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RESUMEN

Un total de 800 larvas del gruiién Leuresthes tenuis, obtenidas mediante fertilizacion e
incubacién artificial, fueron cultivadas en condiciones de laboratorio. Se describe el método de
incubacién de huevecillos. Las larvas fueron cultivadas hasta la metamorfosis, 40 dias después de
la eclosién, en acuarios rectangulares con 20 litros de agua de mar y densidad de siembra de
10 larvas]-1. Laslarvas fueron alimentadas con nauplios de Artemia sp. recién eclosionados,a una
concentracién de 500 nauplios.I= los primeros 20 dias y a 1,000 nauplios.1-1 los 20 dias restantes;
al medio de cultivo se le afiadi6 el nanoflagelado Tetraselmis suecica. A lo largo del periodo de
cultivo se registraron el crecimiento, la supervivencia y el factor de condicién (altura
corporal/longitud estdndar). Las larvas a los 40 dias después de la eclosién alcanzaron una
longitud estidndar promedio de 15.1 mm, el crecimiento larval fue lineal y se represent6 por la
ecuacién L = 7.40 + 0.19t (n = 14, r2 = 0.99, p < 0.0001). La supervivencia promedio final fue
del 76.6%. Las larvas del gruiién L. fenuis son féciles de cultivar en laboratorio y requieren
relativamente menos alimento que larvas con caracteristicas similares, por lo que representan una
buena alternativa para cultivos experimentales.

ABSTRACT

A total of 800 larvae of the grunion Leuwresthes tenuis, obtained by means of fertilization
and artificial incubation, were cultured under laboratory conditions. The method used to incubate
the eggs is described. The larvae were cultured to metamorphosis, 40 days after hatching, in
rectangular tanks with 20 litres of seawater and stocking density of 10 larvae.l"1, The larvae were
fed with recently hatched Artemia nauplii, at a concentration of 500 naupliil-1 the first 20 days
and 1,000 naupliil-! the next 20 days. The nanoflagellate Tetraselmis suecica was added to
the culture medium. Growth, survival and condition factor (body height/standard length)
were recorded throughout the culture period. Forty days after hatching, the average standard
length of the larvae was 15.1 mm, larval growth was linear and represented by the equation
L =740 +0.19t(n = 14, 12 = 0.99, p < 0.0001). Final average survival was 76.6%. The larvae of
the grunion L. tenuis are easy to culture in the laboratory and require relatively less food than
larvae with similar characteristics. Therefore, they are a good alternative for experimental
cultures.

*Direccién actual: Centro de Investigaciones de Quintana Roo (CIQRO), Departamento de
Ecologia Acuética, Apartado Postal 424, Chetumal, Quintana Roo, México.
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INTRODUCCION

El ciclo de vida de la mayoria de los
peces estd constituido por cuatro estadios:
huevo, iarva, juvenii y aduito. Durante ios dos
primeros ocurren las mortalidades més altas
(Dahlberg, 1979); por lo que desde principios
de sigio se ha considerado que en los estadios
larvales, particularmente al inicio de la ali-
mentacion ex(’)gena se determina el reclu-
tamiento (Hjort, 1914, 1926; May, 1974). Lo
anterior ha sido recientemente modificado al
reconocer que también las variaciones en la
mortalidad de estadios larvales méas avanzados
y juveniles pueden influir significativamente
en la fuerza de la clase anual (Smith, 1985).
Del estudio dc la ccologia de los juveniles, se
espera esclarecer procesos clave de la dindmica
poblacional de los peces (Bakun et al., 1982).
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INTRODUCTION

The life cycle of most fishes consists of
four stages: egg, larva, juvenile and adult.
Highest mortalities occur during the first two
(Dahlberg, 1979), and since the beginning of
the century it has been considered that
recruitment is determined during the iarvai
stages, especially when exogenous feeding
begins (Hjort, 1914, 1926; May, 1974). Re-
cently, it is has been recognized that varia-
tions in the mortality of more advanced larval
stages and juveniles can significantly influence
year-class strength (Smith, 1985). The ecoiog-
ical study of juveniles should clarify key
processes in the dynamics of fish populations
1982).

Despite the impulse given to laboratory
studies to evaluate growth and survival of fish
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cally important fishes (Schultze, 1983).

Massive spawning of the grunion occurs
from February to the end of August, with
semilunar periodicity. The eggs are incubated
in the sand for two weeks and hatch when the
sand is stirred by the next series of high tides
(Walker, 1949, 1952). On hatching, the larvae
are big (6.7-89 mm), highly developed and
very active (Hubbs, 1965; May, 1971).

Several laboratory studies have been
carried out with grunion larvae, most dealing
with the effect of abiotic factors and toxic
substances on the larvae (Ehrlich and Farris,
1971; Reynolds et al., 1976, 1977; Ehrlich and
Muszynski, 1982; Borthwick er al., 1985;
Rosales-Casian, 1986). May (1971) cultured L.
tenuis larvae for 20 days and reported their
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Se han realizado varios estudios de
mayoria referentes al efecto de factores abié-
ticos y sustancias téxicas sobre las larvas
(Ehrlich y Farris, 1971; Reynolds et al., 1976,
1977, Ehrlich y Muszynski, 1982; Borthwick et
al., 1985; Rosales-Casidn, 1986). May (1971)
cultivé larvas de L. tenuis por un periodo de
20 dias y reporté su alta resistencia a la
inanicién. Se ha determinado, para los
primeros 14 dias de vida larval, el papel
del nanoflagelado Tetraselmis suecica como
fuente de alimento Gnica o complementaria
(Vésquez-Yeomanset al., 1990) y el efecto de
la densidad de siembra y el nivel de alimento
(Sosa-Cordero, 1987).

El objetivo de este trabajo fue describir
el crecimiento, la superviviencia y el factor de
condicién de larvas del grufién Leuresthes
tenuis durante los 40 dias posteriores a la
eclosién, hasta la metamorfosis, bajo condi-
ciones de laboratorio consideradas como opti-
mas. Las técnicas de incubacién y cultivo lar-
val utilizadas se proponen como estidndar para
esta especie. La informacién puede conside-
rarse como punto de referencia para comparar
el desempeiio de estas larvas en condiciones
lejanas al 6ptimo, o bajo el efecto de diversos
factores. En este sentido, en la discusién se
comparan los resultados obtenidos para la
misma especie por Sosa-Cordero (1987).

