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INTRODUCCION

1.- INTRODUCCION

1.1.- INDICADORES DE LA CALIDAD DE LA PUESTA

Las poblaciones de peces, tanto naturales como cultivadas, dependen de la produccidn de huevos
de buena calidad. Las puestas de baja calidad constituyen uno de los mayores impedimentos para la
expansion de la acuicultura tanto marina como de agua dulce. En la industria de la acuicultura los huevos
de buena calidad han sido definidos como aquellos que tienen baja mortalidad en la fecundacion,
formacion del embridn, eclosion, y antes de la primera alimentacion exégena, cuando la larva ha
reabsorbido el saco vitelino (Bromage et al., 1992). La morfologia de las larvas se ha usado como
indicador de la calidad del gameto en algunas especies de peces (Kjersvik, 1994). Otros autores sugieren
que la apariencia de la zona pelucida, la esfericidad del huevo, su transparencia, y el nimero y
distribucion de las gotas de grasa, pueden relacionarse con la calidad del huevo (Kjersvik et al., 1990;
Bromage ‘et al., 1994). En los criaderos de especies marinas a menudo se distingue entre huevos de buena
calidad y huevos de mala calidad en funcion, respectivamente, de si flotan o no en la superficie del agua
(McEvoy, 1984; Carrillo et al., 1989; Kjersvik et al., 1990). Sin embargo, la correlacion positiva entre
la flotacion y buena calidad de los huevos no es cierta para varias especies marinas, por ejemplo para el
halibut (Hippoglossus hippoglossus). En esta especie el finico indicador de la calidad del huevo
establecido hasta ahora, esta basado en la valoracién de la simetria celular en las fases tempranas del
desarrollo embrionario (Bromage et al., 1994; Shields et al., 1997). Otros indicadores de la calidad de
la puesta que se han utilizado son el tamafio y la composicién bioquimica del huevo. Aunque es conocido
que huevos grandes producen también larvas mas grandes, no existen evidencias de que el didmetro del
huevo sea un aspecto determinante de su calidad (Kjersvik et al., 1990). En trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss) el tamaiio de los huevos no aparece como un importante indicador de la calidad
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de la puesta (Springate y Bromage, 1985; Bromage et al., 1992). En cuanto a la composicioén bioquimica
del huevo, en principio podria esperarse que ese fuera el componente mas determinante de la calidad de
este. Sin embargo los resultados obtenidos en varias especies tanto marinas como dulce acuicolas, no han
mostrado una clara relacion entre la composicion bioquimica del huevo y la posterior supervivencia de

huevos y larvas (Craik y Harvey, 1984; Kjorsvik et al., 1990). .

En la mayoria de los trabajos de investigacion sobre la calidad de la puesta, las tasas de
fecundacion y de eclosion han sido utilizadas como criterios importantes (Kjersvik et al., 2003). La
supervivencia hasta un determinado estadio de desarrollo y la produccién final de larvas también se han

utilizado como medidas de la calidad (Fernandez-Palacios et al., 1995).

Recientemente se ha propuesto la utilizacion de nuevos indicadores de la calidad de la puesta
tales como marcadores genéticos (Kestemont et al., 1999; Carnevali et al., 2000, 2001), peso de las
cenizas del huevo (Trippel et al., 2000), y el pH del fluido ovarico (Lahnsteiner et al., 2000; Denson et

al., 2001).

Puesto que entre los diversos pardmetros y caracteristicas de los huevos que han sido propuestos
como indicadores de la calidad de la puesta en peces ninguno de ellos por si mismo parece capaz de
definir completamente la calidad de la puesta, una combinaciéon de ellos proporcionaria mejores

resultados.
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INTRODUCCION

1.2.-FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD DE LA PUESTA

Al igual que el crecimiento gonadal y la fecundidad son muy susceptibles a las influencias
medioambientales, es claro que la calidad de los huevos producidos podria también verse afectada,
limitando la produccién de larvas y su supervivencia (Kjersvik et al., 1990). Factores tanto bidticos como
abidticos han sido sefialados como posibles determinantes de la calidad del huevo o de su supervivencia,
tanto en cautividad. como en el medio natural En la bibliografia, el término "calidad del huevo" ha sido
utilizado en varios sentidos, Kjersvik et al. (1990) han propuesto una definicion de mayor validez,
definiendo el término como "el potencial del huevo para producir larvas viables". Dicha potencialidad
estaria determinada por varios parametros fisicos, genéticos y quimicos, asi como por los procesos
fisiologicos que suceden durante el desarrollo inicial del huevo. Los factores que afectan a la calidad del
huevo estan determinados por las propiedades intrinsecas del propio huevo y el entorno en el que son
fecundados y posteriormente incubados. Algunos de los factores que afectan a la calidad del huevo son
conocidos; pero muchos (probablemente mas) son desconocidos. Factores que afectan a la calidad del
huevo incluyen el estado endocrino de la hembra durante el crecimiento del oocito en el ovario. Hay
creencia extendida de que los nutrientes aislados por el oocito, y su procesamiento durante el crecimiento
y maduracién del mismo es de los factores importantes que afectan a la calidad del huevo (Craik y
Harvey, 1984; Kjorsvik et al., 1990; Bromage et al., 1992). La fisiologia del reproductor y su estado
hormonal, que a su vez afectan la incorporacion de compuestos en los huevos, incluidas las hormonas,
probablemente influyen en la calidad de los mismos por ejemplo, el estrés en los reproductores tiene
efectos perjudiciales en la calidad de las puestas (Campbell et al., 1994). La dieta de los reproductores
ha recibido gran atencién con respecto a su efecto en la calidad del huevo, y existen estudios que
indican que las influencias mayores sobre la calidad la ejercen so6lo unos pocos de los diferentes

componentes dietéticos (Washburn et al., 1990; Watanabe et al., 1991a,b; Harel et al., 1994).
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INTRODUCCION

El conocimiento de la influencia genética en la calidad de la puesta es muy limitado aunque
sabemos que los genes de los padres influyen fuertemente en la calidad de la progenie. En peces, sélo
muy recientemente se han empezado a estudiar las influencias genéticas en la calidad del huevo (Lam,
1994; Nagahama, 1994).

Nuestro conocimiento de los procesos que afectan a la calidad del huevo tanto en peces
salvajes como en cultivados es sumamente limitado. En los pocos estudios que se han llevado a cabo
en la naturaleza, se observa que la calidad del huevo puede mostrar una variabilidad considerable entre
distintos ciclos reproductores (Kjersvik et al., 1990). La calidad del huevo en muchas especies de peces
cultivadosA, especialmente marinas, es la mayor dificultad para el éxito de su cultivo (Kjersvik et al.,
1990). Por ejemplo, en la lubina (Dicentrarchus labrax) y en la dorada (Sparus aurata) las tasas de
eclosién son a menudo sélo del 10-15% del total de huevos puestos (Carrillo et al., 1989). En el halibut
(Hippoglossus hippoglossus), una especie comercial muy importante con un considerable potencial para
la acu.icultura, la tasas de eclosion son a menudo menores del 1% (Norberg et al., 1991). Algunos de los
problemas de la calidad del huevo en las especies marinas son probablemente funcion de las dificultades
para mantener las condiciones de incubacion optimas para el huevo, dado que una de las causas de
mayor mortalidad es la colonizacién bacteriana de los huevos fecundados (Barker e al., 1989; Hansen
y Olafsen, 1989). Incluso en salmdnidos, donde los métodos de incubacion de los huevos fecundados
estan bien establecidos, puede haber pérdidas del 50% en el momento de la eclosién (Bromage et al.,
1992). En peces con puestas multiples, existen considerables variaciones en la calidad de las puestas a
lo largo de un ciclo reproductivo, incluso cuando las puestas son mantenidas bajo condiciones

aparentemente iguales (Manning y Crim, 1995; Kjesbu et al., 1996).

En acuicultura, el manejo de los reproductores es probablemente el factor que mas influye en la
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INTRODUCCION

calidad de la puesta en los criaderos incluyendo la sobremaduracion (Springate et al., 1984; Kjorsvik et

al., 1990).

De los numerosos factores que han sido sugeridos como posibles determinantes de la calidad
de la puesta solo unos pocos de ellos han mostrado una clara influencia en la calidad de la progenie

(Carrillo et al., 2000) y pueden resumirse en los siguientes:

Factores que afectan a los reproductores
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> Genotipo
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1.3.-EFECTOS DE LA ALIMENTACION DE LOS REPRODUCTORES SOBRE LA PUESTA

La nutricion de los reproductores sigue siendo una de las areas mas pobremente entendidas e
investigadas en el campo de la nutricion de los peces, y los estudios realizados estan limitados a unas
pocas especies (Brooks et al., 1997; Izquierdo et al., 2001). A grandes rasgos, esto es debido a la
necesidad de grandes instalaciones, interiores o exteriores, para mantener grandes grupos de peces
adultos y, consecuentemente al alto coste necesario para poder desarrollar largos experimentos de
alimentacion de reproductores. Sin embargo, como ocurre en la nutricion humana y en ganaderia
(Leboulanger, 1977), es obvio que los requerimientos nutricionales de los reproductores se diferencian
claramente de los que requieren los animales juveniles en rapido crecimiento. Es mas, como en otros
animales, esta claro que muchos de los problemas y deficiencias que aparecen en las etapas tempranas
del desarrollo de las larvas recién eclosionadas estan directamente relacionadas con el régimen

alimenticio (tamafio de la racion, nivel de nutrientes y periodo de alimentacion) de los reproductores.

Varios estudios realizados sobre las principales especies cultivadas han demostrado que la
reproduccion y la calidad del huevo son influenciados por nutrientes como proteinas, lipidos,
minerales, vitaminas y carbohidratos, asi como por el tamafio de la racion y por el periodo de
alimentacion de los reproductores. Esto ha sido descrito en especies como la dorada, Sparus aurata
(Mourente y Odriozola, 1990; Fernandez-Palacios et al., 1995, 1997), halibut, Hippoglossus hipoglossus
(Bruce et al., 1993; Mazorra et al., 2003), lubina, Dicentrarchus labrax (Cerda et al., 1994b; Carrillo et
al., 1995; Navas et al., 1997), pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1984 a, b, ¢, 1985 b, 1991
b), trucha arco iris, Oncorhiynchus mykis (Washburn et al., 1990; Choubert y Blanc, 1993; Blom y
Dabrowski, 1995; Choubert et al., 1998; Pereira et al., 1998), salmén Atlantico, Salmo Salar (Eskelinen,

1989; Berglund, 1995; Christiansen y Torrissen, 1997), salmén coho, Oncorhynchus kisutch (Hardy et

9.
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al., 1984, 1990), tilapia, Oreochromis niloticus (De Silva y Radampola, 1990; Cumaratunga y Mallika,
1991; Santiago y Reyes, 1993; Gunasekera et al., 1995, 1996 a, b, 1997; Siddiqui et al., 1998), carpa
comun, Cyprinus carpio (Manissery et al., 2001), lenguado del Pacifico, Paralichthys olivaceus (Furuita
etal., 2003 a,b), seriola coreana, Seriola quinqueradiata (Agius et al.,2001), lenguado senegalés, Solea
senegalensis (Dinis et al., 1999), chano, Chanos chanos (Emata et al., 2600), rodaballo, Scophthalmus
maximus (Lavens et al., 1999), jurel dentdén, Pseudocaranx dentex (Vasallo-Agius et al., 2001a, b),
bacalao, Gadus morhua (Mangor-Jensen y Birkeland, 1993) y pez gato del canal, Ictalurus punctatus

(Torrans y Lowell, 2001).

1.3.1.-EFECTO DEL NIVEL DE INGESTA

A A NI
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Una restriccion en el nivel de ingesta afecta seriamente a la puesta. Asi la reduccion en la tasa

de alimentacion ha sido descrita como la causa de inhibicién de la maduracion de las goénadas en algunas

los autores. Digitali

especies tales como el carpin, Carassius auratus (Sasayama y Takahashi, 1972), lubina, Dicentrarchus

©Del d

labrax (Cerda et al., 1994 a) y machos de salmon Atlantico, Salmo salar (Berglund, 1995). En lubina,
después de seis meses de alimentacion de los reproductores con solo media racién, las tasas de
crecimiento descienden, el periodo de puesta se retrasa y los huevos y larvas recién nacidas son mads
pequefias que las obtenidas de peces comiendo la racién completa (Cerdé et al., 1994 a). En hembras de

lubina, los efectos negativos de la restriccion de comida estan asociados con la reduccion de los niveles

de estradiol en el plasma (Cerda et al., 1994 b), mientras que la expresion de los genes GtH no se ve

afectada por la reduccion de la ingesta en hembras maduras de carpin (Sohn et al., 1998).

Algunos estudios realizados en el medio natural han mostrado que la disponibilidad de alimento
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es el principal factor ambiental determinante de la fecundidad, que se puede definir como el nitmero de
huevos maduros que son producidos por una hembra durante el ciclo anual de puesta (Wotton, 1979;

Bromage et al., 1992.)

Algunos de estos estudios se han llevado a cabo sobre especies dulce acuicolas que habitan en
rios con diferente disponibilidad de comida, mostrando que los ejemplares que viven en los rios con mas
baja productividad muestran su fecundidad reducida, esto ha sido sefialado para el rutilo, Rutilus rutilus
(McKay y Mann, 1969; Kuznetzov y Khalitov, 1978), 1a brema, Abramis brama (Brylinska y Brylinski,
1972), el charolito, Poeciliopsis occidentalis (Constanz, 1975) o el espinosillo, Gasterosteus acuelatus

(Ali y Wooton, 2000).

En referencia a las especies marinas, Bagenal (1966) sefialo que las variaciones de fecundidad
que se observaban en las poblaciones naturales de platija, Pleuronectes platessa del oeste de Europa
podian estar relacionadas con diferencias en la disponibilidad de alimento, a suvez debidas a la densidad

de poblacion

Los estudios realizados en el medio natural muestran ligeras evidencias de una relacion directa
entre el tamafio de la racién y la reproduccion, mostrando la necesidad de realizar experimentos en

cautividad que estudien los efectos del tamafio de la racion sobre la fecundidad.

Experimentos realizados con la trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, en condiciones de

cautividad, han mostrado que restricciones en la racion tienen como consecuencia una reducciéondela

fecundidad, y en algunos casos, de la proporcion de ejemplares que llegan a la maduracién sexual

(Gutsell, 1940; Phillips et al., 1956; Baiz, 1978; Orr et al., 1982; Jones y Bromage, 1987). Existiendo
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evidencias de que largos periodos de restriccion en la dieta (8 o mas meses) tienen un efecto negativo

sobre la reproduccion de esta especie (Scott, 1962)

En estudios sobre peces marinos también se ha encontrado un efecto negativo de la baja
disponibilidad del alimento sobre la fecundidad. Hislop et al. (1978) y Robb (1982) mostraron que la
produccion de huevos y los niveles de ingesta estaban positivamente correlacionados en el eglefino
Melanogrammus aeglefinus mantenido en condiciones de laboratorio. De igual forma se ha encontrado
esta correlacion en otras especies como arenque, Clupea harengus (Ma et al., 1998) medaka, Oryzias

latipes (Hirshfield, 1980)o el bacalao, Gadus morhua (Karlsen et al., 1995; Kjesbu et al., 1998).

1.3.2.-EFECTO DE LOS COMPONENTES DE LA DIETA

Deéde los pioneros estudios de Watanabe et al. (1984 a, b, ¢) en el pargo japonés (Pagrus major)
se han ido incrementando las evidencias de que la composicion de las dietas para reproductores, de varias
especies de peces, durante el periodo de prepuesta es el factor que mas influye en la calidad de sus huevos
y larvas. Componentes dietéticos como lipidos polares y no polares (Watanabe e? al., 1991a, b), 4cidos
grasos (Harel et al., 1994; Carillo et al., 1995; Bruce et al., 1999; Mazorra et al., 2003), 4cido ascorbico
(Mangor-Jensen et al., 1991; Dabroswki y Blom, 1994; Blom y Dabroswki, 1995), vitamina A (Furuita
et al., 2003 a), vitamina E (Emata et al., 2000), carotenos (Agius et al., 2001), carbohidratos (Washburn
et al., 1990; Mangor-Jensen y Birkeland, 1993), proteinas (Harel et al.,1995;Gunasekera ef al, 1996 a,
b) y nucleétidos (Gonzalez-Vecino et al., 2004) han demostrado su efecto sobre la calidad de la puesta
de reproductores de peces. Lipidos y acidos grasos son los componentes dietéticos que mas influyen en

la calidad de las puestas, especialmente en aquellas especies de puesta continua que presentan cortos
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INTRODUCCION

periodos de vitelogenesis y que son capaces de incorporar estos componentes dietéticos en los huevos

incluso durante el periodo de puesta.

1.3.2.1.-EFECTO SOBRE LA FECUNDIDAD

Uno de los parametros utilizados para evaluar la calidad de la puesta es el de la fecundidad, en
especies que ponen los huevos varias veces durante la época natural de puesta, la fecundidad se considera
como el producto del nimero de puestas por el nimero medio de huevos producido en cada una de ellas

(Wotton, 1979). La fecundidad relativa seria la fecundidad expresada por unidad de peso.

La fecundidad se ve afectada por deficiencias nutricionales en las dietas de los reproductores.
fecundidades reducidas han sido citadas en varias especies de peces marinos causadas entre otras, por la
influencia de un desequilibrio de nutrientes que afecta el sistema endocrino cerebro-pituitario-gonadal

o por restricciones en la disponibilidad de componentes bioquimicos para la formacion de los huevos.

