casos,
el tinico rasgo disponible para la discriminacion entre elasmobranquios,
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de tal manera que la observacion y descripcion de los patrones en los
dientes contribuye al conocimiento del grupo en estudio (Mendoza-
Vargas & Espinosa-Arrubarrena, 2016). Sin embargo, debido al reem-
plazo continuo de los dientes (polifiodontos; Moss, 1972), en ocasiones
se presenta una descripcion incompleta de la morfologia dentaria en
varias especies de batoideos, lo que dificulta una evaluacion de las di-
ferencias intraespecificas e interespecificas. Sumado a ello, los dientes
pueden cambiar significativamente de forma y tamafio en funcion de su
posicion en la mandibula, la edad y el sexo del organismo.

El presente estudio describe las diferencias intra e interespecifi-
cas en la morfologia y disposicion de los dientes en dos especies de
batoideos: Urotrygon rogersi (Jordan & Starks, 1985) y Urotrygon nana
Miyake & McEachran, 1988, con el fin de aportar informacion morfo-
funcional para futuros estudios comparativos.

Con este fin, se recolectaron las mandibulas de diez individuos adul-
tos (cinco de cada sexo) de U. nana (20.6 cm a 22.9 cm LT) y de U.
rogersi (30.9 cm a 41.2 cm LT). Los organismos fueron capturados en la
pesqueria de arrastre comercial de camaron en la plataforma continental
frente a Nayarit y Sinaloa, México, entre septiembre de 2007 y marzo de
2008. Las mandibulas fueron limpiadas manualmente y se fotografiaron
con una camara digital de 12 megapixeles (Canon Powershot Sx510).

Con la ayuda de un microscopio se contd el numero de series 0
hileras (alineacion mesiodistal de los dientes a lo largo del borde de
la mandibula) y filas (secuencia labiolingual del diente) de la primera
hilera funcional, desde la sinfisis hasta los extremos de ambos cartila-
gos; para ello, las placas dentarias fueron divididas en dos secciones:
comisurales y sinfisiales (Fig.1a). Se describid la forma de los cartilagos
y la posicion y estructura de cada diente (corona y raiz; Fig.1b). Se
identificd el tipo de heterodoncia y la morfologia de la denticion: cus-
pide redonda (R), cispide aguzada (A), y clspide redonda en comisura
y aguzada en sinfisis (R+A) (McEachran & Stehmann, 1984; Braccini &
Chiaramonte, 2002).

Se observaron similitudes entre los cartilagos y los dientes de am-
bas especies, como la presencia de una sinfisis mandibular en ambos

Navarro-Gonzalez J. A. etal.

cartilagos, el Palatocuadrado mas delgado que el cartilago de Meckel
y condilos anteriores y articulares completamente desarrollados. Los
dientes de ambas especies se encuentran unidos a la mandibula me-
diante la superficie adherente (seccion de la raiz que se asienta en
la membrana dental, tejido conectivo fibroso), asi mismo, en la parte
media de la raiz se observa un surco transversal que, en vista labial,
presenta dos pequefios lobulos. Por otro lado, la corona muestra una
cuspide primaria bien desarrollada en ambas especies.

Mandibulas de Urotrygon nana. En el Palatocuadrado (Pc), U. nana
presentd de 32 a 37 filas y de 6 a 9 series, con 192 y 333 dientes. En
el cartilago de Meckel (CM) el ndmero de filas varid entre 33y 37,y
entre 6 a 11 series, con 198 a 407 dientes. Las hembras presentaron
una fila de dientes mas en las comisuras del cartilago de Meckel
(Tabla 1).

Denticion de Urotrygon nana. En ambos sexos se presentd hetero-
doncia monognatica, la cual se caracteriza por mostrar tres morfotipos
dentarios en el Palatocuadrado (Fig. 2a). EI morfotipo | se localiza en las
comisuras y se caracteriza por ser mas ancho que alto, con ctspides
R. EI morfotipo Il se localiza en la parte media, entre la comisura y
la sinfisis, y se caracteriza por presentar una forma intermedia entre
romboide y ovalada con cuspides redondeadas. EI morfotipo Il se en-
cuentra en las diez hileras intermedias y la fila sinfisial del Palatocua-
drado, y presenta una forma triangular con una pequefa cuspide que
apunta al interior de la boca, rasgo mas conspicuo en hembras que en
machos (Fig. 2b). En el cartilago de Meckel unicamente se observaron
los morfotipos | y I, que muestran las cuspides mas desgastadas que
en el Palatocuadrado.