MATERIALES Y METODOS
Colecta

Los adultos del gruiién Leuresthes
tenuis (Ayres) fueron colectados el 26 de abril
de 1986 en la playa arenosa de Playitas,
Ensenada, Baja California. Los huevecillos de
seis hembras fueron colocados en un frasco
de vidrio con agua de mar y fertilizados con
el esperma de tres machos. Después de 15
minutos, los huevos fertilizados fueron lavados
varias veces con agua de mar.

Método de incubacién

Los huevecillos fueron colocados en una
botella de vidrio con 350 ml de agua de mar
filtrada a 3 ». Se suministré un flujo moderado
de aire de modo constante a fin de que los
huevecillos estuvieran suspendidos. Las bote-
ilas de incubacién fueron cubiertas con papel
aluminio para proteger a los huevecillos de la

high resistance to inanition. The role of the
nanoflagellate Tetraselmis suecica as the only
or complementary source of food (Vasquez-
Yeomans et al, 1990) and the effects of
stocking density and food level (Sosa-Cordero,
1987) have been determined for the first 14
days of larval life.

The objective of this study was to
describe the growth, survival and condition
factor of grunion Leuresthes tenuis larvae
during the 40 days after hatching until
metamorphosis, under optimum laboratory
conditions. The incubation and larval rearing
techniques used are proposed as standard for
this species. The information can be used as
referenceto compare the development of these
larvae under far from optimum conditions or
under the effect of several factors. The results
obtained by Sosa-Cordero (1987) for the same
species are compared in the discussion.

MATERIAL AND METHODS
Collection

Adults of the grunion Lewresthes tenuis
(Ayres) were collected on 26 April, 1986 from
Playitas Beach, Ensenada, Baja California
(Mexico). The eggs of six females were placed
in glass flasks with seawater and fertilized
with the sperm of three males. After 15
minutes, the fertilized eggs were rinsed several
times with seawater.

Incubation method

The eggs were placed in a glass bottle
with 350 ml of filtered (3 «) seawater. Suffi-
cient aeration was supplied to maintain the
eggs in suspension. The incubation bottles
were covered with foil paper to protect the
eggs from the light (May, 1971). Mean incu-
bation temperature was 17.8°C. After 10 days
of incubation, hatching of the larvae was
provoked with a slight but sudden increase in
aeration. The recently hatched larvae were
carefully transferred to rearing tanks and 30
larvae were selected at random to measure
initial length.

Culture conditions

The larvae were cultured in rectangular
giass tanks with 20 litres of fiitered (3 u)
seawater. Stocking density was 10 larvae.i-1.
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luz (May, 1971). La temperatura media de
incubacién fue 17.8°C. Después de 10 dias de
incubacién, se provocd la eclosion de las larvas
con un ligero aumento, pero abrupto, en la
aireacion. Las larvas recién eclosionadas
fueron transferidas cuidadosamente a los re-
cipientes de cultivo y al azar se seleccion6 una
muestra de 30 larvas para medir la longitud
inicial.

Condicion de cultivo

Las larvas fueron cultivadas en acuarios
rectangulares de vidrio con 20 litros de agua
de mar filtrada (3 »). La densidad de siembra
fue de 10 larvas.l"1. La temperatura promedio
del agua fue de 18.3 + 0.5°C y la salinidad de
329 + 19/00. La iluminacién fue proporcio-
nada por lamparas fluorescentes de luz blanca
fria (75 watts) colocadas 40 cm arriba de los
acuarios; el fotoperiodo fuede 14 horas de luz
y 10 horas de oscuridad.

Un dia antes de iniciar el cultivo larval,
se agreg6 al agua de mar de los acuarios el
nanoflagelado Tetraselmis suecica para esta-
blecer una concentracién de 5,000 cel.mi-? Y,
a partir del dia 4 después de la eclosion, se les
proporcioné a las larvas como alimento nau-
plios de Artemia recién eclosionados. Durante
los primeros 20 dias de cultivo se ofrecié una
concentracién de alimento de 500 nauplios.l*!
y los 20 dias restantes de 1,000 nauplios.l"1.
Los nauplios de Artemia fueron obtenidos
mediante metodologia estandar (Sorgeloos y
Persoone, 1975). Las concentraciones de T.
suecica y de nauplios de Artemia fluctuaron a
lo largo del experimento, pero diariamente
fueron revisadas y controladas por lo que se
mantuvieron relativamente cerca (*10-209%)
a las designadas; en los casos pertinentes, las
concentraciones fueron ajustadas (Véasquez-
Yeomanset al., 1990). Las concentraciones de
T. suecica de cada acuario fueron revisadas
dos veces al dia (se contaron con el hemato-
citémetro Fuch-Rosenthal). Las concentra-
ciones de los nauplios de Artemia fueron
estimadas tres veces al dfa, a partir de
alicuotas de 60 ml (Visquez-Yeomans, 1987).

Mediciones
La temperatura y salinidad fueron me-

didas dos veces al dia. Todas las larvas
muertas de gruiién eran extraidas de los

Average water temperature was 18.3 + 0.56C
and salinity 329 * 19/00. Illumination was
provided by cold white-light fluorescent lamps
(75 watts) placed 40 cm above the tanks, with
a 14-h-light and 10-h-dark photoperiod.

One day before beginning the larval
culture, the nanoflagellate Tetraselmis suecica
was added to the tanks to establish a concen-
tration of 5,000 cells.ml”!. From day 4 after
hatching the larvae were fed with recently
hatched Artemia nauplii, at a concentration of
S00 naupliil-! the first 20 days and 1,000
nauplii.l-1 the next 20 days. The Artemia
nauplii were obtained using standard methods
(Sorgeloos and Persoone, 1975). The concen-
trations of T. suecica and Artemia nauplii
varied throughout the experiment but were
checked and controlled daily and consequently
were kept relatively close (+10-20%)to those
designated. When necessary, the concentra-
tions were adjusted (Vasquez-Yeomanset al.,
1990). The concentrations of T. suecica in
each tank were checked twice daily (counted
with a Fuch-Rosenthal hematocitometer). The
concentrations of Artemia nauplii were esti-
mated three times daily from 60 ml aliquots
(Vasquez-Yeomans, 1987).