La elevacion de los niveles de lipidos dietéticos de 12% a 18% en las dietas para reproductores
del pez conejo (Siganus guttatus) produce un aumento en la fecundidad (Duray et al., 1994), aunque este
efecto también pudiera relacionarse con el aumento gradual en los 4cidos grasos esenciales de la dieta.
De hecho, uno de los factores nutritivos que mas pueden afectar la calidad de la puesta es el contenido
en acidos grasos esenciales (AGEs) de la dieta (Watanabe et al., 1984 a, b). La fecundidad en la dorada
(Sparus aurata) aumenta significativamente con un aumento en los n-3 HUFA (4cidos grasos
poliinsaturados con 20 o mas atomos de carbono, esenciales para peces marinos) contenidos en la dieta
(Fernandez-Palacios et al., 1995). Resultados similares han sido sefialados en otros esparidos (Watanabe

et al.,, 1984 a, b, c, 1985 a, b). Sin embargo, estudios en la reproduccion de la tilapia del Nilo
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(Oreochromis niloticus) indican que el niimero de hembras que ponen, la frecuencia de las puestas,
numero de larvas por puesta y la produccion total de larvas después de un periodo de 24 semanas, es
mucho mayor en peces alimentados con un dieta basal complementada con aceite de soja, con alto
contenido en acidos grasos de la serie n-6 esenciales para estas especies de peces (Watanabe, 1982) y
relativamente bajas en peces alimentados con dietas complementada con un 5% de aceite de higado de
bacalao, con alto contenido en acidos grasos de la serie n-3, (Santiago y Reyes, 1993). Sin embargo, los
peces alimentados con la dietas conteniendo aceite de higado de bacalao mostraron mas ganancia de peso

(Santiago y Reyes, 1993).

En otras especies como el bacalao (Gadus morhua), no se observd un claro efecto de los
acidos grasos esenciales sobre la fecundidad cuando los reproductores fueron alimentados con los
granulos de dietas comerciales recubiertos con diferentes tipos de aceites (Lie er al, 1993). Un
experimento de alimentacion a largo plazo con el bacalao, en el que se alimentaron los reproductores con
los granulos de la dieta recubiertos con aceite de soja, de capelan o de sardina, mostré un efecto
relativamente pequefio en la composicion en 4acidos grasos de los huevos de los reproductores
alimentados con los aceites de pescado, sin embargo, la concentracion en n-3 HUFA fue
significativamente menor en los huevos de los peces alimentados con el aceite de soja (Lie et al., 1993).
Estos resultados pueden ser debidos a los bajos requerimientos de los reproductores de bacalao en
AGEs, comparados con los esparidos, que pueden ser cubiertos por los lipidos residuales presentes en

la harina de pescado de las dietas experimentales.

Aparte de que las deficiencias dietéticas de AGEs causan efectos negativos en la calidad de
las puestas, también se ha sefialado que su exceso puede tener efecto negativo sobre la misma. Por

ejemplo, niveles altos de n -3 HUFA en la dieta de los reproductores de dorada causan una disminucién

-14-

P i e P e

fizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2006

© Del documnento, los autores. Digitalizacion real




INTRODUCCION

TN Y R TR 3. TR R KRS R Lo T ST TR X e Mo 34 e e

de la cantidad total de huevos producidos por estos, a pesar de un aumento en el huevo de la
concentracion de n-3 HUFA (Fernandez-Palacios et al., 1995). Resultados similares son encontrados en
lenguado del Pacifico, Paralichthys olivaceus (Furuita et al., 2002). Asi, altos niveles dietéticos de n-3
HUFA podrian afectar el eje endocrino cerebro-pituitario-gonadal. Por ejemplo, se ha encontrado que
los 4cidos grasos eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y docosahexaenqico (22: 6 n-3, DHA ) reducen “in
vitro” la accion esteroidogénica de la gonadotrofina en el ovario de los teledsteos (Mercure y Van Der
Kraak, 1995). Esto también ocurre en mamiferos en los que un alto nivel de acidos grasos en la dieta

retrasa la aparicion de la pubertad (Zhang et al., 1992).

La composicion proteica de la dieta de los reproductores influye en la calidad de la puesta
regulando la sintesis y seleccion de los componentes del saco vitelino (Tandler et al., 1995). Las proteinas
actuan como fuente de aminoacidos y como material de reserva utilizado durante muchas actividades
biosintéticas que son esenciales para las etapas tempranas de la embriogénesis (Metcoff, 1986). El
desarroilo embrionario en peces depende del balance de aminoacidos presentes en el huevo (Fynh y
Serigstad, 1987; Fynh, 1989). En estudios llevados a cabo en el pargo japonés (Pagrus major) se ha
estimado que el nivel dptimo de proteinas en dietas, conteniendo harina de pescado como principal fuente
de energia, estd alrededor del 45% (Watanabe et al., 1984 a, b, €). Los reproductores alimentados por
debajo de ese nivel producen aproximadamente un 30% menos de huevos. Reproductores de lubina
(Dicentrarchus labrax), alimentados con una dieta con alto contenido en proteina muestran una
fecundidad 1,5 veces mayor que los alimentados con una dieta baja en proteina (Cerda et al., 1994 b). En
tilapia (Oreochromis niloticus), reproductores alimentados con dietas conteniendo diferentes porcentajes
de proteina, la fecundidad esta positivamente correlacionada con la cantidad de proteina contenida en la

dieta (El-Sayed et al., 2003).
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Otros nutrientes que pueden afectar la fecundidad son la vitamina E (Izquierdo y
Fernandez-Palacios, 1997; Fernandez-Palacios et al., 1998), la vitamina C (Blom y Dabrowski, 1995), la
combinacion de ambas vitaminas (Emata et al., 2000) y los carbohidratos. Asi reproductores de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) alimentados con una dieta baja en carbohidratos muestran una

fecundidad relativa disminuida (Washburn et al., 1990). .

1.3.2.2.-EFECTO SOBRE LA FECUNDACION

Ciertos nutrientes ejercen un marcado efecto en la fecundacion. Los niveles de EPA y 4cido
araquidonico (20:4n-6, AA) en la dieta muestran una correlacion con la tasa de fecundacion en la dorada,
Sparus aurata (Fernandez-Palacios et al., 1995, 1997). Igualmente puestas de reproductores de halibut,
Hippoglossus hippoglossus, alimentados con dietas con diferente contenido en AA muestran una
correlacion positiva entre la tasa de fecundacion y el nivel de AA en la dieta (Mazorra ef al., 2003).
Dado que ia composicioén en acidos grasos del esperma depende de la composicion en 4cidos grasos
esenciales en la dieta de los reproductores, en especies como la trucha del arco iris, Oncorhynchus
mykiss (Watanabe et al., 1984 d, Labbe et al., 1993) y la lubina, Dicentrarchus labrax (Asturiano,
1999), es posible que la motilidad de esperma y a su vez la fecundacion se viesen afectadas por el nivel
dietético de estos acidos grasos. Particularmente en salménidos donde la criopreservacion del esperma
es corrientemente utilizada, la composicién en acidos grasos del esperma podria ser el factor que
determinara la integridad de la membrana después de la descongelacion. Sin embargo, Labbe ef al.
(1993) no encuentran ningin efecto de los 4cidos grasos dietéticos (de las series n-3 y n-6 ) en la
capacidad de fecundacion del esperma descongelado. Por otro lado una baja relacion colesterol-
fosfolipidos en la membrana estd correlacionada con una buena resistencia del esperma a la congelacion

(Labbe y Maisse, 1996).
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Los acidos grasos poliinsaturados también regulan la produccion de eicosanoides,
particularmente prostaglandinas que estan implicadas en numerosos procesos reproductores (Moore,
1985), incluyendo la produccién de hormonas esteroides, el desarrollo gonadal y la ovulacion. Los
ovarios de los peces tienen una alta capacidad de generar eicosanoides, entre ellos, las prostaglandinas
E (PGEs) liberadas por la accidn de las ciclooxigenasas y los leucotrienos LTB, y LTB;, liberados
por la accion de las lipooxigenasas (Knight er al., 1995). Los inhibidores de esta ultima enzima
reducen la maduracion de los oocitos en lubina (Dicentrarchus labrax) inducida por la gonadotrofina
(Asturiano, 1999), sugiriendo que los productos derivados de la accion de la lipooxigenasa también
pueden estar involucrados en la maduracion de los oocitos. Este hecho se ha demostrado en los mamiferos
donde algunos leucotrienos (LTB,) mejoran la accion esteroidogénica de la hormona luteinizante (LH)
(Sullivan y Cooke, 1985). El efecto beneficioso del EPA y del AA en la fecundacion han sido sefialado
por varios investigadores. Ambos 4cidos grasos estan relacionados en funciones de transmision celular
y son p?ecursores de eicosanoides. El EPA es conocido como un precursor de prostaglandinas (PGs)
delaserie[Ily el AA esun precursor de PGs de la serie II (Stacey y Goetz, 1982). “In vitro” el AA, pero
no el EPA ni el DHA, estimula la liberaciéon de testosterona en los testiculos del carpin (Carassius
auratus) através de su conversion en prostaglandina PGE, (Wade et al., 1994). Por el contrario, el EPA
o el DHA bloquearon la accién esteroidogénica de acido del araquidonico y de la PGE,. AA y EPA
modulan la esteroidogénesis en los testiculos del carpin (Wade et al., 1994). Asi, el momento de la
espermiacion puede ser retrasado y como consecuencia las tasas de fecundacion pueden reducirse por
una depresion de la esteroidogénesis causada por una deficiencia o desequilibrio de los AGEs en la dieta
de los reproductores. Es mas, también se conocen las prostaglandinas como importantes feromonas en
algunos teleodsteos. Algunas PGs producidas por la hembra del carpin, como las PGFs, se han mostrado

como estimulantes del comportamiento sexual del macho y sincronizan la accién del macho y la hembra
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en la puesta, afectando asi directamente el éxito en la fecundacion (Sorensen et al., 1988).

El tript6fano, que es un precursor de la serotonina, puede afectar la maduracion de las gonadas
tanto en machos como en hembras. Dietas complementadas con un 0,1% de triptéfano en las dietas para
reproductores del ayu (Plecoglossus altivelis) dan como resultado un aumento significativo de los
niveles de testosterona adelantando asi el tiempo de espermiacion en los machos e induciendo la

maduracion de las hembras (Akiyama et al., 1996).

Otros nutrientes conocidos por ser importantes para la fecundacion son la vitamina E (Izquierdo
y Fernandez-Palacios, 1997; Fernandez-Palacios et al., 1998), los carotenos (Harris, 1984; Craik, 1985,
Agius et al., 2001) y la vitamina C. El acido ascorbico ha demostrado jugar un papel importante en la
reproduccion de los salmoénidos (Eskelinen, 1989; Blom y Dabrowski, 1995) y se ha sefialado su
importante papel en la esteroidogénesis y vitelogénesis (Sandnes, 1991). La funcion antioxidante de las
vitaminas C y E juega un importante papel protector de las células del esperma durante la
espermatogénesis y hasta el momento de la fecundacion, reduciendo el riesgo de peroxidacion de los
lipidos que iria en detrimento de la motilidad del esperma. La concentracion de acido ascorbico en
el fluido seminal refleja la concentracion de esta vitamina en la dieta de los reproductores y no afecta
la calidad de semen al principio de la estacion de puesta (Ciereszco y Dabrowski, 1995). Sin embargo,
una deficiencia de la concentracién de 4cido ascorbico, en la dieta, reduce la concentracion del esperma

y produce una motilidad reducida al final del periodo de puesta.
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1.3.2.3.-EFECTO SOBRE EL DESARROLLO DEL EMBRION

Varios nutrientes son esenciales para el normal desarrollo del embrion, y su nivel 6ptimo en las
dietas de los reproductores mejora la morfologia del huevo y el porcentaje de eclosion. Se ha encontrado
que el porcentaje de huevos morfologicamente normales se incrementa, con un aumento de los niveles
de n -3 HUFA, en las dietas de los reproductores y la incorporacion de estos acidos grasos en los huevos
(Fernandez-Palacios et al., 1995), indicando la importancia de los acidos grasos esenciales (AGEs) para
el desarrollo normal de los huevos y embrion de la dorada (Sparus aurata). Por ejemplo, la alimentacion
de reproductores de dorada con dietas deficientes en AGEs ocasionan un aumento del niimero de gotas
de grasa en el huevo (Fernandez-Palacios et al., 1997) este hecho también se ha sefialado en el pargo
japonés, Pagrus major (Watanabe ef al., 1984 a). Asi mismo, la mejora en la calidad de la puesta en
lubina (Dicentrarchus labrax) alimentada con una dieta enriquecida con aceite de pescado de alta calidad
ha sido asociada con un alto contenido en acidos grasos de la serie n-3 (Navas et al., 1996). Por otra
parte, la comparacion entre huevos de bacalao (Gadus morhua) de agua salobre y agua marina muestran
que el contenido en AA y la relacion DHA/EPA de la fraccion polar de los lipidos de los huevos estan
correlacionados positivamente con la simetria del huevo y su viabilidad (Pickova et al., 1997). Estos
4cidos grasos juegan un papel estructural importante como componentes de fosfolipidos en las
biomembranas del pez y estan asociados con su fluidez y el correcto funcionamiento de las funciones
celulares y de la membrana en peces marinos (Bell et al., 1986). En algunas especies, como el halibut
(Hippoglossus hippoglossus), los n-3 PUFA se consideran la mayor fuente de energia durante el
desarrollo embrionario temprano (Falk-Petersen et al., 1989). No obstante, la composicion en 4cidos
grasos de los lipidos de los huevos de peces no solo es determinada por la dieta de los reproductores,
si no que también esta relacionada con la especie y con diferentes lotes de la misma especie (Pickova et

al., 1997). En trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), alimentada con una dieta deficiente en n-3,
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durante los tres tltimos meses de la vitelogenesis, se produce un efecto moderado en la incorporacioén
de DHA en los lipidos del huevo, mientras que la concentracion de EPA disminuye en un 50% (Fremont
et al., 1984). Sin embargo, los niveles de otros acidos grasos en los huevos no son afectados por la
composicion en acidos grasos de la dieta. Esta retencion selectiva de DHA también se ha encontrado
durante la embriogénesis (Izquierdo, 1996) y durante la inanicion (Tandler et al., 1989) denotando la
importancia de este acido graso para el desarrollo del embrion y de la larva. Los requisitos en acidos
grasos esenciales para reproductores de espéaridos varian entre un 1,5% y un 2,5% de n -3 HUFA en la
dieta (Watanabe et al., 1984 a, b, ¢, 1985 a, b; Fernandez-Palacios et al., 1995), siendo mas alto que los
determinados para juveniles que varia entre el 0,5% y el 0,8% de n -3 HUFA en la dieta (Izquierdo,
1996). Estos valores son también mas altos que los determinados para salménidos, aproximadamente

alrededor de 1% de n -3 HUFA (Watanabe, 1990).

Los radicales libres pueden deteriorar las membranas del huevo y la integridad de las mismas.
La vitaminas E y C y los carotenos (por ejemplo la astaxantina) se han mostrado como importantes
agentes contra la accion de radicales libres. Aunque los efectos negativos de la deficiencia de la vitamina
E en la reproduccion de otros vertebrados se ha demostrado desde los afios veinte, la importancia de
la vitamina E en la dieta para reproductores de peces se demostrd en 1990, deficiencias de esta vitamina
en dietas de reproductores de la carpa comin (Cyprinus carpio) y del ayu (Plecoglossus altivelis),
producian la no maduracion de las gonadas y reducian las tasas de eclosion y de supervivencia larvaria
en el ayu (Watanabe, 1990). Un aumento de los niveles dietéticos de vitamina E (por encima de 2000
mg/kg) en las dietas del pargo japonés (Pagrus major) produjo un aumento en los porcentajes de huevos
flotantes, de eclosion y de larvas normales (Watanabe ef al., 1991 a). También se han sefialado tasas
mas bajas de fecundacion y de supervivencia larvaria en puestas de reproductores alimentados con

niveles dietéticos bajos en a-tocoferol. La funcién de vitamina E como antioxidante inter e intra celular
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para mantener la homeostasis de metabolitos labiles en la ¢élula y en el plasma tisular es bien conocida.
En ratas diabéticas, complementos de vitamina E en las dietas maternales también reducen las
malformaciones congénitas, incrementandose las concentraciones de tocoferol en los tejidos maternales,
del embrién y del feto (Siman y Erikkson, 1997). En la dorada (Sparus aurata) niveles de vitamina E de
200 mg a-tocoferol/kg en la dieta de los reproductores son sufigientes para conseguir puestas de
calidad, sin embargo, Hemre ef al. (1994) han sugerido que este nivel es suboptimo para reproductores
de rodaballo (Scophthalmus maximus). En el rodaballo (Hemre et al., 1994) o salmén Atlantico, Salmo
salar (Lie et al., 1993), la vitamina E es movilizada de los tejidos periféricos durante la vitelogenesis,
aunque el contenido en vitelogenina plasmatica no era afectado, sugiriendo que las lipoproteinas pueden
estar implicadas en el transporte de vitamina E durante este periodo (Lie et al., 1993). La vitamina C
contenida en los huevos de trucha de arco iris reflejan el nivel de este nutriente en la dieta y esta asociada
con la mejora de la calidad del huevo (Sandnes et al., 1984). Cambios en los contenidos de vitamina C
en ovarios del bacalao no afectan significativamente la tasa de eclosion (Mangor-Jensen et al., 1993).
De nue§o, estos resultados sugieren gue la composicion bioquimica de los huevos no debe ser usada
como el tnico criterio para determinar la calidad de los huevos, a pesar del hecho de que varios autores
(Sandnes et al., 1984; Craik, 1985; Harel et al., 1994) han sugerido que la composicion guimica de los
huevos esta relacionada con el éxito de la puesta, desde el momento en que los nutrientes almacenados

en el huevo deben satisfacer las demandas nutricionales para el desarrollo del embridn y su crecimiento.