Mandibulas de Urotrygon rogersi. E| Palatocuadrado present6 de 38
a 46 filas y de 7 a 11 series, con 266 y 506 dientes. En el cartilago de
Meckel el nimero de filas varié entre 32 y 40, y de 8 a 14 series, con
256 a 560 dientes. Se observaron diferencias en las formulas dentarias
entre machos y hembras; éstas Ultimas presentaron un mayor nimero
de filas dentales tanto en el Palatocuadrado (23/22) como en la comi-
sura derecha del cartilago de Meckel (21). En el caso de los machos, se

Quilla Corona

Base de la corona

1 mm Raiz

Figuras 1a-b. a) Mandibula tipica de un batoideo, que indica las estructuras consideradas para la descripcion morfoldgica y las secciones de la placa dentaria.
PC: Palatocuadrado; Pld: Placa dentaria; Can: Condilo anterior; Car: Condilo articular; CM: Cartilago de Meckel; S: Sinfisis). b) Caracteres morfoldgicos utilizados para

la descripcion de los dientes.
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Tabla 1. Numero de filas y series de dientes en Palatocuadrado y cartilago de Meckel de Urotrygon nana Miyake & McEachran, 1988 y Urotrygon
rogersi (Jordan & Starks, 1985). Cder: Comisura derecha; S: Sinfisis; Cizq: Comisura izquierda.

Palatocuadrado Cartilago de Meckel
Especie  Seo C, S C, Filas  Series C, S G, Filas  Series
U. nana 3 17-18 1 17-18 35-37 7-9 16-17 1 16-17 33-35 6-11
Q 16-18 1 15-18 32-37 6-9 16-18 1 16-18 33-37 7-11
U. rogersi 3 18-19 1 19 38-39 7-1 16-20 1 15-20 32-40 9-14
Q 23 1 22 46 8-10 21 1 18 40 8-10

presentd mayor cantidad de filas en la comisura izquierda del cartilago
de Meckel (20) (Tabla 1).

Denticion de Urotrygon rogersi. La revision de las placas dentarias
revel6 una heterodoncia sexual o dimorfismo sexual con un solo morfo-
tipo. Todos los dientes de los machos presentaron cuspides A (Fig. 2c)
orientadas hacia el interior de la boca, mientras que para las hembras,
las cuspides son R con la presencia de una cresta transversal (surco
en la parte media; Fig. 2d). En ambos sexos el tamafo del diente y del
apice se reduce gradualmente conforme se aproximan a las comisuras
bucales.

Los resultados del analisis de las placas dentarias revelaron una
heterodoncia sexual en organismos adultos de U. rogersi. Este patron
de dimorfismo sexual en la denticion es comun en otras especies de
batoideos, donde se han observado cambios en los machos durante
la temporada reproductiva principalmente (Kajimura & Tricas, 1996;

Saez & Laminilla, 2004; Braccini & Chiaramonte, 2002; Rangel et al.,
2014).

Se ha descrito que la presencia de dientes relativamente largos
con cuspides aguzadas es caracteristica de organismos que atrapan
0 sujetan sus presas antes de tragarlas; sin embargo, la heterodoncia
sexual de U. rogersi no parece ajustarse a este patron, pues a pesar
de la marcada diferencia morfoldgica en los elementos dentales, am-
bos sexos consumen practicamente el mismo tipo de presas, difiriendo
Unicamente en las proporciones en las que son consumidas (Navarro-
Gonzalez et al., 2012).

En el caso de U. nana, el arreglo dentario de hembras y machos
se caracterizo por la presencia de una heterodoncia monognatica, lo
cual ha sido observado en otras especies de batoideos como Discopyge
tschudii Heckel, 1846 (Spath et al., 2017). Este tipo de arreglo dista
mucho de la configuracion dentaria de U. rogersi, por lo que se conside-
ra necesario ampliar el nimero de muestra, considerando los diferen-

10 mm

10 mm

10 mm

Figuras 2a-d. a-b) Mandibula y dientes del Palatocuadrado de Urotrygon nana Miyake & McEachran, 1988. a) macho; b) hembra; c-d) Mandibula y dientes del Pala-
tocuadrado de macho (c) y hembra (d) de Urotrygon rogersi (Jordan & Starks,1895). A: Comisural; B: Medio; C: Sinfisial.
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tes estadios de vida, y desarrollar estudios etoldgicos de las especies,
que permitan evaluar las relaciones entre los patrones dentarios y el
comportamiento reproductivo de las especies.
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173-191.

Systematics Agenda. 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Charting
the Biosphere. Technical Report. New york. 34 p.
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also available at:) http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wh/cona/
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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.
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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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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: mem@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.



228

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.
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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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