Measurements

Temperature and salinity were measured
twice daily. All the dead grunion larvae were
removed from the tanks twice daily (morning
and afternoon) and this helped to determine
daily survival. These values were corrected to
consider fishing mortality caused by the
removal of live larvae for size measurements,
according to Quifiénez-Velazquez (1985).
During the experiment, three live larvac were
randomly removed from each tank on day 4
after hatching and subsequently every three
days. The larvae were anesthetized with
MS-222 and measured from the tip of the
maxilla to the end of the notochord and, after
flection of the notochord, to the tip of the
hypural plates (standard length; May, 1971).
Body height corresponded to the widest
transversal segment behind the stomach
(Houde, 1975). The measurements were made
with an ocular micrometer on a dissecting
microscope. Finally, at the end of the experi-
ment, all live larvae were counted and the
final length was established with a random
sample of 10 larvae from each tank.
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acuarios dos veces al dia (am y pmy); su
ndmero sirvié para determinar la superviven-
cia diaria. Estos valores fueron corregidos para
considerar la mortalidad por pesca ocasionada
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ciones de talla, siguiendo el planteamiento de
Quifiénez-Veldzquez (1985). Durante el expe-
rimento se extrajeron de cada acuario al azar,
tres larvas vivas el dia 4 después de la eclosién
y posteriormente cada tres dias. Las larvas
fueron anestesiadas con MS-222 y medidas
desde el extremo mds anterior de la maxila
hasta el final del notocordio y después de la
flexién del notocordio se midieron hasta el
limite posterior de los elementos hipurales
(longitud estdndar; May, 1971). La altura
corporal correspondié al segmento transversal
més ancho posterior a la reglén estomacal
(Houde, 1975). Las medidas fueron hechas con
un microscopio de diseccién equipado con un
micrémetro ocular. Finalmente, al término del
experimento todas las larvas vivas fueron con-
tadas y con una muestra al azar de 10 larvas
de cada acuario se estableci6 la longitud final.

Andlisis y procesamiento de datos

Las mediciones sucesivas de talla
promedio (n > 12) de las larvas a lo largo del
experimento fueron ajustadas, como una
primera aproximacién, a un modelo de regre-
sién lineal con respecto al tiempo. Se efec-
tuaron las pruebas de significancia de la
regresién, normalidad y homogeneidad de
varianza de residuos (Sokal y Rohif, 1981;
Steele y Torrie, 1985).

Para comparar los datos obtenidos en el
presente trabajo con los observados en con-
diciones de cultivo similares pero a menores
concentraciones de alimento (50, 100, 250 y
500 nauplios de Artemia.l-1), se aplicé un
ANOVA de una via con repeticiones; pre-
viamente se efectuaron las pruebas de norma-
lidad de residuos y homogeneidad de varian-
zas. Finalmente, se procedié con la prueba
de comparacién de medias a posterion
Tukey-Kramer (Sokal y Rohlf, 1981).

RESULTADOS
Crecimiento

Las tallas promedio, calculadas a partir
de muestras integradas por las larvas de

Data processing and analysis

The successive measurements of aver-
age size (n z 12) of the larvae throughout the

osvneariment wara fitted ac a2 firet annravima.
explénment wore e, as a irst approxima-

tion, to a linear regression model relative to
time. Significance tests of regression, normali-
ty and homogeneity of variance of residuals
(Sokal and Rohlf, 1981; Steele and Torrie,
1985) were carried out.

To compare the data obtained in the
present work with those observed in similar
culture conditions but at lower concentra-
tions of food (50, 100, 250 and 500 Artemia
naupliil-1), a one-way ANOVA with repli-
cations was applied. First, normality of resid-
uals and homogeneity nf variance tests were
done. Finally, the Tukey-Kramer a posterion
comparison of means test (Sokal and Rohlf,
1981) was carried out.

RESULTS
Growth

Average sizes, calculated from samples
made up of Leuresthes tenuis larvae from the
four tanks (n > 12), increased with time from
7.4 + 0.02 mm (X * standard error)on hatch-
ing to 15.1 + 0.12mm on day 40 after hatch-
ing (Fig. 1). Average sizes (L) were fitted to a
linear regression model relative to time (t), in
days after hatching, expressed by the equa-
tion: L = 7.40 + 0.19t (n = 14, r2 = 0.99).

According to the analysis of variance of
regression, the fit was statistically significant
(Fg = 14514, p < 0.001) with a slope different
than zero (tghs = 38.09, p < 0.001). The coef-
ficient of determination r2 = 0.99, indicates
that 99% of the variation of the size is
explained by the variation of the time vari-
able. The residuals of regression followed a
normal distribution (Dgax = 0.0236, p > 0.20)
and did not show a defined tendency with
respect to time, mean sizes observed and those
predicted.

Even though the larval growth of the
grunion L. tenuis to metamorphosis (40 days
after hatching) was represented by a simple
linear model, statistically satisfactory, it
should be recognized that biologically this
relation could be more complex. Thus, a
detailed examination of the growth curve of L.
tenuis allows at least four consecutive growth
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Leuresthes tenuis procedentes de los cuatro
acuarios (n: 12), aumentaron con el tiempo,
de una talla de eclosién de 7.4 £ 0.02 mm
(X # errorestdndar) hasta 15.1 + 0.12 mm al
dia 40 después de ia eclosién {dde) (Fig. 1).
Las talfas promedio (L) fueron ajustadas a un
modelo de regresion lineal respecto al tiempo
(t), en dias dde, expresado por la ecuacién:
L =740 +019t(n = 14,12 = 0.99).

De acuerdo con el anilisis de varianza
de la ffgfesi()l_l, el djublc resulté estadistica-
mente significativo (Fg = 14514, p < 0.001)
con una pendiente diferente de cero (tobs =
38.09, p < 0.001). El coeficiente de determi-
nacién r2 = 099, indica que el 99% de la
variacion de la talla es explicada por la
variacién de fa variabie tiempo. Los residuos
de la regresi6n siguieron una distribucién
normal (Dpax = 0.0236, p > 0.20), y no mos-
traron tendencia definida aiguna con res-
pecto al tiempo, las tallas medias observadas
y las predichas.