El contenido en carotenos de las dietas de reproductores también se ha sefialado como importante
para el desarrollo normal de embrion y larvas. Sin embargo, durante 50 afios ha habido una gran
controvetsia sobre la relacion entre el contenido de carotenos del huevo y la calidad de los mismos en
salmonidos. Para una revision de los carotenos y sus funciones (incluyendo su efecto en la calidad del

huevo) vease Tacon (1981), Craik (1985), Choubert (1986), Torrissen (1990) y Torrissen y Christiansen
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(1995). Los trabajos sobre el efecto de la concentracion de carotenos en la calidad del huevo en
salmoénidos han sido contradictorios. Algunos los autores han sefialado una refacion positiva entre la
pigmentacion del huevo y la fecundacién asi como con la tasa de supervivencia en trucha arco iris,
Oncorhynchus mykiss (Harris, 1984; Craik, 1985). Otros autores, sin embargo, no han encontrado
evidencias de esta relacion (Torrissen, 1984; Craik y Harvey, 1986; Torrissen y Christiansen, 1995). Las
diferencias en la metodologia empleada por los diferentes autores incluyen la edad de los reproductores,
diferencias en las cantidades de carotenoides de los huevos, diferencias en el carotenoide utilizado
(astaxantina, cantaxantina, etc.) en la dieta o determinado en €l huevo, tamafio de la muestra e incluso
diferencias en el indicador usado para determinar la calidad huevo. Muy pocos estudios se han realizado
controlando el nivel de carotenos utilizado en las dietas de los reproductores (Harris, 1984; Choubert y
Blanc, 1993; Watanabe y Kiron, 1995). La adicion de astaxantina purificada en las dietas de
reproductores de pargo japonés (Pagrus major) mejord claramente los porcentajes de huevos flotantes
y de eclosion, asi como el porcentaje de larvas normales (Watanabe y Kiron, 1995). Por el contrario,
la inclusiéﬁ de f-caroteno no tenia efecto en estos parametros. Miki et al. (1984) han demostrado la
incorporacion de cantaxantina o astaxantina en los huevos del pargo japonés y la no conversion de estos
carotenoides en B-caroteno. Es posible que la mas baja absorcion intestinal de 3-caroteno comparada
con la dela cantaxantina o de la astaxantina pueda haber afectado estos resultados. Una absorcion y
deposicion preferente de hidroxi y keto carotenoides ha sido sefialada en peces por Torrissen y
Christiansen (1995). Los carotenoides constituyen uno de los pigmentos mas importantes en peces,
con una amplia variedad de funciones incluyendo proteccién frente a condiciones de iluminacion
adversas, fuente de provitamina A, quimiotaxis de espermatozoides y funciones antioxidantes mucho
mas altas que las vitaminas A y E.

También se ha demostrado que la supervivencia del embrién puede ser afectada por el contenido

en vitamina C de las dietas de los reproductores. Esta vitamina es necesaria para la sintesis de colageno
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durante el desarrollo del embrion. En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) los requisitos de los
reproductores en vitamina C son ocho veces superiores que el de los juveniles (Blom y Dabrowski,1995).
Otros autores encuentran menores requisitos para reproductores de bacalao, Gadus morhua

(Mangor-Jensen et al., 1993).

A pesar de que los requerimientos de vitamina A son poco conocidos, durante la maduracién
gonadal y la puesta, esta vitamina es considerada importante para el embrion y el desarrollo larvario
debido a su importante papel en el desarrollo del esqueleto, formacion de la retina y diferenciacion de
las células inmunes. En el higado de rodaballo (Scophthalmus maximus) se ha observado un aumento de
la concentracion de retinol durante la maduracion de las génadas que se incrementa a lo largo del dia,

mientras que el volumen del retinol en las gonadas se reduce durante la maduracién (Hemre ez al., 1994).

Otras investigaciones con el pargo japonés (Pagrus major) han mostrado que los fosfolipidos
dietéticbs también mejoran la calidad del buevo (Watanabe et al., 1991 a, b). Aunque los efectos
beneficiosos de los fosfolipidos se han atribuido a su actividad inhibidora y capacidad para estabilizar
los radicales libres (Watanabe y Kiron, 1995), en algunas especies de peces son importantes durante el
desarrollo larvario y son preferentemente catabolizados después de la eclosion y antes del primer

alimento exdgeno (Rainuzzo et al., 1997).

Otro nutriente que afecta la calidad de las puestas de peces son las proteinas dietéticas. Por
ejemplo, una dieta con baja proteina-alta energia causé una reduccion en la calidad de la puesta del
pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1984 ¢). En otro esparido, la dorada (Sparus aurata), una
dieta para reproductores bien equilibrada en los aminodcidos esenciales, mejora la sintesis de

vitelogenina (Tandler ez al., 1995). Es mds, la reduccion de los niveles de proteina dietética del 51% al
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34% junto con un aumento de los niveles de hidratos de carbono del 10% al 32% produce un aumento
en las deformidades larvarias en la lubina, Dicentrarchus labrax (Cerda et al., 1994b). Estas dietas
causan alteraciones en la secrecidon de GnRH en reproductores de lubina durante la puesta (Kah
et al., 1994) y de los niveles hormonales de gonadotrofina GtH II en el plasma, que juega un papel

importante en la maduracion del oocito y la ovulacion (Navas et al., 1996).

Finalmente, otro componente dietético que ha demostrado ser importante para el normal
desarrollo del embrion y de las larvas, al menos en salmonidos, es la tiamina (vitamina B,). Por ejemplo,
inyecciones de tiamina en hembras gravidas de salmoén Atlantico (Salmo salar) reducen la mortalidad
de su descendencia (Ketola et al., 1998). También la concentracién de tiamina en el huevo o en el saco
vitelino de la larva se relaciona con la reduccion del sindrome de mortalidad temprano en la trucha
lacustre, Salvelinus namaycush (Brown et al., 1998), trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss y salmoén
coho, Oncorhynchus kisutch (Hornung et al., 1998) y salmoén Atlantico, Salmo salar (Wooster y Bowser,

2000).

1.3.24.-EFECTO SOBRE LA CALIDAD LARVARIA

Pocos estudios han podido demostrar la mejora de calidad de la semilla a través de la dieta de los
reproductores. El incremento en los niveles de los lipidos del 12% al 18% en dietas para reproductores
del pez conejo (Signatus guttatus) producen mas larvas recién eclosionadas y un aumento en la
supervivencia a los 14 dias después de la eclosion (Duray et al., 1994). Los incrementos en los n-3
HUFA (particularmente del icido docosahexaenoico) en las dietas de reproductores de perca de rio
(Perca fluviatilis) mejoran significativamente el peso de las larvas y su resistencia al shok osmoético

(Aby-Ayad et al., 1997). De una manera similar, incrementos en los niveles de n-3 HUFA en las dietas
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de reproductores de dorada (Sparus aurata) mejoran significativamente el porcentaje de larvas vivas
después de la reabsorcion del saco vitelino. Es més, el crecimiento, supervivencia e inflacion de la vejiga
natatoria en larvas de dorada mejora cuando se usa aceite de pescado, en lugar de aceite de soja, en las
dietas para los reproductores (Tandler et al., 1995). En esta misma especie, larvas de 28 dias de vida
tras la eclosion, mostraron un mayor peso seco y crecimiento que aquellas que procedian de reproductores

alimentados con dietas con un alto contenido en n-3 HUFA (Bueno, 2001).

1.4.-PERIODO DE TIEMPO NECESARIO PARA QUE LA DIETA INFLUYA SOBRE LA

CALIDAD DE LA PUESTA

En algunas especies de peces como la dorada (Sparus aurata) o el pargo japonés (Pagrus major)
la composicion del huevo es ripidamente afectada por la dieta en pocas semanas de alimentacion de los
reprodlictores (Watanabe et al., 1985b; Fernandez-Palacios ef al., 1995; Tandler et al., 1995). En estas
especies, con puestas continuas con periodos cortos de vitelogénesis, es posible mejorar la calidad de
la puesta por la modificacion de la calidad nutritiva de las dietas de los reproductores incluso durante la
estacion de puesta (Fernandez-Palacios et al., 1995, 1997, 1998; Tandler et al., 1995). Igualmente, es
posible mejorar la calidad del huevo y el porcentaje de eclosion en puestas de lubina (Dicentrarchus
labrax) alimentando los reproductores con las cantidades apropiadas de HUFA, durante el periodo de
la vitelogénesis que es ligeramente mas largo que en los esparidos (Navas et al., 1997). En peces con mas
de seis meses de vitelogénesis (Frémont ef al., 1984), como en salmoénidos, los reproductores deben ser
alimentados con una dieta de buena calidad, varios meses antes de la época de puesta, para mejorar la
calidad de la misma (Watanabe et al., 1984 d; Corraze et al., 1993). Aunque los perfiles de dcidos grasos

del misculo del pezy de los huevos en vias de desarrollo del salmén coho, Oncorhynchus kisutch (Hardy
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etal., 1990) reflejen los perfiles de los acidos grasos dietéticos después de slo 2 meses de alimentacion,
Harel et al. (1992) han demostrado que los lipidos tisulares de reproductores de dorada alcanzan un
equilibrio con los lipidos dietéticos tras s6lo 15 dias de alimentacion. El rodaballo podria ser una
excepcion a esta observacion y es importante la alimentacion de los reproductores con dietas de alta
calidad nutritiva durante la vitelogénesis y el periodo de puesta. La camposicion de los ovarios del

rodaballo se ve mas afectada por la dieta durante las fases tempranas de desarrollo gonadal (Lie et al.,

1993).
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.-TANQUES EXPERIMENTALES

Los tanques donde se llevaron a cabo todas las experiencias estaban fabricados en poliéster

reforzado con fibra de vidrio y fueron de tres tipos:

Tanques de 6000 litros

Estos tanques eran de seccion rectangular de 3,25 x 2,25 x1 m y fondo en plano inclinado tienen

una capacidad individual de unos 6000 1 y descansan sobre una base de madera. Disponian de una

abertura lateral superior, en uno de los lados menores, de 25 x 5 cm provista de una rampa que

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

desemboca en un colector de huevos constituido por un bastidor de madera de 0,5 m de lado del que

pendia una malla de 500 pm de luz. Cada colector descansaba sobre un tanque de fibrocemento de

los autores. Digitali

seccion rectangulary 2001 de capacidad, con salida por rebosadero en la parte superior, que aseguraba

©Del

que los huevos no quedaran en seco, aun en el caso de fallo del suministro de agua.

En el lado opuesto a la abertura se encontraba una entrada multiple de agua de mar, en sistema
de circuito abierto, con un flujo de unos 960 l/h, lo que aseguraba una renovacién diaria de
aproximadamente 4 veces el volumen del tanque y que ademas establecia una corriente superficial que

coadyuvaba al depdsito de los huevos en el colector.
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Tanques de 1000 litros

De forma cilindrica de 1,5 m de diametro y 0,75 m de altura, estos tanques poseian una entrada
de agua en la superficie y desagiie por rebosadero, en el que una tuberia guiaba el agua saliente hasta un
deposito plastico de 100 1 situado al lado, donde estaba colocado un colec~tor de huevos. Los colectores
consistian en un marco de tubo hueco de policioruro de vinilo (PVC) de 50 cm de lado, al que se sujetaba
una malla de 500 um de luz con un volumen de unos 100 1 de forma que el marco se encajaba en el

deposito haciendo que el extremo superior de la malla quedase fuera del agua para que no se salieran

los huevos. La tasa de renovacion en estos tanques era similar a la de los tanques de 6000 1.

Tanques de digestibilidad

En'el Experimento I, para comparar la digestibilidad de las harinas utilizadas en la composicion
de las dietas experimentales, se utilizaron tanques disefiados a partir del Sistema Guelph (CYAQ-2)
propuesto por Cho et al. (1975, 1982), en los que se aplicaron una serie de modificaciones con el fin de
facilitar el manejo de las heces y minimizar la pérdida de nutrientes de las mismas. En este caso, los

tanques tenian forma cilindrica con fondo en tronco de cono invertido, con 125 1 de capacidad cada uno

y desagiies centrales hacia una columna de decantacion.

Agua de mar

La toma de agua de mar se realizaba a través de un pozo de captacion excavado en el espigon
del Muelle de Taliarte. El agua era elevada mediante un grupo de bombas que suministraba un caudal

de 180 m’/h y era conducida hasta un deposito regulador principal situado en el exterior en una zona
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anexa a las instalaciones propias de la planta. Todo el sistema de conduccion de agua de mar estaba
montado en PVC. Desde este depésito el agua de mar era distribuida directamente, por gravedad, a los
tanques experimentales de reproductores. La salinidad y el pH del agua de los tanques de reproductores
se mantuvieron siempre constantes (S % = 36,70 + 0,001 y pH = 8,14 + 0,03).

Aireacion

El suministro de aire a toda la instalacion para conseguir una oxigenacién adecuada del agua se
realizaba mediante tres turbinas ventiladores (Siemens-Elmo, Alemania) de funcionamiento continuo que
suministran aire a baja presion. El sistema de aireacion tenia ademas la funcion de crear una corriente de
abajo hacia arriba y desde el centro a la periferia de los tanques, para evitar asi la sedimentacion de los

huevos y ayudar a la recoleccion de los mismos por los sistemas ya descritos.

2.2.-CONDICIONES DE CULTIVO

Todos los Experimentos fueron realizados utilizando individuos reproductores de dos, tres, cuatro
y cinco afios de edad, nacidos y criados en las instalaciones del Instituto Canario de Ciencias Marinas
(ICCM) y mantenidos fuera de la época de puesta en la instalacion de jaulas flotantes del Instituto

situada en la bocana del muelle de Taliarte.

Previo al inicio de cada experimento y tras pesar y medir los animales, una vez anestesiados con
una solucion que contenia 300 g de clorobutanol (1,1,1-tricloro 2-metil 2-propanol) en 1 1 de alcohol
etilico en la proporcion de 70 ml por1001 de agua de mar, estos eran distribuidos en los tanques para

reproductores evitando desviaciones estadisticamente significativas entre el peso medio de los peces de

29
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los tanques. En el Experimento I, en el que se utilizaron los tanques rectangulares de 6000 1, se intentd
mantener una proporcion entre sexosde 2 o a 1 2 (Fernandez-Palacios et al., 1990 ). Dicha proporcion
se mantuvo exacta en los tanques de 1000 | para los Experimentos IL, IIf y IV. En los tanques de 6000
1 se mantuvieron lotes multiples es decir constituidos por varias hembras y aproximadamente el doble
de machos. En los tanques de 1000 | se mantuvieron lotes simples de una hembra y dos machos. El sexo
de los reproductores se determiné sometiendo a los ejemplares a masaje abdominal hasta la emision de

productos sexuales.

La biomasa en los dos tipos de tanque se mantuvo entre 4-8 kg /m’. Las condiciones de

fotoperiodo y temperatura fueron siempre las naturales.

Los reproductores se alimentaron con un 1 % de su biomasa, repartido en dos tomas diarias. Los

restos de comida y residuos fecales eran limpiados diariamente del fondo de los tanques por aspiracion.

2.3.-CONTROL DE LAS PUESTAS

Durante la época de puesta los colectores de huevos, de cada tanque, se controlaron diariamente
a partir de las 07:00 a.m. y cada media hora con el objetivo de determinar la hora aproximada de puesta,

que siempre tuvo lugar en las primeras horas de la mafiana.

Las puestas fueron espontdneas, la primera recogida de las mismas se realizaba cuando habian
transcurrido aproximadamente dos horas desde el momento en que se observaban por primera vez
huevos en el correspondiente colector. En ese momento los huevos se encontraban en el estadio de

desarrollo de 4 y 8 células. Durante este proceso de recogida, para evitar la perdida de huevos y no

-30-
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alterar asi el parametro del nimero total de huevos de la puesta, se cerraba el circuito de los tanques
mientras se manipulaba el colector de huevos; una vez transferidos los huevos a un vaso de precipitado
de plastico de 5 1 de capacidad se volvia a colocar el colector de huevos en su correspondiente recipiente

y se reabria el circuito.

Las puestas asi recogidas se dejaban reposar aproximadamente 20 minutos en los vasos de 51
y una vez decantadas se procedia a separar la fraccion flotante (FF) de la no flotante (FNF), esta obtenida
mediante aspiracion del fondo era transferida a un vaso de precipitado de plastico de 2 1. Por ultimo se
completaban los volimenes con agua de mar de tal manera que los huevos de la primera recogida

quedaban en 51 los de la FF y en 2 1 los de la FNF. Como parametros para determinar la calidad de las

puestas experimentales se utilizaron los siguientes:

INDICES DE LAS PUESTAS
% de huevos vivos
% de huevos muertos
% de huevos no fecundados
% de huevos anormales (morfologia)
% de huevos anormales (con mas de una gota de grasa)
% de eclosion
% larvas anormales (morfologia)

% de supervivencia larvaria

-31-
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PRODUCCIONES RELATIVAS
Numero de huevos puestos por kg de hembra y por puesta
Numero de huevos vivos por puesta y por kg de hembra
Numero de larvas nacidas (eclosionadas) por puesta y por kg de hembra

Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido por puesta y por kg de hembra

MEDIDAS DE HUEVOS Y LARVAS
Diametro de los huevos
Diametro de la gota de grasa
Longitud de larvas con un dia de vida

Longitud de larvas con el saco vitelino reabsorbido (larvas de tres dias de vida)

COMPOSICI ON BIOQUIMICA DE LOS HUEVOS
Proteinas
Lipidos
Acidos grasos

Vitamina E

Los calculos de los indices de las puestas y las Medidas de huevos y larvas se realizaron
utilizando los huevos de la primera recogida y que en el caso de los tanques de 6000 1 representaba
el 77,60 + 13,26 % del total y en los tanque de 10001 el 47,82 £ 12,22 %; en las Figs. 1 y 2 se muestra
la relacion existente entre el nimero de huevos recogidos y el tiempo transcurrido desde el momento de
la puesta asi como las ecuaciones que definen esta relacion en los tanques de 6000 1 y de 1000 1

respectivamente. El resto de la puesta, utilizado para determinar el nimero total de huevos por puesta

-32-

itn realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

_ @ Del docu



MATERIAL Y METODOS

y por tanto para el calculo de las Producciones Relativas, se recolectaba en una segunda recogida,

trascurridas aproximadamente 22 horas de la puesta cuando ya habia salido el 100% de los huevos en

ambos tipos de tanque (Figs. 1 y 2). Las puestas en las que solo se determiné el numero total de huevos

se recogieron a las 22 horas del inicio de la puesta y se contaron cinco muestras de 5 ml en un volumen

unico de 5 1.
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Fig. 1.- Relacion entre la hora de recogida y el nimero de huevos recogidos en los tanques de 6000 1.
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Fig. 2.- Relacion entre la hora de recogida y el nimero de huevos recogidos en los tanques de 1000 1.
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A los recipientes de pléstico que contenian los huevos se les suministraba aireacion continua, para

asegurar una buena homogeneizacion, y se tomaban, tras remover vigorosamente, cinco muestras de 5
ml que eran contadas en placa mediante lupa binocular para determinar el nimero de huevos de cada
categoria en cada una de las puestas controladas. En el caso de la segunda recogida solo se contaba el

numero de huevos, para conocer la produccion total, sin distincion de categorias.