No obstante que el crecimiento larval
del grundn L. tenuis hasta la metamorfosis
(40 dias dde) haya sido representado por
un modeio lineal sencilio, estadisticamente
satisfactorio, debe reconocerse que bioldgica-
mente tal relacién puede ser mds compleja.
Asi, un examen mas detenido de la curva
de crecimiento de L. tenuis permite apreciar
al menos cuatro ciclos de crecimiento suce-
sivos en los primeros 40 dias de vida larval:
(1) de la eclosién al dia 16; (2) del dia 16 al
25; (3) del dia 25 al 31; (4) del dia 31 al 40
(Fig. 2).

A su vez, dentro de cada uno de los
ciclos pueden distinguirse dos etapas: (a)
etapa de crecimiento casi nulo (compor-
tamiento asintético), que siempre fue de
aproximadamente tres dias, y (b) etapa de
crecimiento moderado, de duracién variable
con 13 dias para el primer ciclo, seis dias para
los ciclos segundoy cuarto, y de tres dias para
el tercero (Fig. 2).

Ante estas observaciones, se intenté el
ajuste de modelos mas elaborados para repre-
sentar el crecimiento larval, tales como el
modelo logaritmico (Kramer y Zweifel, 1970)
o el polinomial de tercer grado (Quifiénez-
Veldzquez y Go6mez-Muiioz, 1986), con los
cuales no se obtuvieron resultados estadisticos
satisfactorios.

Con base en la aproximacién lineal del
crecimiento de L. tenuis durante los pri-

cycles to be observed in the first 40 days of
larval life: (1) from hatching to day 16, (2)
from day 16 to 25, (3) from day 25 to 31, (4)
from day 31 to 40 (Fig. 2).

Two stages can be distinguished in each
cycle: (a) nearly null growth stage (asymptotic
behaviour), which was always of approximate-
ly three days, and {(b) moderate growih stage,
of variable duration with 13 days for the first
cycle, six days for the second and fourth cycles
and three days for the third cycle (Fig. 2).

More elaborate models were fitted to
represent larval growth, such as the logarith-
mic modei (Kramer and Zweifel, 1970) or the
third degree polynomial model (Quifiénez-
Veldzquez and Goémez-Muioz, 1986). How-
ever, satisfactory statistical resuits were not
obtained.

Based on the linear approximation of
the growth of L. tenuis during the first 40
days of life, it can be considered that the
linear slope of regression represents the rate
Ul ng’WLn uunng that peﬂuu, wiith a leuc UI
0.195 +0.005 mm.d-1 (b = standard error).
The estimation of the mean growth rate using
the relation (L¢ - Lo)/(tf - to), where L¢ =
final length, L= initial length, t¢ = time at
the end of the experiment and t, = initial
time, gives a value of 0.192 mm.d"1, similar
to that obtained with the first method.

The mean growth rates of this study, at
500 n.L-1, were compared to those reported
for food levels of 50, 100, 250 and 500 n.L-"
in subsequent experiments carried out under
indentical conditions (Sosa-Cordero, 1987).
Previously, the mean growth rates at days 13
and 16 after hatching of this study were found
to be the same (tg = -0.926, p = 0.390),
therefore the data of both days can represent
those of day 14.

According to the one-way parametric
ANOVA, there are highly significant differ-
ences in the mean growth rates on day 14
obtained at different food levels (Fg = 27.60,
p < 0.001; Table 1). The residuals of the
ANOVA followed a normal distribution
(Dmax = 0.163, p = 0.99) and the variances
were homogeneous (X2 = 4.38, p > 0.10).

The Tukey-Kramer a posteriori com-
parison of means test (Sokal and Rohif, 1981),
indicates that the mean growth rate obtained
in this work at 500 nL-1 is statistically
similar to that reported for 250 n.L-1
(Sosa-Cordero, 1987) (Table 1).
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Tabla 1. Datos comparativos de supervivencia, tasa media de crecimientoy factor de condicién
A/L, de larvas del gruiion Leuresthes tenuis cultivadas 14 dias después de la eclosiéna diferentes
niveles de alimento y densidad de siembra de 10 larvas.-1. Las letras identifican a medias iguales,
segin prueba Tukey-Kramer (Sokal y Rohif, 1981).

Table 1. Comparative data of survival, mean growth rate and condition factor H/L of larvae of the
grunion Leuresthes tenuis cultured 14 days after hatching at different food levels and stocking

density of 10 larvael"1. The letters identify equal means, according to the Tukey-Kramer test
(Sokal and Rohlf, 1981).

Niveles de alimento (n.L"1)

Variables 50 100 250 5008 500b
Tasa media de 0.04 0.12 0.21 0.26 0.19 0.20
crecimiento® 0.12 0.14 0.25 028 0.21 0.20
0.19 0.21
0.20 0.20
A A B-C C B
Supervivenciad 537 68.8 523 84.7 868 904
50.5 768 725 873 91.8 919
A A-B-C A-B C C
Razén A/Le 0.0739 0.0763 0.0996 0.0923 0.0847 0.0891
0.0753 0.0776 0.0885 0.0940 0.0851 0.0882
0.0868 0.0958
0.0891 0.0908
A A-B C C A-B-C

(a) Los datos para este nivel y los inferiores se tomaron de Sosa-Cordero (1987).

(b) Datos originales procedentes de cuatro acuarios.

(c) ANOVA paramétrico de una via, diferencias significativas debidas a los diferentes niveles de
alimento (Fg = 27.60, p < 0.001).

(d) ANOVA paramétrico de una via, diferencias significativas debidas a los diferentes niveles de
alimento (Fg = 16.99, p < 0.001).

(e) ANOVA paramétrico de una via, diferencias significativas debidas a los diferentes niveles de

alimento (Fg = 12.70, p < 0.0004).

meros 40 dias de vida, puede considerarse
que la pendiente de la recta de regresién
representa la tasa de crecimiento durante tal
periodo, con un valor de 0.195 + 0.005 mm.d-"
(b * error estindar). La estimacion de la
tasa media de crecimiento mediante la rela-
cién (L¢ - Lo)/(tf - tg), donde Lg = longitud
final, Ly = longitud inicial, t¢ = tiempo al final
del experimento y t, = tiempo inicial, arroja
un valor de 0.192mm.d"1, muy similar al
obtenido por el primer método.

Survival

The daily survival curves for the four
tanks were similar, characterized by a very
slight, nearly linear, decrease in survival
throughout the first 40 days of life of the
grunion L. tenuis (Fig. 3). A day by day
correction was applied to these curves to
compensate for fishing mortality due to the
removal of three live larvae from each tank on
12 predetermined days. This represents 36 live
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Figura 3. Curvas de supervivencia de larvas

del gruién Leuresthes tenuis cultivadas en el

laboratorio hasta la metamorfosis. La flecha indica el dia de absorcién del vitelo.
Figure 3. Survival curves of larvae of the grunion Leuresthes tenuis cultured in the laboratory to
metamorphosis. The arrow indicates the day of absorption of the vitellus.

Se compararon las tasas medias de
crecimiento del presente trabajo, a 500 n.L-1,
con respecto a las reportadas para niveles de
alimento de S0, 100, 250 y 500nL-1 en
experimentos efectuados posteriormente bajo
idénticas condiciones (Sosa-Cordero, 1987).
Previamente se encontré quk las tasas medias
de crecimiento a los dias 13 y 16 dde del
presente trabajo fueron iguales (tg = -0.926,
p = 0.390), de modo que los datos de ambos
dias pueden representar los del dia 14.

De acuerdo al ANOVA paramétrico de
una via, existen diferencias altamente signi-
ficativas en las tasas medias de crecimiento
al dia 14 obtenidas a diferentes niveles de
alimento (Fg = 27.60, p < 0.001; Tabla 1).
Los residuos del ANOVA siguieron una dis-
tribucién normal (Dpax = 0.163, p = 0.99) y
sus varianzas fueron homogéneas (X2 = 438,
p > 0.10).

La prueba de Tukey-Kramer (Sokal y
Ronhlf, 1981) para comparar las medias a
posteriori, indica que la tasa media de creci-
miento obtenida en el presente trabajo a

larvae per tank making a total of 144 larvae,
18% of the initial number of larvae.

The values of final corrected survival
of the grunion L. tenuis at day 40 after
hatching under laboratory conditions were:
78.6, 80.9, 75.2 and 71.7%, with an average of
76.62 + 2.01%.

The values of survival at day 14 after
hatching obtained in this study were com-
pared to those recorded at different food levels
and cultured under similar laboratory condi-
tions (Sosa-Cordero, 1987). According to the
one-way parametric ANOVA, there were
highly significant differencesin larval survival
at day 14 due to the different food levels
(Fs 1699, p 0.001 (Table 1). The
residuals of the ANOVA had a normal
distribution (Dpax = 0.092, p > 0.20) and
the variances were homogeneous (X2 = 6.30,
p > 0.10).

With the Tukey-Kramer a posteriori
comparison of means test (Sokal and Rohlf,
1981), the survival obtained in this work on
day 14 at 500 n.L-1 was found to be statisti-
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Figura 4. Factor de condicién (A/L) de larvas del grufién Leuresthes tenuis cultivadas en el
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Figure 4. Condition factor (H/L) of larvae of the grunion Leuresthes tenuis cultured in the
laboratory to metamorphosis. Each point represents the mean values (n > 12).

SO0 n.L-! resulté estadisticamente similar a
la reportada para 250 n.L-1 (Sosa-Cordero,
1987) (Tabla 1).

Supervivencia

Las curvas de supervivencia diaria de los
cuatro acuarios fueron muy similares; estu-
vieron caracterizadas por una disminucién
muy ligera, casi lineal, de la supervivencia a lo
largo de los primeros 40 dias de vida del
gruiion L. tenuis (Fig. 3). A estas curvas se les
aplico una correccién, dia por dia, para
compensar la mortalidad por pesca ejercida al
extraer tres larvas vivas por acuario en 12 dias
predeterminados. Lo anterior representa 36
larvas vivas por acuario lo que hace un total
de 144 larvas, el 18% del nimero inicial de
larvas.

Los valores de la supervivencia final
corregida del grufién L. tenuis a 40 dias dde
bajo condiciones de laboratorio fueron: 78.6,
809, 752 y 71.7%, con un promedio de
76.62 * 2.01%.
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cally similar to that reported for 100 n.L-1
(Sosa-Cordero, 1987) (Table 1).

Condition factor

The average values of the condition
factor H/L, estimated from samples made up
of larvae from the four tanks (n =z 12),
increased steadily throughout the first 40 days
of life of the grunion L. tenuis. The larvae
had a H/L ratio of 0.076 + 0.0021 on day 4
after hatching and of 0.105 + 0.0017 on day
40 after hatching (Fig. 4). The average values
of the H/L ratio corresponding to day 14
after hatching were represented by days 13
and 16, since they were statistically the same
(tg = -2.31, p = 0.06) at 5% significance level.
These H/L values for day 14 were compared
to those obtained at different food levels, from
50 to 500 n.L-7, reported by Sosa-Cordero
(1987). According to the one-way parametric
ANOVA significant differences were detected
in the condition factor H/L due to the
different food levels (Fg = 12.70, p = 0.0004;
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Se compararon las supervivencias al
dia 14 dde obtenidas en el presente trabajo,

con las registradas a diferentes niveles de

alimento y cultivadas en condiciones de la-
boratorio similares (Sosa-Cordero, 1987). De
acuerdo con el ANOVA paramétrico de una
via, hubieron diferencias altamente significa-
tivas en la supervivencia larval al dia 14,
debidas a los diferentes niveles de alimento
(Fg = 1699, p = 0.001) (Tabla 1). Los resi-
duos del ANQVA tuvieron distribucién nor-

mal (Dpax = 0.092, p > 0.20) y homogeneidad
de varianza (X2 = 630, p > 0.10).

Mediante la comnaracidn de medias a

vAasLlanic la cofllpaiadion o Ineclas

posteriori  prueba Tukey-Kramer (Sokal y
Rohlf, 1981), se encontrd que la supervivencia
al dia 14 obtenida en el presente trabajo a
500 n.L-? resulta estadisticamente similar a

la reportada para 100 n.L-1 (Sosa-Cordero,
10R7\ (Tahln 1.