Los huevos y larvas se clasificaron, siguiendo los criterios definidos por Divanach (1985) y por
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Kjersvik et al. (1990) en las siguientes categorias:

Huevos vivos: huevos morfologicamente normales, transparentes, perfectamente esféricos, y con

blastémeros claros y simétricos. Estas caracteristicas continiian a lo largo de todo el desarrollo hasta la

eclosién (Fig. 3).

Huevos muertos: huevos con iridisaciones en el vitelo, con vitelo opaco o con perforaciones en

la membrana que permiten la penetracion del medio exterior haciendo que el vitelo se condense y

precipite (Fig.4A).

Huevos no fecundados: huevos con forma esférica, consistencia blanda, de aspecto general
incoloro y trasliicido. La gota de grasa se aprecia de forma difuminada. Con arrugas en la superficie del
corion que le dan un aspecto mate. Con un espacio perivitelino bien aparente a nivel de polo animal.

Estas caracteristicas contintian a lo largo de todo el desarrollo (Fig. 4B).

Huevos anormales: huevos con morfologia irregular no esférica, condensaciones parciales del
vitelo en forma de manchas opalescentes excéntricas. Con cuiias citoplasmaticas entre el polo animal y

vegetal. Con aberraciones de segmentacion o blastomeros irregulares. (Fig. 4C). Huevos con mas de una

gota de grasa.

Larvas anormales: Larvas con el gje longitudinal del cuerpo no recto. Larvas con la gota de grasa

en posicion anormal (Fig. 4C).
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VISTA LATERAL

VISTA CENITAL

0 HORAS
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ECLOSION 46 HORAS A 21.4°C

Fig. 3.- Huevos vivos a lo largo del desarrollo embrionario (modificada de Divanach, 1985).
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Fig. 4.- Huevos muertos (A), huevos no fecundados (B) y huevos y larvas anormales (C) (modificada de

Divanach, 1985).
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Indices de las puestas

Una vez determinado el niimero de huevos de cada categoria existente en cada una de las
muestras de 5 ml controladas se procedié al calculo de los indices de las puestas mediante las siguientes

formulas: :

% Huevos vivos = (Hy g + Hygene / Hyer + Hypyp) X 100

% Huevos muertos = (Hyee + Hypne / Hyge + Hypne) X 100

% Huevos no fecundados = (Hyeee + Hygene / Hypr T Hypns) X 100

% Huevos anormales (morfologia) = (H,¢r + H,one / Hype + Hyppp) X 100

% Huevos anormales (con mas de una gota de grasa) = (Hggpe + Hogenr / Hisr T Hypnr) X 100

Hygr = Total de huevos vivos en las cinco muestras de 5 mi sacadas de la Fraccién Flotante

Hyenp = Total de huevos vivos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fracciéon no Flotante

Hpypr = Total de huevos muertos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccién Flotante

Huenr = Total.de huevos muertos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccién no Flotante

Hyerr = Total de huevos no fecundados en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante

Hyener = Total de huevos no fecundados en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccién no Flotante

Hapr = Total de huevos anormales en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante

H spne = Total de huevos anormales en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion no Flotante

Hggre = Total de huevos con mas de una gota en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante
Hggene = Total de huevos con mas de una gota en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion no Flotante

H = NGmero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante

Hyene = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion no Flotante

Para el calculo de las tasas de eclosién y supervivencia larvaria se procedid a transferir un nimero
conocido de huevos, de 25 a 250, a cubiletes de PVC para su incubacion. Esta variacion en el nimero
de huevos sembrados se debia a que se aprovechaban los contajes realizados para determinar las

categorias de huevos (una vez comprobado que el nimero de huevos incubados no influia en la
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eclosion y supervivencia larvaria). Estos cubiletes median 9 cm de didmetro y 20 cm de longitud y
tenian un volumen til de aproximadamente 11. El fondo estaba constituido por una malla de plancton
de 500 um de luz, si eran utilizados para el cdlculo de la tasa de eclosion y de 165 pm de luz, si eran
utilizados para el calculo de la supervivencia larvaria. Esta diferente tela de plancton con menor luz de
malla se utilizaba para evitar la perdida de larvas. Una vez sembrados eran dispuestos en el interior de
un tanque rectangular de plastico de 500 1 de capacidad, dotado de circuito abierto con cuatro
renovaciones diarias y con aireacion permanente, de tal manera que la renovacién del agua y la
oxigenacion de la misma en el interior de los cubiletes se realizaba a través de la tela de plancton sin
aportacion de agua ni de aire a cada cubilete individualmente. El agua era pasada por un cartucho de
filtracion, de 1 um de poro, con el objetivo de eliminar particulas en suspension que dificultasen el
contaje de huevos y larvas para el calculo de las tasas de eclosion y supervivencia larvaria. Para cada una
de las puestas en que se determinaron las tasas de eclosion y supervivencia larvaria, se sembraron tres
cubiletes para el calculo de cada uno de los dos indices. Durante todo el periodo de incubacion se

mantuvo fotoperiodo natural. Para el calculo de las tasas de eclosion y supervivencia larvaria se utilizaron

las siguientes férmulas:

% Eclosion = (Hygp + Hygr Hyepe + Hape )- (Hypr PHyper + Hupe + Hyine )/ Hyge X 100

% Larvas anormales = (L, / Hy)

% Supervivencia larvaria = (L. / Hyg) x 100

Hysr = Total de huevos vivos en una muestra de 5 mi sacadas de la Fraccion Flotante

H e = Total de huevos muertos en una muestra de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante

Hyger = Total de huevos no fecundados en una muestra de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante
H ,pr = Total de huevos anormales en una muestra de 5 mi sacadas de la Fraccion Flotante
Hync = Total de huevos muertos durante la incubacion

L., = Numero de larvas anormales

L = Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido
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El procedimiento seguido para la determinacion de la tasa de eclosion fue el siguiente:
aproximadamente a las 48 horas de haber sido sembrados, los cubiletes de PVC fueron sacados del
tanque de incubacion e introducidos en un vaso de precipitado de plastico de 2 1 de capacidad
asegurandose que el contenido de los cubiletes en ningin momento quedase en seco. Tras remover todo
el conjunto, el agua contenida en el cubilete con las larvas recién eclosionadas y con los huevos no
eclosionados (huevos muertos y no fecundados sembrados originalmente, y los que han muerto durante
la incubacion) era trasvasada a un cristalizador de vidrio. Sobre este se procedia a lavar cuidadosamente
el cubilete de PVC, con un frasco lavador conteniendo agua salada, con el objeto de asegurar que no

quedase ningun huevo adherido bien a la malla o bien a la pared del cubilete.

Una vez que estaba todo el contenido del cubilete en el cristalizador, éste se situaba sobre una
lamina de pléstico negro y con la ayuda de una luz lateral, y por contraste se procedia a contar el nimero
de huevos no eclosionados decantados en el fondo del cristalizador, que con la ayuda de una pipeta eran
sacados fuera del mismo, determinando asi el nimero total de huevos no eclosionados. Para el calculo

del indice de eclosion se utilizaba la formula ya descrita

Para el calculo de la tasa de supervivencia larvaria se procedia de igual manera, una vez
transcurridas aproximadamente 96 horas desde el momento de la siembra, aunque en este caso lo que
se contaban, sacandose fuera del cristalizador, eran larvas vivas y larvas vivas de morfologia anormal que
existian en ese momento en el cubilete de PVC y posteriormente se aplicaban las formulas para el calculo

de las tasas de larvas anormales y de supervivencia larvaria
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Producciones Relativas

También se utilizaban como indicadores de la calidad de la puesta la produccion total de huevos,
de huevos vivos, de larvas nacidas y de larvas con el saco vitelino reabsorbido, calculados utilizando los
indices medios de las puestas y referidos a kilogramo de hembra reproductora y a puesta, segun las

siguientes formulas:

N° huevos = (Hyg / 25 x 5000) + (Hppnr /25 x 2000) + (Hypgee / 25 x 2000)
N° huevos = H; /25 x 5000

N° huevos vivos = N° huevos x % huevos vivos / 100

N° larvas nacidas = N° huevos vivos x % eclosion / 100

N° larvas con saco vitelino reabsorbido = N° larvas nacidas x % supervivencia larvaria / 100

Hypr = NUumero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccion Flotante
H;= Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml
Hypng = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la Fraccién no Flotante

Hogec - Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la segunda recogida

! Formula utilizada en aquellas puestas en que solo se determinaba el nimero total de huevos.

Medida de huevos y larvas

En todos los Experimentos se midieron a lo largo del periodo de puesta diferentes lotes de
huevos y larvas para controlar el diametro de los huevos, diametro de la gota de grasa y longitud de
larvas de 1 y 3 dias de vida. Las larvas se midieron tras ser anestesiadas con una solucién al 1% en agua

de mar preparada de una solucion madre que contenia 300 g de clorobutanol (1,1,1-tricloro 2- metil 2-
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propanol) en 11 de alcohol etilico. Para ello larvas procedentes de los cubiletes de PVC se introducian en
un vaso de plastico de 100 ml de capacidad con agua de mar y se afiadia la minima cantidad de la
solucion al 1%, necesaria para que las larvas se anestesiasen y evitar las deformaciones que se producen
en las larvas al morir. Las medidas se realizaron utilizando un proyector de perfiles (Nikon V -128, Nikon

Co., Tokio, Japon. | :

2.4.-TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos se han expresado siempre como media + desviacion estandar de la
media. Los datos de un mismo experimento se compararon estadisticamente utilizando el analisis de la
varianza (ANOVA) o, cuando habia solo dos replicados, el test t de Student {(Sokal y Rohlf, 1979). Una
vez habian sido detectadas diferencias estadisticamente significativas con el ANOVA, las diferencias
entre medias fueron puestas de manifiesto mediante el test de comparacion multiple de las medias de
Tukey (como criterio general se tomd el 5 % de nivel de significacion). Para otros niveles de significacion

se utilizd el test de comparacion mualtiple de las medias de Duncan.

Cuando las varianzas eran heterogéneas y/o los datos no se distribuian normalmente se intentaba
hacerlas homocedasticas y/o que los datos se distribuyesen normalmente transformando las variables en
sus logaritmos o bien con la funcion arco seno. Si la heterogeneidad o la no distribucion normal de los
datos persistia, se empleaba el test no paramétrico de Kruskal-Wallis o de Kolmogorov-Smirnov cuando
solo habia dos replicados (Sokal y Rohlf, 1979). Detectadas diferencias estadisticamente significativas
con el test de Kruskal-Wallis, se utilizaba el procedimiento grafico de caja y bigotes con muescas para
determinar las diferencias entre los replicados. Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico

STATGRAPHICS (version 3.1 Plus for Windows; Graphic Software Systems, Inc. USA).
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2.5.-METODOS ANALITICOS DE COMPOSICION

En todos los experimentos se guardaron muestras de huevos, recogidas a lo largo del periodo
experimental, para su posterior analisis bioquimico. Estas muestras se lavaron cuidadosamente con agua
destilada. Posteriormente fueron bien secadas con papel de filtro y guardadas a-80° C en atmosfera
de nitrogeno. También se guardaron muestras tanto de las dietas experimentales como de la dieta

comercial utilizadas.

En este apartado se describen los métodos de analisis utilizados con las diferentes muestras.
Todos los analisis se hicieron por triplicado para asegurar el error analitico minimo en los datos
obtenidos. Las muestras de las dietas fueron homogeneizadas en un Cyclotec (1093 Sample Mill) de
Tecator , Hoganas, Suecia, a través de una rejilla de 0,5 mm de luz de malla. Las muestras de huevos

fueron homogeneizadas en un bafio de ultrasonidos (P Selecta, Barcelona, Espafia).

Humedad.

La humedad de las muestras se determiné por desecacion en estufa a 105°C hasta peso constante

segin el método de la Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC,1995).

Ceniza.

El contenido en ceniza fue determinado mediante la incineracion de la muestra en horno de mufla

a 450°C hasta peso constante segun el método de la AOAC (1995).
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Proteinas.

El contenido en proteinas (AOAC, 1995) se calcul6 a partir de la composicién en nitrogeno total
de las muestras determinada mediante la técnica Kjeldhal. El método consiste en la digestion de las
muestras con acido sulfurico concentrado a 420°C en presencia de un catz;lizador de mercurio, seguido
de una destilacion con Na(OH) al 40%, con acido borico como sustancia receptora, en una unidad
destiladora Tecator (Hoganas, Suecia, Kjeltec System 1003 Por Gitimo se realiza una valoracion con HC1

0,IN. La conversion a porcentaje de proteina bruta se realizé mediante la siguiente férmula:

% Proteinas = (V-P)xNxP_ xF/M

V = Volumen de HCI usado en la valoracién en ml

P = Media de la valoracion de los patrones en ml

N = Normalidad del HCl

P,= Peso molecular del nitrégeno que es 14,007

F = Factor de.conversi()n empirico que tiene un valor de 6,25

M = Peso de la muestra en mg

Lipidos

El contenido en lipidos totales de las muestras fue determinado mediante ¢l método Soxhlet de
extraccion en caliente de grasas usando éter de petrdleo (40-60°) con una unidad Tecator (Hoganas,
Suecia, Kjeltec System 1043). En aquellas muestras en las que se necesito6 extraer los lipidos en frio, para
la determinacion de su composicion en 4cidos grasos, o bien en las que se disponia de una pequefia
cantidad de muestra como en el caso de los huevos, el método utilizado fue el de extraccion de los lipidos
con una mezcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v) (Folch et al., 1957), filtrindose a continuacién la

solucién a través de lana de vidrio y afiadiendo sal (CIK) para aumentar la polaridad de la fase acuosa.
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Por decantacidn se separan las fases acuosa y organica, el contenido en lipidos totales de la muestra se
determina después de la evaporacion completa del cloroformo con una corriente de nitrogeno. Los lipidos
se guardaron a -80 °C, en viales etiquetados, disueltos en cloroformo y en atmosfera de nitrogeno para
evitar la oxidacion.

Para la determinacion de acidos grasos, los lipidos obtenidos por el método de Folch se
transesterificaron con acido sulfarico al 1% en metanol (Christie, 1982), y se afiadi6 tolueno para
favorecer la disolucion de los lipidos neutros, diluyendo los ésteres metilicos de los acidos grasos
(FAMES) en hexano a una concentracién de 20 mg por ml de hexano. Los ésteres metilicos fueron
identificados y cuantificados mediante cromatografia de gases (Fig. 5A), bajo las condiciones operativas

descritas en la Tabla L.

Tabla I.- Condiciones operativas para la determinacion de los acidos grasos

Aparato Shimadzu GC-14-A (Shimadzu instrument division, Kyoto, Japan)

Integrador Shimadzu C-R5A

Columna Capilar de silice fundida, de 30 x 0,32 mm. D.I. (Supelco, Inc.,
Bellefonte, EE.UU.)

Gas portador Helio

Presion de los gases He 1,H, 0,5, N, 0,5 y aire 0,5 kg/cm?

Detector FID a 250 °C

Temperatura en inyector 250 °C

Homo Temperatura inicial 180 °C durante 10 minutos, tasa de incremento de

temperatura de 2,5 °C / minuto y temperatura final de 215 °C durante

12 minutos
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Oxido cromico

El porcentaje de 6xido cromico contenido en las muestras fue determinado mediante la
digestion de las mismas con &cido nitrico y 4cido perclorico concentrados, evaluando en

espectrofotdmetro a 350 nm la coloracién amarilla obtenida (Furukawa y Tsukahara, 1966).

Vitaminas

La vitamina E (a-tocoferol) fue determinada en dietas y huevos mediante cromatografia de

liquidos de alta eficacia (HPLC, Fig. 5B), segun el método modificado por Lambertsen (1983) y Lie et

al. (1994).

Las muestras fueron homogeneizadas, saponificadas y extraidas con n-hexano. Muestras
homogeneizadas (0,1-0,5 g) fueron saponificadas en 4 ml de etanol, 0,5 ml de 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) saturado y 0,5 ml 20 % KOH en un bloque de calentamiento (P.
SELECTA, Barcelona, Espafia) a 100° C durante 20 minutos. Antes de la saponificacion fueron afiadidos
acido ascorbico y pirogalol para prevenir la oxidacién de las muestras. La saponificacion fue realizada
en tubos 4mbar (Pyrex, Inglaterra) de 10 ml con tapén de rosca. Después de 20 minutos la saponificacion
era completada y se enfriaban los tubos en agua fria y el material no saponificado era extraido en n-
hexano. El volumen final extraido era evaporado, hasta secarlo, con un chorro de nitrdégeno. El residuo
seco fue disuelto en n-hexano hasta una concentracion estable (normalmente 0,5-5 ml) para su anélisis

en HPLC. El Equipo de cromatografia liquida empleado (Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) se describe en

la Tabla II.
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Fig.5.- Cromatografos
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utilizados para la determinacion de acidos grasos (A) y vitamina E (B).
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Tabla II.- Equipamiento utilizado para los analisis de vitamina E

Bomba de alta presion Shimadzu LC-9A

Unidad desgasificadora de helio Shimadzu DGU-2A

Detector de fluorescencia Shimadzu UV-VIS SPD-6AV
Horno Shimadzu CTO-6A

Unidad de control Shimadzu SCL-6B
Autoinyector Shimadzu SIL-6B

Integrador Chromatopac C- R6A Shimadzu
Programa procesador de datos Class-Unipac Shimadz

Las condiciones cromatograficas para determinar la vitamina E se sefialan en la Tabla III.

ioteca Universitaria, 2008

Tabla I1I.- Condiciones operativas para la determinacion de la vitamina E

itn realizada por ULPEC. Bibk

Columna analitica 150 x 4,6 mm Spherisorb W, 3um (Tracer Analitica, Espafia)

Solvente N-hexano: isopropanol (98:2, v/v) i
Flujo I ml/minuto \
Deteccion Fluorescencia ;
Longitud de onda Excitacion 289 nm. Emisién 331 nm g
T. de la columna Temperatura ambiente )

Volumen de inyeccion 20-80 pl

La concentracion de vitamina E en las muestras fue determinada mediante estandar externo. El
estandar dl- a-tocoferol de fue preparado por saponificacion y extraccion de 50 mg de di-a-tocoferol
acetato (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA). Todos los estandares fueron preparados el dia

del analisis y las concentraciones (ug/ml) fueron verificadas por espectrometria UV.