Factor de condicién

Los valores promedio del factor de
condicién A /L, estimados a partir de muestras
integradas por larvas de los cuatro acuarios
(n212), aumentaron sostenidamente a lo
largo de los primeros 40 dias de vida del
Al dia 4 dde las larvas

tenuis

tuvieron una razén A/L de 0.076 + 0.0021y
al dia 40 dde esta razén fue de 0.105 * 0.0017

(Fio A\ 1.0s valores prnmpdinc de la razdn

i 05 VAILILS TOmeCIos QO 1a 1azon

A/L correspondlentes al dia 14 dde fueron

representados por los dias 13 y 16, ya que
resultaron estadisticamente m-nalpc entre si

(ts = -2.31, p = 0.06) al nivel de significancia
del 5%. Estos valores de A/L para el dia 14

fueron rnmnaradnc con los obtenidos a niveles

de alimento diferentes, de 50 a 500 n.L-1,
reportados por Sosa-Cordero (1987). De

acuerdo con el ANQOVA paramﬁrnrn de una

orufién L.
o

via, se detectaron diferencias altamente sig-
nificativas en el factor de ‘condicién A/L
debidas a los diferentes niveles de alimento
(Fs = 12.70, p = 0.0004; Tabla 1). Los resi-
duos del ANOVA siguieron una distribu-
= 0028 p =050) v

VULO, V.U Y

cidn normal (D ___

aon normal {(Ppax sus

varianzas fueron homogéneas (X2 = 5.18,
p > 0.10).
NDa l1a comnarasidn da adiae o
De la comparacién de medias a
posterion  prueba Tukey-Kramer (Sokal y

Rohlf, 1981) se concluye que el factor de

ndici (AJTY ohtenido a SO nT -1 an al
\rUllulblUll \n/ ‘_4/ VULWVILILY a JUV AL

presente trabajo, no difiere estadisticamente
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Table 1). The residuals of the ANOVA

followed a normal distribution (D = 0.028,
p = 0.50) and the variances were homogeneous

(X2 = 5.18,p > 0.10).

From the Tukey-Kramer a posterion
comparison of means test (Sokal and Rohlf,
1981), we conclude that the condition factor
{H/I\ obtained at 500 n.L.- 1 in the present

study does not differ statistically from the

values reported for the 50-250 n.L-1 range
(Sosa-Cordero, 1987) (Table 1).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

From previous studies on the grunion
Leuresthes tenuis it was implicit that the
culture of its larvae to metamorphosis did not
present major technical difficulties. However,
there were no reports on standard culture
methodology and quantitative information on
growth, survival and condition for this period
under laboratory conditions.

The values of growth rate of approxi-
mately 0.20 mm.d-1, higher mean survival of
76% and condition factor of 0.105, can be
considered representative of optimum labo-
ratory conditions defined by a temperature
of 180C, stocking density of 10 larvae.l"? and

food levels of 500 Anrtemia nmmlul 1 from

day 4 to 20 after hatching and 1000 Artemia
naupliil"1 from day 21 to 40 after hatching.

These results are nartmnlnrly relevant when

comparisons are made with larvae of the
grunion L. tenuis reared under far from
optimum experimental conditions. It should be
noted that the use of different culture tech-
niques makes the comparison of results for the
same :nemee more difficult. In narncular the

main factors that influence experlmental re-
sults are the origin and size of the eggs and
larvae (nn harrhmo\ temperature, culture

volume, stocking den51ty, levels and type of
food, phytoplankton blooms and levels of
illumination (Lasker, 1975; Theilacker and

Dors;y:1980, Hunter, 1981, Sosa-Cordero,
1987, Vasquez-Yeomans et al., 1990).

When different cnpmpc are compa red, in

addition to the above the followmg factors
must also be considered: differences in size

and daorss af develanmaoant an hateching ha
and GCgred OF Govaidpment O nawdaing, oc-

haviour, quality and quantity of endogenous
energy reserves. Taking into account all these

£a it chanld ha natad that tha raciilte of
lau.uxo it shoulid be noted that the resuilts of

growth and survival of the grunion Leuresthes
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de los valores reportados para €l intervalo de
50-250 n.L~ 1 (Sosa-Cordero, 1987) (Tabla 1).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de los trabajos previos sobre el
gruinén Leuresthes tenuis quedaba implicito
que el cultivo de sus larvas hasta la metamor-
fosis no tenia mayores dificultades técnicas.
No obstante, paraddjicamente no existian re-
portes sobre la metodologia de cultivo estan-
dar e informaci6én cuantitativa sobre creci-
miento, supervivencia y condicién para dicho
periodo bajo condiciones de laboratorio.

Los valores observados de la tasa de
crecimiento (TC) de aproximadamente
0.20 mm.d-1, supervivencia media mayor del
76% y factor de condicién de 0.105, pueden
considerarse representativos de condiciones
6ptimas de laboratorio definidas por la tem-
peratura de 18°C, densidad de siembra (DS)
de 10 larvasl-1, niveles de alimento de 500
nauplios de Astemial-1 del dia 4 al 20 dde y
1,000 nauplios de Artemia.l1 del dia 21 al
40 dde. Tales resultados son particularmente
relevantes al efectuar comparaciones con
larvas del gruiién L. tenuis cultivadas bajo
condiciones de experimentacién alejadas del
éptimo. Aqui conviene seftalar que €l empleo
de diferentes técnicas de cultivo dificulta la
comparacion de resultados para la misma
especie. En particular, los principales factores
que influyen en los resultados experimentales
son el origen y tamano de huevos y larvas (al
eclosionar), la temperatura, el volumen de
cultivo, la densidad de siembra, niveles y tipos
de alimento, florecimientos fitoplancténicos y
los niveles de iluminacién (Lasker, 1975;
Theilacker y Dorsey, 1980; Hunter, 1981;
Sosa-Cordero, 1987; Visquez-Yeomanser al.,
1990).

En el caso de comparaciones entre
especies, a los factores ya mencionados se
anaden las diferencias de tamafio y grado de
desarrollo al eclosionar, comportamiento, cali-
dad y cantidad de reservas de energia end6-
gena. Con todas las anteriores condicionantes
en mente, cabe destacar que los resultados
de crecimiento y supervivencia del gruiién
Leuresthes tenuis aqui reportados se ubican
entre los mas elevados con respecto a los de
especies de tamaiio y caracteristicas larvales
similares. Asi, las larvas de lobina Morone
saxatilis cultivadas a 180°C, 3.1larvasl-? y
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tenuis reported here are among the highest
with respect to those of species of similar size
and larval characteristics. Thus, striped bass
Morone saxatilis larvae reared at 18°C,
3.11larvael 1 and 500 Artemia naupliil-},
had a survival of 70% and a growth rate of
0.25 mm.d-1 31 days after hatching (Eldridge
et al., 1981). The atherinid Menidia peninsulae
at 25°C and 5 larvae.l", fed on 5,000 Artemia
naupliil-!, had a survival greater than 80%
and a growth rate of 035 mm.d-1 16 days
after hatching (McMullen and Middaugh,
1985). The turbot Scophthalmus madamus
cultured at temperatures of 13-18°C, had a
survival of 50% at the moment of metamor-
phosis, 30-36 days after hatching (Kuhiman et
al., 1981). The herring Clupea harengus, at
densities of 8 larvael'! and food levels of
3,000 Artemia naupliil1, had a survival of
8-12% (Werner and Blaxter, 1980, 1981).

The comparison of results of survival,
growth rate and condition factor on day 14
after hatching between groups of larvae cul-
tured under identical laboratory conditions
but with different food levels, clearly shows
that at least during the first half of the culture
period similar results would have been ob-
tained with half the food level provided, that
is 250 Artemia naupliil'l. In the case of
survival, this could have been due to the wide
erratic variation within the groups and to the
intrinsic limitations of the Tukey-Kramer test
(comparison of means), that defined as signifi-
cant minimum range an excessively wide
difference between means, from 18 to 20%.

The occurrence of cycles in the larval
growth of the grunion Leuresthes tenuis,
defining a cycle as a segment of the growth
curve consisting of (a) an asymptotic stage of
null to slow growth and (b) a moderate-accel-
erated growth stage, has also been observed in
the sardine Sardinops sagax (Farris, 1959), the
northern anchovy Engraulis mordax (Kramer
and Zweifel, 1970; Zweifel and Lasker, 1976;
Quifiénez-Veldzquez and Goémez-Muiioz,
1986), the herring Clupea harengus (Gamble
et al., 1985) and the American shad Alosa
sapidissima (Wiggins et al., 1985). Only some
authors make explicit reference to these
growth cycles. Zweifel and Lasker (1976)
indicate that their notoriety can depend on
the measurement scales or that they represent
series of values above or below the fitted curve
due to the dependence between sequential size
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500 nauplios de Artemia.l-1, tuvieron una su-
pervivencia de 70% y una tasa de crecimien-
to de 0.25 mm.d~? a 31 dias dde (Eldridge et
al., 1981). El aterinido Menidia peninsulae a
259C y 5 larvas)-1, alimentado con 5,000
nauplios de Artemial-1, alcanzé una super-
vivencia mayor de 80% y una tasa de cre-
cimiento de 0.35mm.d-1 a los 16 dias dde
(McMullen y Middaugh, 1985). El lenguado
Scophthalmus maximus cultivado a tempera-
turas de 13-18°C tuvo una supervivencia del
50% al momento de la metamorfosis, 30-36
dias dde (Kuhiman et al., 1981). Asimismo, €l
arenque Clupea harengus, a densidades de
8larvasl™! y niveles de alimento de 3,000
nauplios de Artemia.l-1, alcanzé superviven-
cias del 8-12% (Werner y Blaxter, 1980,
1981).

La comparacién de resultados de super-
vivencia, tasa de crecimiento y condicién al
dia 14 dde entre grupos de larvas cultivadas
bajo idénticas condiciones de laboratorio pero
con diferentes niveles de alimento, dejé bien
claro que al menos durante la primera mitad
del periodo de cultivo se hubieran obtenido
resultados similares con la mitad del nivel
proporcionado, es decir 250 nauplios de
Artemial-1. Esto dltimo, en el caso de la
supervivencia, pudo deberse a la amplia
variacién errética intragrupos y las limita-
ciones intrinsecas de la prueba Tukey-Kramer
(comparacién de medias no planeada), que
defini6 como minimo intervalo significativo
una diferencia demasiado amplia entre medias,
del 18 al 20%.

La ocurrencia de ciclos en el crecimiento
larval del grunén Leuresthes tenuis, definido
un ciclo como segmento de la curva de
crecimiento integrado por (a) una etapa
asintética de crecimiento nulo a lento, (b) una
etapa de crecimiento moderado-acelerado,
también ha sido observada en la sardina
Sardinops sagax (Farris, 1959), la anchoveta
nortefia Engraulis mordax (Kramer y Zweifel,
1970; Zweifel y Lasker, 1976; Quiiiénez-Ve-
lazquez y Go6mez-Muiioz, 1986), el arenque
Clupea harengus (Gamble et al., 1985), el
sdbalo americano Alosa sapidissima (Wiggins
et al., 1985). Solamente algunos autores hacen
referencia explicita a estos ciclos de crecimien-
to; asi, Zweifel y Lasker (1976) sefialan que su
notoriedad puede depender de las escalas de
medicién, o que representan rachas de valores
por arriba y por abajo de la curva ajustada
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measurements (the sizes of the past influence
to a certain extent the sizes of the present).
However, these authors also recognize that the
cycles can be series of asymptotic curves and
the variations around the fitted curve would
indicate the ocurrence of more than one cycle.
Zweifel and Lasker (1976) indicate a general
growth pattern associated to important events
of larval development, with three consecutive
periods: (1) moderate size increase after
hatching, (2) minimum size increase and (3)
rapid size increase when exogenous feeding
begins.

In the case of the grunion Leuresthes
tenuis, May (1971) found that standard length
decreases between days 13 and 16 after
hatching due to flection of the notochord,
which explains the corresponding stage of null
growth. Likewise, the null growth stage from
day 28 to 31 after hatching (of the third cycle)
is associated to the beginning of metamorpho-
sis and the following asymptotic stage coin-
cides with the final part of the prejuvenile
stage (Table 2, Fig. 2). On the other hand, in
this study, contrary to what was found by
May (1971), (a) largest growth increase did
not occur between days 1 and 4 after hatching
and (b) the growth rate was not higher after
day 16.

The larval growth models that mathe-
matically describe the relation size-time are
the linear (Saksena and Houde, 1972; Bark-
man et al, 1981, Gamble et al, 1985),
polynomial (Quifiénez-Velazquez and G6-
mez-Muiioz, 1986), logarithmic or exponential
(Fives et al., 1986, Campana, 1989) and
nonlinear models, such as the logistic (Jones,
1973; Campana and Hurley, 1989), Gompertz
(Brownell, 1983) and Laird-Gompertz
(Kramer and Zweifel, 1970; Hunter, 1976,
Zweifel and Lasker, 1976; Methot and
Kramer, 1979). Despite the large variety of
models available, the linear model is fre-
quently chosen for practical reasons. There-
fore, the model proposed in this study for the
grunion L. tenuis should be considereda linear
approximation, statistically satisfactory, of the
most complex underlying relation. It is diffi-
cult to evaluate the adequacy of this linear
representation with respect to more elaborate
models, partly due to the fact that most of the
studies published do not show the significance
tests of regression (ANOVA tables), nor do
they mention if the requirements of the
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Tabla 2. Estadios de desarrollo del grufidn Leuresthes tenuis, definidos segin Reynolds et al.