Los estandares de dl-a-tocoferol fueron disueltos en etanol y leidos en tres longitudes de onda:
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280, 292 y 301 nm. La concentracion (pg/ml) fue calculada segin la siguiente férmula (Lambertsen y

Braekkan, 1959) basada en los coeficientes de extincion:

a-tocoferol (ng/ml) = (2,778 X E,q, (1,152 x E 50 +1,626 X E;)) x 135

donde E,y, E,q, y E4, representan la absorvancia del estandar a 292,280y 301 nm.

2.6.-PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Formulacion

Los ingredientes utilizados en la elaboracion de las distintas dietas experimentales se obtuvieron
anivel local, excepto la harina y el aceite de pescado, que fueron suministrados por la empresa Agramar

S.A., Lanzarote, Espafia y la harina de calamar que lo fue por Rieber and Son Ltd., Bergen, Noruega.

Las dietas experimentales se formularon en base a los andlisis de los ingredientes a utilizar. E]
unico ingrediente que necesito de un tratamiento previo fue la grasa de vaca empleada para completar el
nivel de lipidos en las dietas experimentales. Esta se calento por encima de los 80 °C para purificarla,
esperandose hasta que bajase de los 40 °C poder mezclarla con el resto de los ingredientes de la dieta. En
algunas dietas se utilizo harina de pescado o de calamar desengrasadas previamente con cloroformo-
metanol (2:1 v/v). Todas las dietas experimentales fueron formuladas para tener el mismo contenido en

proteinas y lipidos.

Las mezclas de vitaminas y de minerales (Tablas IV, V y VI ) fueron las mismas en todas las
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dietas experimentales. En los Experimentos Il y IV las dietas fueron suplementadas con diferentes
cantidades de vitamina E . Los minerales (Sigma Chemical Co., St.Louis, USA.) se mezclaron usando
como base alfa-celulosa, y la mezcla se conservo a -20 °C hasta el momento de ser utilizada. Las
vitaminas (Sigma Chemical Co., St.Louis, U.S.A.) se mezclaron de forma diferente. Las vitaminas
hidrosolubles, excepto el cloruro de colina y el 4cido ascorbico, se mezclaton con alfa-celulosa y al igual
que los minerales, se conservaron a -20 °C hasta su uso. Las vitaminas liposolubles, junto con la
etoxiquina, se mezclaron en el momento de elaborar cada dieta, usando aceite de pescado como solvente.
El cloruro de colina se diluyo en agua y se afiadi6 a la mezcla total de los ingredientes. El acido ascorbico

se afadio al final de la mezcla total de ingredientes para minimizar las pérdidas de esta vitamina por

oxidacion.

Tabla IV.- Mezcla de minerales utilizada en las dietas experimentales

COMPUESTO g/kg DE MEZCLA
(H,PO,), Ca 160
CaCo, 4
FeSO,.7H,0 15
MgSO,.7H,0 160
K,HPO, 28
Na,PO,. H,0 1
AI(SO,),.61,0 2
ZnSO4.7H20 24
CuS0,.5H,0 12
MnSO,.H,0 8
KI 2
C0S0,.7H,0
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Tabla V.- Mezcla de vitaminas hidrosolubles utilizada en las dietas experimentales

COMPUESTO g’kg DE MEZCLA
Tiamina (B,) 4

Riboflavina (B,) 5

Piridoxina (By) 4

Pantotenato célcico 12 )
Acido nicotinico 2

Biotina (H) 1

Cianocobalamina (B,;) 5

Acido folico 1

Mio-inositol

Acido ascorbico

N NN

Colina

Tabla VI.- Mezcla de vitaminas liposolubles y antioxidante utilizados en las dietas experimentales

COMPUESTO g/kg DE MEZCLA

a-tocoferol (E) 25

Menadiona (K,) 2 v
Colecalciferol (D,) 5 \l
Retinol acetato (A) 25

Etoxiquina 1

Elaboracion

Para la elaboracion de las dietas se mezclaron en primer lugar los ingredientes secos: harinas,
fuentes de carbohidratos, mezclas de minerales y de vitaminas hidrosolubles y aglutinantes, utilizando

una mezcladora ECYCH MA-60 (Azpeitia, Gipuzcua, Espafia, Fig. 6) durante 30 minutos. A
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continuacion se afiadieron los aceites con la mezcla de vitaminas liposolubles y la etoxiquina, y
posteriormente se afiadio la cantidad de agua necesaria para permitir el granulado, incluyendo el cloruro
de colina. Para las dietas utilizadas en los Experimentos Iy II se utilizb una granuladora MOBBA de 2
HP (Mod. 8.3, Badalona, Espaifia), usando una matriz de 7 mm. de didmetro de granulos. En los dos
experimentos restantes se utilizé una granuladora CPM (Califomia Pellet Mill, USA) (Fig. 7) con una
matriz del mismo tamafio de granulo. Los granulos obtenidos con el primer sistema se secaron durante
12 horas a una temperatura inferior a 40 °C en un armario secador (Reisma, Las Palmas, Espafia , Fig. 8),
mientras que los granulos obtenidos con el segundo procedimiento (Fig 9) no necesitaron secado
posterior. Los piensos se guardaron a -20 °C, desde donde una vez por semana se iba sacando (y

conservando a 4 °C) la cantidad necesaria con la que ir alimentando a los peces.

2.7.- NOMBRES VULGARES DE LAS ESPECIES UTILIZADOS

Los nombres vulgares de las especies, utilizados en este trabajo fueron tomados del
“Diccionario multilingiie de especies marinas para el mundo hispano” de Vera, (1992). En caso
de no figurar, la especie, en dicho diccionario se utiliz6 la denominacion FAO en espaiiol de la

base de datos “Fishbase” y en el caso de no existir el nombre en espafiol, se utilizé la

denominacion FAO en inglés de esa base de datos.
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Fig. 6.- Mezcladora utilizada para la preparacion de las dietas experimentales.

Fig. 7.- Granuladora utilizada en la preparacion de los granulos de las dietas de los Experimentos IIl'y

Iv.
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Fig. 8.- Armario sccador para los piensos experimentales

Fig. 9.- Grantlos experimentales obtenidos con la granuladora CPM
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RESULTADOS Y

3.- RESULTADOS
3.1.-EXPERIMENTO I

3.1.1.- REPRODUCTORES

Ciento veinte reproductores de dorada (Sparus aurata), procedentes de la granja de jaulas
flotantes del Instituto Canario de Ciencias Marinas, fueron seleccionados al azar y distribuidos en ocho
tanques de fibra de 6000 1. La proporcion de machos: hembras en cada tanque fue de 2:1(10 &: 5 ?). Las
caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados se indican en la Tabla VI Los tanques estaban
dotados de un circuito de agua con un flujo de 960 V/hora de agua de mar, lo que aseguraba una
renovacion diaria de unas cuatro veces el volumen total, y de aireacion fuerte. La temperatura durante
el experimento oscild entre 18,9 © y 21,8° C. Desde el momento en que los reproductores fueron
estabulados en los tanques se alimentaron con una dieta comercial y tras asegurarse que no habia
diferenqias significativas en ninguno de los Partdmetros de Calidad de las puestas, se procedid a
alimentar alos reproductores dos veces al dia con una de las cuatro dietas experimentales. La racién

diaria era del 1% de la biomasa de cada tanque. Cada una de las cuatro dietas fue suministrada a dos

tanques elegidos aleatoriamente,

Tabla VII.- Caracteristicas biométricas de los reproductores alimentados con cuatro dietas diferentes en

el Experimento I (media + desviacion tipica)

PESO TALLA

DIETA ) 9 & Q
1 758,70+261,45  1394,50+338,65 33,48+3,78 43,33+3,85
761,55£305,78  1292,90+168,78 33,16+2,90 41,87+2,55
745,77+310,34  1231,48+187,27 33,6143,15 40,7243,10

a W

697,31+205,61 1236,10+202,61 33,50+3,85 41,31+3,60
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3.1.2.- COMPOSICION DE LAS DIETAS

La composicion de las dietas experimentales y el analisis de las mismas se indican en la Tabla
VIII. Se formularon cuatro dietas experimentales con diferentes niveles de n-3 HUFA (entre 1,3y 3,15%,
en peso seco) combinando diferentes porcentajes de grasa de vaca y de -aceite de sardina. La proteina
dietética y nivel de lipidos fueron aproximadamente de 50 % y 15%, respectivamente. La Tabla IX

muestra la composicion en acidos grasos de las dietas.

Tabla VIIIL- Ingredientes y composicion analitica de las dietas experimentales del Experimento |

DIETA
INGREDIENTES 1 2 3 4
Harina de pescado 64,42 64,42 64,42 64,42
Aceite de sardina 000000000000 e 2,31 4,57 8,35
Grasa de vaca 8,35 6,04 £7 £ S —
Almidén-dextrina 7,40 7,40 7,40 7,40
Salvado de trigo 12,83 12,83 12,83 12,83
a-Celulosa 2,50 2,50 2,50 2,50
Carboximetil celulosa 0,50 0,50 0,50 0,50
Mezcla de minerales 2,00 2,00 2,00 2,00
Mezcla de vitaminas 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamina E 0,0025 0,0025 0,0025 0,0025
COMPOSICION ANALITICA
Proteinas 49,60 50,04 51,23 50,81
Lipidos 14,36 14,22 15,18 14,99
Humedad 7,06 5,10 3,71 391
Cenizas 12,63 12,11 12,26 12,19
n-3 HUFA (% peso seco) 1,13 1,60 2,18 3,15

* Las mezclas de vitaminas y minerales fueron preparadas con «-Celulosa e incluidas en un 2% en las dietas

experimentales.
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Tabla IX.- Composicion en acidos grasos (% total de acidos grasos) de las dietas experimentales del

Experimento I

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4
14: 0 3,80 4,99 5,87 7,37
14: 1 0,45 0,46 0,34 0,17
15: 0 0,37 0,43 0,46 0,49
16: 0 23,75 23,79 23,37 21,28
16: 1n-7 3,57 5,13 6,40 9,07
16: 1n-5 - - - 0,18
16: 2 0,43 0,70 0,92 0,14
17: 0 0,92 0,75 0,60 0,35
17: 1 0,72 0,93 1,11 1,53
16: 4-n-3 0,54 0,92 1,13 1,84
18: 0 18,65 15,07 11,31 3,93
18: 1n-9 26,32 20,56 16,73 9,90
18: 1n-7 3,00 3,01 2,85 3,03
18: 2n-9 - 0,38 0,34 0,41
18: 2n-6 3,01 3,13 3,13 3,20
18: 3n-9 0,29 0,36 0,45 0,57
18: 3n-6 0,19 - 0,26 0,31
18: 3n-3 0,41 0,50 0,57 0,72
18: 4n-3 0,74 - 1,68 2,66
18: 4n-1 - - 0,16 0,27
20: In-9 0,84 1,12 1,47 2,04
20: 209" - 0,20 0,28 0,48
20: 2n-6 - - - -
20: 4n-6 0,32 0,45 0,57 0,82
20: 4n-3 0,24 0,37 0,50 0,81
20: 5n-3 3,92 6,16 8,23 12,75
22: 1n-11 0,42 0,79 1,09 1,77
22: 1n-9 - 0,18 0,23 0,39
22: 3n-6 0,18 0,31 0,44 0,68
22: 5n-6 - - - -
22: 5n-3 0,25 0,66 0,92 1,34
22: 6n-3 3,45 4,08 4,72 6,11
Saturados 48,00 46,47 42,15 33,85
Monoinsaturados 35,52 32,18 30,22 28,08
n-3 9,55 12,69 17,75 26,23
n-6 3,70 4,10 4,64 5,36
n-9 26,61 22,14 18,38 12,10
n-3 HUFA 7,86 11,27 14,37 21,01
-57-
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.3.- RESULTADOS

Calidad de la puesta

Todos los grupos de reproductores aceptaron y comieron muy bien las dietas experimentales.
Durante las primeras tres semanas de alimentacion con las dietas experimentales no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los Parametros de Calidad de las puestas de los cuatro grupos de
reproductores establecidos (dos tanques por cada dieta experimental ensayada), ni tampoco entre las
puestas de los replicados de cada dieta, obteniéndose puestas en todos los tanques experimentales. Sin
embargo, después de tres semanas de alimentacion el porcentaje de huevos no fecundados (Tabla X) se
redujo significativamente en las puestas de los grupos de reproductores alimentados con las dietas con

mas altos niveles dietéticos de n-3 HUFA (Tabla VIII) y mostr6 una correlacion negativa con el acido

eatizada por ULPGC.

eicosapentaendico (20:5n-3, EPA) y con el 4cido araquidénico (20:4n-6, AA) (Tabla IX) (Fig. 10). Los

niveles dietéticos de EPA y 4cido docosahexaenoico ( 22:6n-3, DHA) (Tabla IX), mejoraron

ta, las autores. Digitali

significativamente el porcentaje de huevos vivos (Tabla X), mostrando unas correlaciones positivas con

este indice de la puesta (Fig. 11). Asimismo se encontrd una relacion positiva entre los niveles dietéticos
de n-3 HUFA (Tabla VIII) y el porcentaje de huevos vivos (Fig. 12). Por el contrario, no se encontrd
ninguna relacién entre los n-3 HUFA dietéticos (Tabla VIII) y los porcentajes de eclosion y de

supervivencia larvaria (Tabla X). Las larvas procedentes de los reproductores alimentados con las

Dietas 3 y 4 (con los niveles n-3 HUFA mas altos) mostraron hipertrofia del saco vitelino debido

principalmente a una acumulacién de lipidos, que las obligé a flotar en la superficie de agua perturbando

sus actividades natatorias y aumentando la mortalidad larvaria.
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Tabla X.- Indices de las puestas de los reproductores de dorada, alimentados con diferentes niveles de n-3 HUFA, en el Experimento I (media + desviacién tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOS MUERTOS % HUEVOS NO FECUNDADOS
DIETA (P <0,01) (P <0,01) (P <0,01)
, 70,80+11,52° 26,00+10,71° 1,89+2,82°
(n=103) (n=103) (n=103)
5 74,83£11,97* 22,16+£11,29* 1,77+£2,98°
(n=106) (n=106) (n=106)
3 77,13+11,84* 20,22+11,20° 1,55+2,39*
(n=107) (n=107) (n=107)
4 78,54+12,30* 19,62+11,42° 0,85+1,03°
(n=97) (n=97) (n=97)
% HUEVOS ANORMALES % ECLOSION % SUPERVIVENCIA
(MORFOLOGIA) LARVARIA
(P < 0,01) (P =0,73) (P <0,01)
1 1,3140,54° 96,96+4,54* 47,54+23,99°
(n=103) (n = 68) (n = 84)
2 1,2120,62 * 96,44+4,30° 46,92+24,51*
(n=106) (n = 66) (n=91)
3 1,08+0,60 * . 94,83+5,70° 36,44+21,23¢
(n=107) (n=67) (n = 86)
4 0,98+0,57° 96,88+3,76* 37,30+28,05%
n=97) (n = 60) (n=85)

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.
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Fig.10.- Relacion del EPA y del AA contenido en las dietas experimentales con el porcentaje de huevos

no fecundados en el Experimento I.
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Fig. 12.- Relacion entre los n-3 HUFA de las dietas experimentales y el porcentaje de huevos vivos en

el Experimento L.

Las dietas experimentales también afectaron las Producciones relativas principalmente enlo que
se refiere al nimero de huevos (Fig. 13). Los grupos de reproductores alimentados con la dieta
conteniendo un 1,6% de n-3 HUFA produjeron un nimero significativamente mayor de huevos por kg
de hembra y por puesta que los reproductores alimentados con una dieta conteniendo un 1,13% de n-3
HUFA. Sin embargo, los reproductores alimentados con las dietas que contenian niveles de n-3 HUFA
superiores a 1,6% produjeron un menor nimero de huevos por kg de hembra y por puesta que los
reproductores alimentados con las Dietas 1 y 2. Asi, la cantidad més alta de huevos producida por kg de
hembra fue obtenida cuando se alimentaron reproductores con la Dieta 2 (1,6% n-3 HUFA) y este hecho
junto con las altas tasas de eclosion y supervivencia larvaria obtenidas con esta dieta (Tabla X) produjo
el nimero mas alto de larvas con el saco vitelino reabsorbido, a pesar de que el porcentaje de huevos

vivos de esta dieta fue inferior al de las Dietas 3 y 4 ( Fig. 13).
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Fig.13.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los reproductores de dorada, del

Experimento I, alimentados con dietas conteniendo diferentes niveles de n-3 HUFA.
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El didmetro de los huevos de los reproductores alimentados con la Dieta 2 fue significativamente
mayor que el del resto de los huevos procedentes de los reproductores alimentados con las otras tres dietas
(Tabla XI), pero ninguna correlacion se encontré entre los niveles dietéticos de n-3 HUFA vy el didmetro
del huevo. El didmetro de la gota de grasa fue superior en los tratamientos 1 y 3, que también mostraron
los niveles de DHA mas bajos en los huevos. La longitud de las larvas de un dia era superior en los
tratamientos 3 y 4, que también mostraron los contenidos de n-6 mas altos en los huevos. La longitud de
las larvas con el saco vitelino reabsorbido fue mayor cuando procedian de los tratamientos 2 y 4 que

mostraron los niveles de DHA mas altos en los huevos.

Tabla XI.- Medidas de los huevos y larvas producidos por los reproductores, alimentados con las dietas

experimentales, en el Experimento I (media + desviacion tipica)

DIAMETRO DIAMETRO LONGITUD LONGITUD
HUEVO GOTADE GRASA LARVAS1DIA  LARVAS 3DIAS
(mm) (mm) (mm) (mm)
DIETA P < 0,01 P <0,01 P <0,05 P <0,01
1 0,981+0,019° 0,242+0,0090° 2,77+0,148° 3,71+0,11%
(n=150) (n=150) (n = 150) (n = 150)
2 0,990+0,017* 0,238+0,0088" 2,74+0,188 3,79+0,11°
(n=150) (n = 150) (n = 150) (n = 150)
3 0,983+0,019° 0,24140,0098" 2,79+0,189* 3,64£0,17°
(n = 150) (n = 150) (n = 150) (n=150)
4 0,982+0,0016° 0,239+0,0087 2,84+0,181° 3,74+0,17%
(n =150) (n = 150) (n=150) (n = 150)

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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Composicion bioquimica de los huevos

El incremento de los niveles dietéticos de n-3 HUFA tiene como resultado un alto nivel de
lipidos en los huevos (Tabla XII). Los 4cidos grasos mas abundantes en los lipidos totales de los huevos
fueron: 16:0 (acido palmitico), 18:1n-9 (4cido oleico), y 22:6n-3 (DHA), seguidos por 16:1n-7 (4dcido
palmitoleico), 18:0 (acido estearico) y 20:5n-3 (EPA) independientemente de la dieta utilizada. Los acidos
grasos n-3 y n-3 HUFA se incrementan significativamente con el aumento de sus niveles dietéticos
(Tabla IX), principalmente debido al aumento del 18:3n-3 (4cido linolénico), 18:4n-3 (acido
estearidonico) y EPA en los huevos. Asi, una correlacion positiva se encontrd entre los niveles dietéticos
y contenido de los huevos en n-3 y n-3 HUFA (Fig. 14). Sin embargo, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos en el contenido de los huevos de los otros grupos de acidos grasos: saturados,
monoinsaturados, n-6 y n-9 (Tabla XII), aunque los niveles dietéticos de algunos acidos grasos tales
como 18:0 (4cido estedrico), 18:1n-9 (4cido oleico) y 20:4n-6 (AA) difirieron claramente entre las dietas

experimentales (Tabla IX). Los huevos de la Dieta 2 mostraron los niveles mas bajos de acidos grasos

monoinsaturados (Tabla XII).

La composicién bioquimica de los huevos mostro relaciéon con algunos de los Indices de las
puestas de los reproductores de dorada (Tabla X), asi, el porcentaje de huevos vivos muestra
correlaciones positivas con los contenidos en n-3 HUFA y EPA de los huevos (Fig. 15). Asimismo, los

porcentajes de huevos no fecundados y de huevos anormales mostraron una correlacién negativa con

los niveles de EPA en los huevos (Fig. 16).
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Tabla XII.- Composicion (% peso seco) de los huevos producidos por los reproductores, alimentados

con las dietas experimentales, en el Experimento I (media + desviacion tipica)

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4
12: 0 0,02+0,02 - - 0,03+0,03
14: 0 0,29+0,05 0,32+0,04 0,36+0,03 0,41+0,06
14:1 0,02+0,01 0,01+0,01 0,01+0,00 0,02+0,01
15: 0 0,03+0,01 0,03+0,00 0,03+0,00 0,04+0,01
16: 0 1,87+0,34 2,01+0,35 2,20+0,20 2,1240,34
16: 1n-7 0,69+0,11 0,77+0,08 0,85+0,09 0,86+0,14
16: 1n-5 0,01+0,01 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,01
16: 2 0,0340,01 0,04+0,01 0,05,0,01+ 0,06+0,01
17: 0 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,00 0,03+0,01
17:1 0,05+0,01 0,06+0,01 0,0610,01 0,07+0,01
16: 4 n-3 0,01£0,01 0,01+0,00 0,01+0,01 0,02+0,00
18: 0 0,38+0,08 0,44+0,10 0,47+0,06 0,39+0,07
18: 1n-9 1,77+0,40 1,79+0,26 1,84+0,22 1,49+0,28
18: 1n-7 0,21+0,04 0,2240,03 0,26+0,03 0,26+0,05
18: 2n-9 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01
18: 2n-6 0,30+0,05 0,32+0,02 0,34+0,05 0,32+0,05
18: 3n-9 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
18: 3n-6 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02:+0,00 0,02+0,00
18: 3n-3 0,04+0,00 0,04+0,00 0,04:£0,00 0,05+0,00
18: 4n-3 0,04+0,01 0,06+0,01 0,06+0,01 0,09+0,01
18: 4n-1 - 0,01+0,00 0,01£0,01 0,01+0,01
20; 1n-9 0,05+0,01 0,05+0,01 0,06+0,01 0,05+0,001
20: 2n-9 - 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
20: 2n-6 0,01+0,01 0,01+0,00 0,01+0,01 0,01+0,01
20: 4n-6 0,06+0,01 0,07+0,01 0,07+0,01 0,08+0,01
20: 4n-3 0,03+0,00 0,04+0,00 0,05+0,01 0,06+0,01
20: 5n-3 0,29+0,04 0,39+0,06 0,43+0,07 0,54+0,10
22: 1n-11 - 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
22: 1n-9 - - - 0,0120,01
22: 3n-6 0,01+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,01
22: 5n-6 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,00
22: 5n-3 0,11+0,02 0,13+0,12 0,14+0,02 0,16+0,03
22:6 n-3 1,04+0,21 1,21+0,16 1,14+0,16 1,23£0,20
Saturados 2,62+0,50 2,85+0,51 3,10+0,29 3,02+0,51
Monoinsaturados 2,80+0,58 2,57+0,64 3,11+0,34 2,78+0,49
n-3 1,57+0,27° 1,87+0,24% 1,87+0,24* 2,14+0,35°
n-6 0,40+0,07 0,44+0,04 0,46+0,06 0,46+0,07
n-9 1,87+0,42 1,88+0,26 1,96:+0,24 1,62+0,30
n-3 HUFA 1,48+0,26* 1,77+0,24% 1,76+0,23% 1,99+0,33%
Lipidos 17,85+2,79 19,11+£2,62 20,31+1,63 20,06+3,04
Humedad 92,41+0,27 92,3740,61 92,41+0,22 92,64+0,33
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Fig. 14.- Relacion entre los acidos grasos de la serie n-3 y n-3 HUFA contenidos en las dietas
experimentales y sus niveles en los huevos en el Experimento L.
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Fig.15.- Relacion entre el porcentaje de huevos vivos y el contenido en n-3 HUFA y EPA de los huevos,

procedentes de los reproductores alimentados con las dietas experimentales, en el Experimento I.
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3.1.4.-DISCUSION

Los resultados de este experimento indican que la calidad de la puesta de la dorada (Sparus
aurata), que es un factor limitante para la produccion masiva de semilla de esta especie, se ve
directamente afectada por los niveles de n-3 de HUFA de las dietas de los reproductores. Estos
resultados estan de acuerdo con los encontrados por Watanabe et al. (1984 a,b,c;1985 a,b) para el pargo
japonés (Pagrus major), Furuita et al. (2000; 2002) para el lenguado del Pacifico (Paralichthys
olivaceus), Cerda et al. (1994 b), Navas et al. (1997) y Bruce et al. (1999) para lubina (Dicentrarchus
labrax), Harel et al. (1994) Rodriguez ef al. (1998), Almansa ef al. (1999; 2001) y Domarco (2G01) para

dorada.

Los acidos grasos mas abundantes en los lipidos totales de los huevos no se diferencian en los
huevos de los diferentes tratamientos y son los mismos descritos para varias especies de peces marinos
(Falk-Petersen et al., 1989; Izquierdo et al., 1989; Mourente y Odriozola, 1990; Bruce et al., 1999;

Lavens et al., 1999, Morehead et al., 2001; Cejas et al., 2003 y Furuita et al., 2003b)

Aunque los perfiles de acidos grasos en el misculo del pez y en los huevos en desarrollo del
salmon coho, Oncorhynchus kisutch (Hardy et al., 1990) reflejen los acidos grasos dietéticos después
de dos meses de alimentacion, en los esparidos, la composicién en 4acidos grasos de las gonadas de la
hembra es muy afectada por el contenido en acidos grasos de la dieta que a su vez afecta
significativamente la calidad del huevo en un periodo corto de tiempo. Harel et al. (1992) y Tandler et
al. (1995) han demostrado que la composicion lipidica de los tejidos de reproductores de dorada alcanza
un equilibrio con los lipidos dietéticos después de sdlo 15 dias de alimentacion. Muchas especies de

peces tienden a disminuir su tasa de ingesta durante la maduracién sexual, el mecanismo responsable de
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la reduccion de la ingesta durante el periodo de puesta no esta claro, pero afecta también a los peces en
el medio natural (Trippel et al., 1995; Link y Burnett, 2001). Quizas este relacionado con el hinchamiento
de las hembras cuando comienzan la hidratacion de los huevos en el ovario. Esto restringe espacio en
la cavidad corporal y consecuentemente el volumen de alimento que puede ser ingerido. Otros factores
como el nivel de hormonas pueden jugar un papel estrechamente relacionado con la regulacion del apetito
(Thorsen et al., 2003). En consecuencia la energia y nutrientes necesarios para el desarrollo gonadal la
toman de sus reservas corporales. La trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, moviliza las reservas
lipidicas de la carcasa y visceras (Nassour y Leger, 1989). El pez gato africano, Clarius batrachus, usa
la grasa abdominal como la mayor fuente de energia para la maduracion sexual (Lal y Singh, 1987). El
salmon Atlantico, Salmo salar, utiliza las proteinas y lipidos del musculo (Aksnes et al., 1986) y el
bacalao, Gadus morhua, utiliza las reservas acumuladas en el higado (Tocher y Harvie, 1988). Los
reproductores de dorada contintian alimentdndose durante la maduracion sexual y a lo largo del periodo
de puesta llegando a producir una biomasa de huevos equivalente a su propio peso corporal. Bajo estas
circunstancias los lipidos depositados en los ovarios deben proceder de la dieta de los reproductores y/o
de las reservas endégenas. Considerando estas caracteristicas, la mayoria de los acidos grasos esenciales
de los huevos pueden ser cambiados durante la época de desove y por consiguiente afectar a la calidad
de la puesta (Almansa et al., 1999). De acuerdo con el presente experimento, la composicién del huevo
y la calidad de la puesta de la dorada fueron afectadas por los niveles de 4cidos grasos esenciales en
las dietas experimentales después de tres semanas de alimentacion, sugiriendo que los 4cidos grasos
esenciales de las dietas son incorporados rapidamente a los huevos. La calidad de la puesta en esta
especie puede modificarse variando la calidad nutritiva de dietas de los reproductores incluso durante la
época de puesta (Harel et al., 1994; Zohar et al., 1995). En especies de puestas continuas con periodos
cortos de vitelogénesis como los espéridos (Zohar et al., 1984) la calidad de la puesta parece ser

afectada por los lipidos dietéticos justo antes del inicio del periodo de puesta (Watanabe et al., 1985 b;
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Watanabe y Kiron, 1995) o incluso durante el periodo de puesta como en el presente estudio. En
contraste, en especies con mas de 6 meses de vitelogénesis (Frémont et al. 1984) como los salménidos,
para mejorar la calidad de la puesta los reproductores deben alimentarse con una dieta de buena calidad

durante varios meses antes de la estacion de desove (Watanabe et al., 1984d; Leray et al., 1985; Corraze

-

et al., 1993).

El nimero de huevos producido por kg de hembra y por puesta y el porcentaje de huevos vivos
fueron los indicadores de la calidad de la puesta mas sensibles de todos los estudiados para determinar

la calidad de la puesta. En la dorada, algunos criterios morfologicos usados en este experimento parecen

ser buenos indicadores tempranos de la viabilidad de los huevos tales como, la simetria de los blastomeros
en las primeras divisiones celulares, también usado en puestas del pargo japonés, Pagrus major (Sakai
et al. 1985), halibut, Hippoglossus hippoglossus (Bromage et al., 1994), bacalao, Gadus morhua

(Buckley et al., 2000), rodaballo, Scophthalmus maximus (Kjersvik et al, 2003), eglefino,
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Melanogrammus aeglefinus (Rideout et al., 2004) y la transparencia del huevo, usado en puestas del

ayu, Plecoglossus altivelis (Hirose et al., 1977), lenguado, Solea solea (Dinis, 1982) y rodaballo,

© Del docurmento, los

Scophthalmus maximus (McEvoy, 1984). En el presente experimento, se ha mostrado que el porcentaje
de huevos vivos aumenta con la elevacion de los niveles de n-3 HUFA en las dietas de los reproductores
y con la incorporacion de estos dcidos grasos en los huevos, lo que indica la importancia de estos 4cidos
grasos esenciales para el desarrollo normal de huevos y embriones de dorada. Resultados similares para
esta especie han sido descritos por Domarco (2001) en un experimento en que el incremento de los
niveles de n-3 HUFA en los huevos implicaba un aumento en el porcentaje de huevos vivos. Estos
acidos grasos tienen diferentes funciones en los peces, tales como su importante papel estructural como

componentes de los fosfolipidos en las biomembranas del pez, estando relacionados con la fluidez de las

mismas y su correcto funcionamiento fisiologico (Bell et al., 1986, 1997; Takeuchi, 1997; Sargent,
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RESULTADOS Y DISCUSION

1995; Sargent et al., 1999). En algunas especies, los n-3 PUFA (écidos grasos poliinsaturados) también
se consideran como las mayores fuentes de energia durante el desarrollo embrionario temprano (Tocher

et al., 1985 a, b; Falk-Petersen et al., 1986, 1989; Rainuzzo, 1993; Sargent, 1995).

Por el contrario, la supervivencia larvaria no esta positivamente correlacionada con los niveles
dietéticos de n-3 HUFA. Un exceso de n-3 HUFA en la dietas de los reproductores produjo un alto

porcentaje de larvas con hipertrofia del saco vitelino y causé una reduccion del 10% en la supervivencia

larvaria a dia 3 después de la eclosion.

Como se ha sugerido por varios autores (Sandnes ef al., 1984; Craik 1985; Harel et al., 1992;
Parrish et al., 1994; Bell et al., 1997, Almansa et al., 1999), la composicién quimica de los huevos de
peces estd relacionada con la calidad de las puestas, y la composicion del huevo debe satisfacer las
demandas nutritivas del embrion para su desarrollo y crecimiento. Pero los resultados del presente
estudio mostraron que el porcentaje de n-3 HUFA de los huevos no debe usarse como el tnico criterio
para determinar calidad de las puestas de los reproductores de dorada. En general, bajos niveles de n-3
HUFA disminuyen la calidad de las puestas, sin embargo pocos autores, Lavens et al. (1999) y Furuita
et al. (2002) han seiialado los efectos negativos sobre las puestas de un exceso de n-3 HUFA. En este
experimento ambos niveles de n-3 HUFA, altos y bajos, estan asociados con baja calidad de las puestas
en términos de fecundidad relativa y supervivencia larvaria. Resultados similares son obtenidos para esta
misma especie por Rodriguez et al. (1998), en lo referente a la fecundidad relativa con reproductores

alimentados con una dieta deficiente en n-3 HUFA.

Los niveles de lipidos de los huevos fueron superiores a los descritos por Mourente et al. (1989)

para dorada (10% en peso seco), esta diferencia puede ser debida a una inclusion de comida natural en
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RESULTADOS Y DISCUSION

las dietas de reproductores usadas por esos autores y a su menor contenido en lipidos dietéticos, y
comparables a los descritos para esta misma especie por Almansa et al. (1999) y Domarco (2001).
indices de eclosion o de viabilidad muy bajos han sido asociados con altos contenidos de lipidos en
huevos de rodaballo, lenguado y lubina (Devauchelle et al., 1982; Serrano et al., 1989), en el presente
estudio la elevacion de los niveles de lipidos en los huevos de dorada ne afect6 el porcentaje de eclosion
o la proporcion de huevos vivos. Similares resultados en cuanto al porcentaje de eclosion son sefialados

por Furuita et al. (2000) para el lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus).

La composicion en acidos grasos de los huevos esta directamente afectada por el contenido en
n-3 HUFA de la dieta de los reproductores. Los acidos grasos de la serie n-3 y los n-3 HUFA contenidos
en los huevos de dorada se incrementan cuando se incrementan los n-3 HUFA de la dieta , debido
principalmente al aumento de 18:3n-3 (4cido linolénico), 18:4n-3 (dcido estearidénico) y 20:5n-3 (4cido
eicosapentanoico, EPA) contenidos en los huevos (Ferndndez-Palacios et al., 1995). Una correlacion
positiva se observo entre los niveles de n - 3 HUFA en la dieta y los huevos con la concentracion de EPA
mas rapidamente afectada por los n-3 HUFA de la dieta que la del 4cido docosahexaenoico (22:6n-3,
DHA). En reproductores de trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, alimentados con una dieta deficiente
en acidos grasos de la serie n-3, durante los ultimos tres meses de vitelogénesis, se producia un efecto
moderado en la incorporacién de DHA en los lipidos del huevo mientras que el EPA disminuy6 un 50%

(Frémont et al., 1984).

Los resultados de este experimento sugieren un efecto del EPA y del 4cido araquidonico (AA)
dietéticos en el porcentaje de huevos fecundados de los reproductores de dorada existiendo una clara
correlacion entre el contenido de los huevos en EPA y el porcentaje de huevos no fecundados. Almansa

et al. (1999) sefialan que el porcentaje de fecundacion esta negativamente afectado por la composicion
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RESULTADOS Y DISCUSION

en acidos grasos de una dieta deficiente en n-3 HUFA aunque no encuentran relacion entre el contenido
de EPA en los huevos y el porcentaje de fecundacion. E1 EPA se conoce por ser un precursor de
prostaglandinas (PGs) de la serie III, una de las PGs mayoritaramente sintetizadas por los peces marinos
(Stacey y Goetz 1982). El AA también es precursor de PGs de la serie II. Algunas PGs, tales como la
PGFs, tienen un papel importante como feromonas (Mustafa y Srivastava 1989; Sorensen y Goetz, 1993;
Rosenblum et al., 1995), estimulando el comportamiento sexual masculino y sincronizando y la puestas
de la hembra y el macho, afectando directamente asi al éxito de la fecundacion (Sorensen ef al., 1988).
La distribucion del EPA en el esperma también puede ser afectada por los acidos grasos dietéticos, como
se ha demostrado en la trucha arco iris (Watanabe ef al., 1984d; Leray y Pelletier 1985; Labbe et al.,
1993) y es responsable de la actividad del espermatozoide y de la tasa de fertilizaciéon como han

sugerido algunos autores (Watanabe et al., 1984d).