(1976).

Table 2. Developmental stages of the grunion Leuresthes tenuis, defined according to Reynolds

et al. (1976).

Estadio Periodo Eventos del desarrollo
(dias dde)

Prelarva 1-4 El dia 4 0 5 dde se agota el vitelo, dia 6 el glébulo de aceite
(May, 1971; Ehrlich y Muszynski, 1982).

Postlarva 4-30 Se inicia desde la absorcién del saco vitelino hasta el principio
de la metamorfosis.

Prejuvenil 30-40 Se desarrollan escamas, la aleta primordial es sustituida por
aleta con morfologia del adulto
aleta con morfologia del adulto

Juvenil 40-1 afio Se inicia proceso de madurez sexual.

Adulto 1 ano Se alcanza la madurez sexual, lapso de vida global 2-3 afos.

debidas a la dependencia entre mediciones
secuenciales de talla (las tallas del pasado

influven en cierta medida en las tallas del

Hldys onl LIClia [MICCita €Nl ias tanas

presente). Sin embargo, estos autores también

reconocen que los ciclos pueden ser series de
curvas asintéticas y las oscilacionesen torno a
la curva ajustada mdlcanan la ocurrencia de
més de un ciclo. Zweifel y Lasker (1976)
sefialan un patrén general de crecimiento
asociado a eventos importantes del desarrollo
larval, con tres periodos sucesivos: (1) incre-
mento moderado de talla en el intervalo
posterior a la eclosién, (2) incremento minimo
de talla y (3) incremento rapido de talla al
inicio de la alimentacién exdgena.

En el caso del gruiidn Leuresthes tenuis,
May (1971) encontré que entre los dias 13 y
16 dde disminuye la longitud estdndar debido
a la flexién del notocordio, lo que explica la
correspondiente etapa de crecimiento nulo.
Asimismo, la etapa de crecimiento nulo del dia
28 al 31 dde (del tercer ciclo), estd asociada
con el inicio de la metamorfosisy la siguiente
etapa asintética coincide con el lapso final del
estadio prejuvenil (Tabla 2; Fig. 2). Por otra
parte, en el presente trabajo, a diferencia de
lo encontrado por May (1971), (a) el mavor
incremento de talla no ocurrié entre los dias 1
y 4 dde y (b) la tasa de crecimiento no fue
mayor a partir del dia 16 dde en adelante.

Los modelos de crecimiento larval
que describen matemdticamente la relacién
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regression are realized: normality, homoge-

neity of variances and absence of autocorrela-
tion of the reciduale (Sokal and Raohlf 1081

uLn U WL I9SIGRaAs (JUURa: @il N0, 1704,

Steele and Torrie, 1985).

In conclusion, it is corroboratedthat the
culture of larvae of the cn—nmrm ILeuresthes
tenuis to metamorphosis “does not present
major technical difficulties and that the values
of survival and growth under optimum condi-
tions are relatively high. Therefore, the larvae,
postlarvae and prejuveniles of the grunion L.
tenuis are suitable for ecological experiments,
as prey or predator, and for bioassays with
toxic substances. Furthermore, a technical
standard is established for the development
of cultures with aquacultural purposes, for
example as live bait (important prey of the
California flounder Paralichthys califomicus),
or if necessary, for repopulation programs.

On the other hand, it is evident that the
question of larval growth cycles needs to be
studied in order to know its physiological
bases and its ecological consequences. This is
not a trivial subject given its importance in
the modelling of larval growth.
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talla-tiempo son el lineal (Saksena y Houde,
1972, Barkman et al., 1981; Gamble et al.,
1985), el polinomial (Quifiénez-Veldzquez y
Gémez-Muiioz, 1986), el logaritmico o expo-
nencial (Fives et al., 1986; Campana, 1989) y
modelos no lineales, como el logistico (Jones,
1973; Campana y Hurley, 1989), el Gompertz
(Brownell, 1983) y el Laird-Gompertz
(Kramer y Zweifel, 1970; Hunter, 1976, Zweifel
y Lasker, 1976; Methot y Kramer, 1979). No
obstante la gran variedad de modelos dis-
ponibles, frecuentemente se elige el modelo
lineal por razones pricticas; asi, el modelo
planteado en el presente trabajo para el
gruiién L. tenuis debe considerarse una
aproximacidn lineal, estadisticamente satisfac-
toria, de la relacién subyacente mas compleja.
Por lo general, es dificil evaluar lo adecuado
de esta representacién lineal con respecto a
modelos més elaborados; en parte debido a
que la mayorfa de los trabajos publicados no
muestran las pruebas de significancia de las
regresiones (tablas de ANOVA), ni mencio-
nan si se cumplen los requisitos de la regre-
sién: normalidad, homogeneidad de varianzas
y ausencia de autocorrelacién de los residuos
(Sokal y Rohlf, 1981; Steele y Torrie, 1985).

Como conclusiones generales, queda
corroborado que el cultivo de las larvas del
grufién Leuresthes tenuis hasta la metamorfo-
sis no presenta mayores dificultades técnicas,
y que los valores de supervivencia y creci-
miento bajo condiciones éptimas son relati-
vamente elevados. Por tanto, las larvas, post-
larvas y prejuveniles del grufién L. tenuis
resultan idéneos para experimentos ecoldgicos,
como presas o depredadores, y para bioensayos
de toxicologia. Ademés, queda formalmente
establecida una técnica estdndar, bésica para
desarrollar cultivos con fines acuiculturales,
por ejemplo como carnada viva (presa impor-
tante del lenguado de California Paralichthys
califomicus), o si fuese necesario, para progra-
mas de repoblamiento.

Por otra parte, es cvidente que la
cuestién de los ciclos de crecimiento larval
amerita ser investigada a fin de conocer sus
bases fisiolégicas y sus consecuencias ecolégi-
cas; éste no es un tema trivial dada su
trascendencia en el modelado del crecimiento
larval.
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