En cuanto a las Medidas de huevos y larvas, existen diferencias significativas entre el didmetro
de los huevos de la Dieta 2 y el del resto de huevos de las otras tres dietas, sin embargo no encontramos
ninguna relacion entre esta medida y el resto de los Parametros de Calidad de las puestas. Esto esta de
acuerdo con lo sefialado en la bibliografia para peces de agua dulce (Thorpe et al., 1984; Springate y
Bromage, 1985). Aunque es conocido que el tamafio de los huevos y larvas esta correlacionado (Kjersvik
et al., 1990) no sucede lo mismo en este experimento entre el didmetro del huevo y la longitud de las
larvas recién eclosionadas. Similares resultados son sefialados por Morehead et al. (2001) en el
trompetero australiano (Latris lineata). Tampoco existe una correlacion entre el didmetro de los huevos
y la longitud de las larvas con el saco vitelino reabsorbido, aunque los huevos con mayor didmetro (Dieta
2) si producen las larvas con saco vitelino reabsorbido mas grandes y éstas tienden a sobrevivir mas sin

comida lo que les da ventaja durante la primera fase de alimentacion (Lavens et al., 1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este trabajo sugieren que la calidad de la puesta de la dorada puede mejorarse
por la elevacion de los n-3 HUFA dietéticos a 1,6%. Este nivel dietético es superior que aquéllos
requeridos por los salmonidos (alrededor del 1% n-3 HUFA) y similar a aquéllos obtenidos para esta
misma especie por Tandler y colaboradores (1995) y para lenguado del Pacifico por Furuita y
colaboradores (2000). Sin embargo, niveles altos de n-3 HUFA redujeron el niimero total de huevos
producido y caus6 la hipertrofia del saco vitelino en algunas larvas, disminuyendo las proporciones de
supervivencia larvaria. El nimero de huevos por kg de hembra y por puesta y el porcentaje de huevos

vivos son buenos indicadores de la calidad de la puesta en esta especie.

itin realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

mento, los autores. Digis

-76-




RESULTADOS Y DISCUSION

T T » P, L ST BT
P 5 R R AR IS - .

3.2.- EXPERIMENTO 11

3.2.1.-REPRODUCTORES

Cuarenta y cinco reproductores (2-4 afios de edad) de dorada (Sparus aurata) procedentes de la
granja de jaulas flotantes del Instituto Canario de Ciencias Marinas situada en el muelle de Taliarte,
fueron seleccionados al azar y distribuidos en quince tanques de fibra de vidrio de 1000 1 de capacidad.
La proporcion de machos y hembras en cada tanque fue de 2:1 (2 & 12). Las caracteristicas biométricas
de los reproductores utilizados se muestran en la Tabla XIII. Los tanques estaban dotados de un
circuito de agua de mar con un flujo de 165 I/hora, lo que aseguraba una renovacion diaria de su volumen
de unas cuatro veces, y de aireacion. La temperatura durante el experimento oscilé entre 18,7°Cy 21,6°
C. Desde el momento en que los reproductores fueron estabulados en los tanques se alimentaron con un
pienso comercial . Tras un periodo de alimentacion comun con dicho pienso y de asegurarse que no habia
diferencias significativas en ninguno de los Parametros de Calidad de las puestas se procedio a alimentar
a los reproductores dos veces por dia, la racién diaria era del 1 % de la biomasa de cada tanque. Cada

una de las cinco dietas, las cuatro experimentales y la dieta comercial, fue suministrada a tres grupos de

peces elegidos aleatoriamente.

Tabla XIII.- Caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en el Experimento II (media +

desviacion tipica)

¢ g
REPLICADOS PESO TALLA PESO TALLA
1 1221,33+204,6 42,66+3,05 854,50+295,4 36,66+4,22
2 1182,67+199,4 42,00+2,64 819,66+291,8 36,83+4,79
3 1250,67+271,6 44,66+3,05 761,66+279,1 35,83+3,76
4 1156,33+207,0 42,66+3,05 799,334+254,0 36,16+4,35
5 1229,67+132,2 43,66+4,04 759,66+239,0 35,50+4,23
-77-
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RESULTADOS Y DISCUSION

En una segunda parte de este experimento, 180 peces de 76,31+8,95 g fueron distribuidos al azar
en doce tanques troncocénicos de 1001 dotados con un sistema de recoleccién de heces. Cada dieta
experimental conteniendo un 3% de 6xido de cromo (Cr,0,) como marcador inerte fue suministrada a
mano dos veces al dia (09:00 y 15:00h), durante 31 dias, a una racién del 2% del peso inicial, por cada
triplicado. Las heces fueron colectadas diariamente durante los ltimos 10 dias segun el método descrito
por Robaina et al. (1995). La digestibilidad aparente de los nutrientes fue calculada utilizando la

siguiente ecuacion (Cho y Kaushik, 1990):

CDA (%)= 100 - [Nh (%) x Cr,0, (%) en la dieta] /Nd (%) x Cr,0, (%) en las heces x 100

donde Nh es nutriente en las heces y Nd es nutriente en la dieta.

3.2.2.- COMPOSICION DE LAS DIETAS

La composicion de las dietas experimentales y el analisis de su contenido, asi como el de la dieta
comercial, se indican en la Tabla X1V, la composicioén en acidos grasos en porcentaje total de acidos
grasos y en peso seco se indican en las Tablas XV y XVI, respectivamente. Se formularon cuatro dietas
isoproteicas, isolipidicas e isocaloricas. Las Dietas 1 y 2 conteniendo, respectivamente, harina de
pescado (sardina) (Agramar, S.A., Lanzarote, Espafia) o harina de calamar (Rieber and Son Ltd., Bergen,
Noruega). La Dieta 3 conteniendo harina de pescado desengrasada y aceite de calamar y la Dieta 4
conteniendo harina de calamar desengrasada y aceite de la sardina. Las harinas de pescado y calamar
fueron desengrasadas por extraccion con cloroformo segiin el método descrito por Salhi (1997). La Dieta

5 fue la dieta comercial previamente usada.
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Tabla XIV.- Composicion de las dietas experimentales y contenido analizado de las dietas experimentales

y de la dieta comercial usadas en el Experimento II

DIETA
1 2 3 4 5
INGREDIENTES
Harina de pescado 64,42 - — . - -
Harina de pescado desengrasada - -~ 64,42 - -
Harina de calamar - 61,73 - N -
Harina de calamar desengrasada -—- - — 63,72 -
Aceite de pescado 2,31 --- -—- 7,28 -—-
Aceite de calamar -— -~ 8,53 -— — , §
Grasa de vaca 6,04 7,16 5,29 6,18 - :
Minerales 2 2 2 2 - ' ﬂ;f
Vitaminas 2 2 2 2 - g
Carboximetil celulosa 1 1 1 1 - §
Alfa celulosa 3 6,9 — - - '
Almidon y dextrina 7,4 7,4 7,4 7.4 - i
Salvado de trigo 12,83 12,83 10,4 11,45 - :
COMPOSICION ANALITICA 8
Proteinas 53,94 54,01 54,96 53,65 55,21 1
Lipidos 15,59 15,09 16,37 15,63 16,04
Cenizas 12,64 11,99 13,14 12,17 9,74
Humedad 7,38 6,74 6,75 5,94 11,73
n-3 HUFA (% de peso seco) 1,08 1,58 1,77 2,3 1,66
* Las mezclas de vitaminas y minerales fueron preparadas con a-Celulosa e incluidas en un 2% en las dietas
experimentales.
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Tabla XV.- Composicién en acidos grasos (% total de acidos grasos) de las dietas del Experimento II

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA 5
12: 0 0,07 - — — —
14: 0 4,01 5,22 6,1 7,83 6,1
14: 1 0,44 0,37 0,27 0,28
15: 0 0,39 0,41 0,43 0,46 0,49
16: 0 24,25 24,22 23,6 21,64 17,06
16: 1n-7 3,7 5,19 6,82 - 8,98 4,51
16: 1n-5 0,13 0,19 0,21
16: 2 0,45 0,76 0,98 1,46 0,67
17: 0 0,93 0,77 0,63 0,35 0,37
17:1 0,81 1,05 1,28 1,62 0,51
16: 4-n-3 0,51 1,01 1,31 2,15 0,33
18: 0 17,85 14,58 11,02 4,01 3,6
18: In-9 28,08 23,01 16,57 9,46 14,98 )
18: 1n-7 2,81 2,9 2,1 i
18: 2n-9 0,14 0,17 0,31 0,37 0,12 :
18: 2n-6 3 0,8 3,07 3,05 13,96 B
18: 3n-9 0,3 0,35 0,45 0,51 0,2 I
18: 3n-6 0,19 0,21 0,25 0,28 0,16 H
18: 3n-3 0,41 0,51 0,57 0.7 2,58
18: 4n-3 0,73 1,29 1,74 2,71 2,3
18: 4n-1 0,08 0,14 0,2 0,31
20: 1n-7 0,82 1,05 1,41 1,85 5,29 ‘”
20: 2n-9 0,11 0,18 0,29 0,41 b
20: 2n-6 - 0,22 g
20: 4p-6 0,33 0,49 0.6 0,84 0,54 ¥
20: 4n-3 0,24 0,37 0,49 0,73 0,62
20: 5p-3 3,81 6,4 8,3 13,06 5
22: 1n-11 0,4 0,61 0,92 1,37 7,1
22: 1n-9 0,14 0,21 0,39
22: 3n-6 0,18 0,27 0,42 0,61 0,23
22: 5n-6 0,08 0,18 0,19
22: 5n-3 0,45 0,67 0,86 1,3 0,78
22: 6n-3 3,69 4,76 5,18 7,32 6.8
Saturados 47,7 45,36 41,77 34,29 27,61
Monoinsaturados 34,44 31,56 31,28 26,38 35,37
n-3 9,84 15,01 18,46 27,96 18,3
n-6 3,85 1,78 4,33 4,96 15,3
n-9 28,63 23,85 17,82 10,76 15,69
n-3 HUFA 8,19 12,2 14,83 22,4 13,09
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Tabla XVI.- Composicién en acidos grasos (% peso seco) de las dietas del Experimento 11

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA §
12: 0 0,01
14: 0 0,53 0,68 0,73 1,01 0,77 :
14: 1 0,06 0,05 0,03 0,03
15: 0 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 1
16: 0 3,2 3,13 2,81 2,79 2,16 ]
16: 1n-7 0,49 0,67 0,81 . L6 0,57 :
16: 1n-5 0,02 0,02 0,03 J
16: 2 0,06 0,1 0,12 0,19 0,09

17: 0 0,12 0,1 0,08 0,05 0,06

17: 1 0,11 0,14 0,15 0,21 0,07

16: 4-n-3 0,07 0,13 0,16 0,28 0,04

18: 0 2,36 1,89 1,31 0,52 0,45

18: 1n-9 3,71 2,98 1,97 1,22 1,89

18: 1n-7 0,33 0,37 0,27 &
18: 2n-9 0,02 0,02 0,04 0,06 0,02
18: 2n-6 0,4 0,1 0,37 0,39 1,77 g
18: 3n-9 0,04 0,05 0,05 0,07 0,03
18: 3n-6 0,03 0,03 0,03 0,04 0,02 g
18: 3n-3 0,05 0,07 0,07 0,09 0,33 2
18: 4n-3 0,1 0,17 0,21 0,35 0,29
18: 4n-1 0,01 0,02 0,02 0,04

K]

20: 1n-7 0,11 0,14 0,17 0,24 0,67 g
20: 2n-9 0,01 0,02 0,03 0,05 E
20: 2n-6 - - - 0,03 £
20: 4n-6 0,04 0,06 0,07 0,11 0,03 g
20: 4n-3 0,03 0,05 0,06 0,09 0,07 o
20: 5n-3 0,5 0,83 0,99 1,68 0,63

22: 1n-11 0,05 0,08 0,11 0,18 0,9

22: 1n-9 0,02 0,02 0,05

22: 3n-6 0,02 0,04 0,06 0,08 0,03

22: 5n-6 0,01 - 0,02 0,02

22: 5n-3 0,06 0,09 0,1 0,17 0,1 :
22: 6n-3 0,49 0,62 0,62 0,94 0,88 ‘
Saturados 6,3 5,87 4,98 4,42 3,49

Monoinsaturados 4,55 4,08 3,61 3,4 4,47

n-3 1,3 1,94 2,2 3,8 2,31

n-6 0,51 0,23 0,52 0,64 1,34

n-9 3,78 3,08 2,12 1,39 1,98

n-3 HUFA 1,08 1,58 1,77 2,89 1,66
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3.2.3.- RESULTADOS

Calidad de la puesta

La aceptacion de todas las dietas experimentales fue excelente y ninguna mortalidad fue

observada durante el periodo experimental. No hubo ninguna diferencia significativa enlaingesta diaria

de las dietas, y ésta no estuvo influenciada por el tipo de harina de las dietas experimentales. Se

obtuvieron puestas en los quince replicados. Durante las primeras siete semanas del experimento se

alimentaron todos los tanques con la dieta comercial observandose que no hubo diferencias significativas

en ninguno de los Indices de las puestas (Tabla XVII). Después de ese periodo de alimentacion comin,
cuatro grupos de reproductores fueron alimentados con las dietas experimentales y un quinto grupo

continué alimentandose con la dieta comercial. Después de tres semanas de alimentacion, tras constatar

izada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 20

que no hubo diferencias significativas entre los replicados de una misma dieta, se observo que los indices
de las puestas de los reproductores alimentados con la dieta conteniendo harina de calamar (Dieta 2) y
harina de calamar desengrasada con aceite de sardina (Dieta 4) mejoraron significativamente en todos los
indices estudiados, excepto en el porcentaje de huevos morfoldgicamente anormales de las dos dietas y
en el porcentaje de huevos con mas de una gota de grasa y porcentaje de supervivencia larvaria
obtenidos con la Dieta 2 (Tablas XVII y XVIII ). Los reproductores alimentados con las dietas
conteniendo harina de pescado (Dieta 1) y harina de pescado desengrasada con aceite de calamar (Dieta
3) también mejoraron significativamente la calidad de sus puestas. El porcentaje de larvas anormales |

descendi6 del 2,68% al 1,17% en las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 1 y del 4,08%

al 0,92% en las puestas de los reproductores que comieron la Dieta 3, mientras que se incrementd el
porcentaje de eclosion de las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 desde el 91,83%

al 97,71% (Tablas XVII y XVII).

|




Tabla XVIL- Indices de las puestas de los reproductores de dorada, del Experimento II, alimentados previamente con la dieta comercial (media + desviacién

tipica)
% HUEVOS VIVOS % HUEVOS MUERTOS % HUEVOS NO %HUEVOS ANORMALES
GRUPO FECUNDADOS (MORFOLOGIA)
P=0,88 P=0,61 P=0,97 P=0,75
1(n=14) 75,14£13 31 20,40+13,13 3,62+5,49 0,83+0,83
2 (n=13) 76,81+10,42 16,35+5,82 5,18+8,53 1,64+1,96
3 (n=10) 80,82+9,09 13,28+6,66 3,34+4,86 2,54+4.55 )
4 (n=14) 78,67+15,98 15,55+12,63 4,55+6,53 1,21+0,94
5mn=11) 76,38+18,62 17,53+12,23 4,2248,15 1,84+3,26 8
% HUEVOS ANORMALES % ECLOSION % LARVAS % SUPERVIVENCIA
(N° GOTAS) ANORMALES LARVARIA s
P=0,16 P=0,12 P=0,79 P =0,83
1(n=14) 1,45+1,59 96,60+4,26 2,68+1,95 24,08+16,33 3
2 (n=13) 1,67+0,90 96,09+6,12 2,43+2,64 . 24,33+17,89 {
3 (n=10) 1,09+1,72 91,83+6,97 4,08+2,99 19,18+10,27 g
4(n=14) 1,18+0,50 95,21+5,42 3,85+5,49 24,93+16,69
5m=11) 2,82+3,00 91,64+2,77 3,36+2,43 20,16+8,95

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.
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Tabla XVIIL- indices de las puestas de los reproductores, del Experimento II, alimentados con las dietas experimentales y con la dieta comercial (media +

desviacion tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOS MUERTOS % HUEVOS NO % HUEVOS ANORMALES
DIETA FECUNDADOS (MORFOLOGIA)
- P <0,01 P < 0,05 P < 0,01 P <0,01
1(n=21) 78,23+9,30° 12,06+5,72% 8,35+9,11° 1,35+1,45°
2 (n=20) 82,97+8,13* 12,38+7,35% 1,93+2,57° 2,71+1,68%
3(n=18) 78,4146,08° 13,81+7,50% 2,04+2,44° 5,7243,72° .
4 (n=21) 87,94+4,67° 9,02+4,08 0,98+1,21° 2,05+1 45°
5(n=23) 78,14+4,52° 16,23+4,08" 3,03+4,17* 2,59+2,28 s
% HUEVOS ANORMALES % ECLOSION % LARVAS % SUPERVIVENCIA
(N° GOTAS) ANORMALES LARVARIA i
P <0,01 P <0,01 P < 0,05 P=0,12 }
1 (n=21) 4,80+£6,26" 93,10+4,93" 1,17+1,33% 23,54%17,13
2 (n=20) 3,73+4,47° 99,00+1,52° 0,60+0,61° 17,04+ 9,42 ;
3(n=18) 1,72+2,06 97,71£2,91% 0,92+0,93% ' 24,07+11,78 :
4 (n=21) 0,44+0,51° 98,70+1,56° 0,94+0,89* 28,11+12,73
5 (n=23) 3,77+1,81° 91,1943,91° 2,58+1,79° 21,14+10,37

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSON

Sin embargo los porcentajes de huevos no fecundados y anormales con més de una gota de grasa
se incrementaron significativamente en las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 1
(Tablas XVII y XVIII). Las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 5 (pienso comercial)
no mostraron diferencias en los Indices de las puestas durante todo el periodo experimental indicando
que las diferencias observadas en la calidad de las puestas entre los tratamientos estan relacionadas con

la calidad nutricional de las dietas mas que con la duracion del periodo de puesta.

El porcentaje de huevos vivos (Tabla XVIII) fue superior en las puestas de los reproductores
alimentados con las dietas que contienen la fraccion insoluble de los lipidos de la harina de calamar
(Dietas 2 y 4), siendo significativamente diferentes en las puestas de los reproductores alimentados con
la Dieta 4 en relacion a las de los reproductores alimentados con dietas basadas en la harina de pescado

o con la dieta comercial.

El nimero de huevos con mas de una gota lipidica fue mas alto en las puestas de los
reproductores alimentados con la Dieta 1 y fue reduciéndose progresivamente en las puestas de los
reproductores alimentados con las Dietas 2, 3 y 4 (Tabla XVIII). Se observd una relacion inversa
significativa entre el porcentaje de huevos con mas de una gota de grasa y el contenido en n-3 HUFA de
las dietas (Fig.17). El porcentaje de huevos no fecundados fue mas alto en las puestas de los
reproductores alimentados con la Dieta 1 que contenia el nivel mas bajo de n -3 HUFA, pero no se
diferencié significativamente del porcentaje de las puestas de los reproductores alimentados con la dieta
comercial. Se encontraron correlaciones negativas entre el porcentaje de huevos no fecundados y el nivel
dietético del AA y del EPA (Fig.18). Ademas, se obtuvieron un nimero elevado de huevos
morfologicamente anormales en las puestas de los reproductores alimentados con las Dietas 2 y 3,
aunque no presentaron diferencias significativas con los producidos por los reproductores alimentados

con la dieta comercial.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Por otra parte, se obtuvieron altos porcentajes de eclosion en las puestas de los reproductores
alimentados con las dietas conteniendo cualquiera de las preparaciones de harina de calamar (Dietas 2
y 4), aunque no difirieron significativamente de los obtenidos con la Dieta 3, basada en harina de pescado
desengrasada y aceite de calamar. Sin embargo, el tipo de harina incluida en las dietas experimentales

no tuvo un efecto significativo en los porcentajes de larvas anormales ni en el de supervivencia larvaria

(Tabla XVIII).

]
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P < 0,05
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Fig. 17.- Relacion entre el porcentaje de huevos anormales con mas de una gota de grasa y el contenido

en n-3 HUFA de las dietas del Experimento II.
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RESULTADOS Y DISCUSION

[« ¢}
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z : y=1/(-0,45+ 10,84 x)
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Fig. 18.- Relacion entre el porcentaje de huevos no fecundados y el contenido en AA y EPA de las dietas

del Experimento [I.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La fecundidad relativa (produccion de huevos por puesta y kg de hembra reproductora) se
increment6 significativamente por la inclusion en las dietas de harina de calamar o harina de calamar
desengrasada (Dietas 2 y 4) (Fig. 19). Este hecho, junto con los altos porcentajes de huevos vivos,
eclosion y supervivencia larvaria resulta en la produccion mas alta, por puesta y kg de hembra
reproductora, de larvas con el saco vitelino reabsorbido en los reproductores alimentados con una dieta
basada en harina de calamar desengrasada y aceite de pescado (Dieta 4, Fig. 19). La produccion de huevos
vivos (por puesta y kg de hembra reproductora) de los reproductores alimentados con la Dieta 2 (basada
en harina de calamar) fue significativamente mayor que la de los reproductores alimentados con la Dieta
3 (basada en harina de pescado desengrasada), la inica diferencia, en [a composicion, entre las dos dietas

fue la fraccion lipidica insoluble.

Para aclarar los efectos de las fracciones lipidicas insolubles de las harinas de calamar y pescado
se compararon las medias de los Indices de las puestas de los reproductores alimentados con la Dietas 1
y 3 (basadas en harina de pescado, desengrasada y sin desengrasar) con las medias de los indices de las

puestas de los reproductores alimentados con la Dietas 2 y 4 (basadas en harina de calamar, desengrasada

y sin desengrasar) (Tabla XIX). Se observd que los porcentajes de huevos vivos, huevos fecundados y
eclosion fueron significativamente mayores en las puestas de los reproductores alimentados con las dietas
que contenian la fraccion proteica de la harina de calamar. La Tabla XX muestra los resultados de la
comparacion de las medias de los Indices de las puestas de los reproductores alimentados con fraccion
lipidica de la harina de pescado (Dietas 1 y 4) con las medias de los indices de las puestas de los
reproductores alimentados con la fraccion lipidica de la harina de calamar (Dietas 2 y 3). Se observé que
los reproductores alimentados con dietas conteniendo lipidos de calamar tienen puestas con unos
porcentajes de huevos fecundados y de eclosion significativamente mayores, pero sin embargo producen

puestas con un alto porcentaje de huevos anormales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Il ~°HUEVOS
I N°HUEVOS VIVOS
=] N°LARV ASECLOSIONADAS
Il N°LARVAS CON SACO VITELINO REABSORBIDO

80000
70000
60000 —
50000 -

40000 .

NUMERO

30000 —

20000 —

10000 —

1 2 3 4 5
DIETA

*Barras, del mismo color, sin o con una misma letra no presentan diferencias significativas. Barras, del mismo color, con

diferentes letras presentan diferencias significativas.

Fig. 19.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los reproductores de dorada, del

Experimento II, alimentados con las dietas experimentales y con la dieta comercial.
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Tabla XIX .- Comparacién mediante el test de la t de Student de los {ndices de las puestas de reproductores de dorada alimentadas con dietas conteniendo distintas

fuentes de proteina (media + desviacion tipica)

PROTEINA DE PESCADO

PROTEINA DE CALAMAR

t |
% HUEVOS VIVOS 78,31+£7,87 85,52+6,97 433 P<0,01
% HUEVOS MUERTOS 12,87+6,57 10,66+6,07 1,56 P=0,12
% HUEVOS NO FECUNDADOS 5,44+7,51 1,44+2,02 328 P<0,01
% HUEVOS ANORMALES (morfologia) 3,37£3,49 2,37+1,58 1,65 P=0,10
% HUEVOS ANORMALES (n° gotas grasa) 3,38+4,99 2,05+3,52 1,38 P=0,17
% ECLOSION 95,27+4,67 98,84x1,52 44 P<0,01
% LARVAS ANORMALES 3,38+1,15 2,37+0,77 1,65 P=0,23
% SUPERVIVENCIA LARVARIA 23,80+23,80 22,72+12,42 0,34 P=0,73
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Tabla XX.- Comparacién mediante el test de la t de Student de los Indices las puestas de reproductores de dorada alimentadas con dietas conteniendo distintas

fuentes de lipidos (media + desviacion tipica)

ACEITE DE PESCADO ACEITE DE CALAMAR t P
% HUEVOS VIVOS 83,09+8,77 80,81+7,50 1,24 P=0,21
% HUEVOS MUERTOS 10,54+5,14 13,06+7,35 1,79 P <0,1
% HUEVOS NO FECUNDADOS 4,66+7,42 1,98+2,47 2,12 P <0,05
% HUEVOS ANORMALES (morfologia) 1,70+1,48 4,14+3,18 4,46 P <0,01
% HUEVOS ANORMALES (n° gotas grasa) 2,62+4,90 2,77+3,64 0,16 P=0,17
% ECLOSION 95,97+4,55 98,39+2,33 2,77 P<0,01
% LARVAS ANORMALES 1,06£1,11 0,75+0,77 1,33 P=0,19
% SUPERVIVENCIA LARVARIA 25,88+14,99 20,46+11,06 1,73 P <0,




RESULTADOS Y DISCUSION

El didmetro de los huevos de las puestas de los reproductores alimentados con la Dietas 1y 5
fue significativamente mayor que el de los huevos de los reproductores alimentados con las otras tres
dietas y el didmetro de los huevos de las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 2 fue
significativamente menor que el de los huevos de los reproductores alimentados con el resto de las dietas
(Tabla XXI). Eldiametro de la gota de grasa fue mayor en los huevos de1as puestas de los reproductores
alimentados con las Dietas 1 y 5, existiendo diferencias significativas entre todos los diametros de las
gotas de grasa, excepto en los huevos de las puestas de los reproductores alimentados con las Dietas 2
y 4 que no mostraron diferencias significativas entre ellos. No se encontré ninguna relacion entre los
diametros de los huevos y de las gotas de grasa. La longitud de las larvas de 1 dia de los reproductores
alimentados con las Dietas 3 y 4 fue la mayor aunque que solo difirieron significativamente de las larvas
de los reproductores alimentados con la Dieta 2. La longitud de las larvas con el saco vitelino reabsorbido
fue mayor en las larvas de los reproductores alimentados con de las Dietas 1 y 3 que difirieron

significativamente de las larvas producidas por los reproductores alimentados con las Dietas 2 y 5.

Tabla XXI- Medidas de los huevos y larvas producidos por los reproductores, del Experimento I

I
g
2
&
g
&
2
2
3
2z
£
5
E 8
k-
i
E o
@
[+
Q@
-4
4
S
=38
g

DIAMETRO DIAMETRO LONGITUD LONGITUD
HUEVO GOTA DE GRASA LARVAS 1 DiA LARVAS 3 DIAS

(mm) (mm) (mm) (mm)

DIETA P < 0,0! P < 0,01 P < 0,05 P < 0,05
0,992+0,028° 0,242+0,0045° 2,73+0,134% 3,69+0,15°

1 (n = 225) (n=225) (n=170) (n=59)
0,959+0,018° 0,229+0,0095° 2,68+0,139% 3,59+0,20°

2 (n=175) (0 =175) (n = 60) (n=58)
0,970+0,023°¢ 0,223+0,0134°¢ 2,76+0,120° 3,68+0,16°

3 (n = 200) (n = 200) (n = 70) (n=71)
0,973+0,024° 0,22940,0076° 2,76£0,163° 3,67+0,15%

4 (n = 200) (n = 200) (n = 70) (n = 64)
0,991+0,0282 0,232+0,0072° 2,7440,154% 3,60+0,15°

S (n =200) (n = 200) (n=50) (n =70)

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion bioquimica de los huevos

Los acidos grasos presentes en mayor proporcion en los lipidos de los huevos de las puestas de
los reproductores de dorada fueron: acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1n-9), acido palmitoleico
(16:1 n-7) y 4cido docosahexaenoico (22:6 n-3) (Tablas XXIII y XXIV), independientemente de los
acidos grasos contenidos en las dietas (Tabla XV). Estos fueron seguidos en importancia por el acido
eicosapentaenoico (22:5 n-3) y por el &cido estedrico (18:0), excepto en los huevos procedentes de las
puestas de los reproductores alimentados con la dieta comercial (Dieta 5) que fueron el acido miristico
(14:0) y el acido linoléico (18:2 n-6) o de las puestas de los reproductores alimentados con dietas con
lipidos originarios de la harina de pescado (Dietas 1 y 4) que se caracterizaron por un mas alto contenido
en EPA y un mas bajo contenido en DHA. Ademas, los huevos de las puestas de los reproductores
alimentados con dietas con lipidos originarios de la harina de calamar (Dietas 2 y 3) mostraban unas
bajas relaciones EPA/DHA (0,29 y 0,32 respectivamente), independientemente de los niveles de la

relacion EPA/DHA en las dietas.

Los huevos procedentes de las puestas de los reproductores alimentados con la dieta comercial
(Dieta 5) se caracterizaron por tener los contenidos en DHA mas bajos y los de acidos grasos de la serie
n-6 més altos . Los huevos de las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 (basada en
harina de pescado desengrasada y aceite de calamar) mostraron el nivel mas bajo de acidos grasos
monoinsaturados que se diferenciaron significativamente de los procedentes de las puestas de los
reproductores alimentados con la Dieta 4 (basada en harina de calamar desengrasada y aceite de pescado).
Los huevos procedentes de las puestas de los reproductores alimentados con las dietas basadas en harina
de calamar o de calamar desengrasada (Dietas 2 y 4) muestran un contenido en 4cidos grasos de la serie

n-9 significativamente mas alto que los huevos procedentes de las puestas de los reproductores
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RESULTADOS Y DISCUSION

alimentados con la dieta comercial (Dieta 5). Se encontrd una relacion positiva significativa entre el
contenido en 4cidos grasos de la serie n-9 de los huevos y los porcentajes de huevos vivos y de eclosion
(Fig. 20). Asi mismo, se encontré una correlacion positiva entre el contenido en AA de los huevos y
el diametro de los mismos (Fig. 21). También se obsevé una correlacion positiva entre el contenido en

EPA en los huevos y el diametro de las gotas de grasa (Fig. 22).
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Fig. 20.- Relacién entre los porcentajes de huevos vivos y de eclosion y el contenido en acidos grasos
de la serie n-9 de los huevos procedentes de los reproductores alimentados con las dietas del Experimento
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

DIAMETRO HUEVOS (mm)

DIAMETRO HUEVOS (mm)
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Fig. 21.- Relacion entre el contenido en AA y EPA de los huevos y el didmetro de los mismos en el

Experimento II.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Fig. 22.- Relacion entre el EPA contenido en de los huevos y el didmetro de las gotas de grasa en el

Experimento II.

E] contenido en proteinas de los huevos de las puestas procedentes de los reproductores
alimentados con las dictas basadas en harina de calamar o de calamar desengrasada (Dietas 2 y 4) fue
ligeramente superior que el de los otros grupos pero no existieron diferencias significativas entre ellos

(Tabla XXII).

Tabla XXII.- Lipidos, proteina y humedad de los huevos de las puestas de reproductores de dorada

alimentados con diferentes dietas en el Experimento II (media + desviacion tipica)

DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA 5
Lipidos 22,61x1,63 21,77£2 .91 22,05+1,37 21,83+1,83 22,80+1,22
Proteina 64,35+4,63 67,20+2,40 65,37+1,22 66,344:0,43 65,15+2,03
Humedad 91,93+0,22 91,18+1,21 91,77+0,39 91,59+0,67 92,03+0,22

*Filas de una misma columna sin o con supetindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXIII.- Composicion en acidos grasos (% total de 4cidos grasos) de los huevos de reproductores

alimentados con diferentes dietas en el Experimento II (media + desviacion tipica)

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA 5
12: 0 0,0740,10 0,07+0,07 0,15+0,03
14: 0 4,89+0,16 4,0540,21 3,6240,02 4,4340,61 6,42+0,27
14: 1 0,3420,12 0,49+0,08 0,4240,02 0,35+0,06 0,38+0,04
15: 0 0,4740,04 0,60+0,07 0,60+0,04 0,48+0,04 0,60+0,03
16: 0 21,810,72 23,78+0,30 23,98+1,31 21,2620,67 21,010,84
16: 1n-7 8,89+0,48 7,17+0,50 7,11%0,50 3,97+0,01 10,52+0,69
16: 1n-5 0,25+0,04 0,15+0,11 0,36+0,04
16: 2 0,79+0,07 0,7340,05 0,63+0,02 0,62+0,17 0,77+0,07
17: 0 0,43+0,03 0,49+0,03 0,52+0,02 0,45+0,03 0,42+0,01
17: 1 1,05%0,09 0,84+0,12 0,5140,38 0,99+0,16 0,77+0,05
16: 4-n-3 0,30+0,06 0,10+0,10 0,1740,03 0,20+0,02
18: 0 5,66+0,44 5,1240,41 5,51+0,09 6,15+0,67 3,9340,39
18: 1n-9 19,770,58 24,27+1,94 20,00+0,37 24,85+0,39 16,3540,43
18: 1n-7 2,76:0,08 2,04+0,07 2,6240,11
18: 2n-9 0,38+0,07 0,10+0,07 0,18+0,02 0,38+0,14 0,24+0,05
18: 2n-6 4,43+0,24 4,2840,19 3,6340,16 4,19+0,14 5,77+0,38
18: 3n-9 0,38+0,08 0,18+0,14 0,21+0,01 0,3140,04 0,2240,04
18: 3n-6 0,2420,04 0,10+0,07 0,22+0,05 0,24+0,04
18: 3n-3 0,60+0,06 0,59+0,03 0,48+0,05 0,61:0,04 1,18+0,10
18: 4n-3 1,08+0,14 0,33+0,09 0,3840,16 0,87+0,04 1,790,10
18: 4n-1 0,2120,02 0,16+0,01 0,13+0,01
20: 1n-7 0,58+0,09 0,8240,04 0,99£0,29 0,65+0,03 1,4420,13
20: 2n-9 0,04+0,06 0,02+0,03
20: 2n-6 0,09:£0,06 0,1420,01 0,14+0,01 0,19+0,00
20: 4n-6 0,77+0,03 0,6240,09 0,750,03 0,66+0,05 0,74£0,03
20: 3n-3 0,18+0,01 0,16+0,00 0,07+0,05
20: 4n-3 0,60+0,04 0,31+0,04 0,27+0,05 0,55+0,05 0,82+0,07
20:5 n-3 6,36:0,47 4,42+0,80 4,86+0,66 5,1940,28 5,60+0,16
22: In-11 0,05+0,07 0,09+0,07 0,4120,26 0,08+0,12 0,42+0,05
22: 1n-9 0,05+0,07 0,07+0,07 0,0740,10 0,03+0,04
22: 3 n-6 0,29+0,01 0,080,06 0,15+0,01 0,23+0,02 0,25+0,02
22: 4n-9 0,1240,09 0,1240,12 0,07+0,09

22: 5n-6 0,1120,08 0,12+0,09 0,2240,01 0,16+0,03 0,10+0,08
22: 5n-3 1,9340,16 1,1340,04 1,1340,08 1,6240,019 1,29+0,06
22: 6 n-3 11,61+0,08* 15,03%1,52% 16,52+0,15° 11,77+1,82 10,70+1,29°
Saturados 35,45+0,46 34,33£0,42 34,51+1,42 32,98+1,23 32,79+1,17
Monoinsaturados 33,7420,23% 33,8242,35% 31,5520,59° 35,96+0,39" 32,89+0,86*
n-3 22,4040,43 21,9942,31 23,89+1,24 20,78+2,09 21,64+1,16
n-6 5,88+0,24° 5,40+0,23 5,34+0,53° 5,7340,25* 7,5040,21°
n-9 20,74+0,74° 24,54+2,13° 20,58+0,40° 25,68+0,32° 16,87+0,52
n-3 HUFA 20,4120,47 21,07£2,32 22,93+0,94 19,1342,14 18,47+1,33
EPA / DHA 0,55+0,05 0,29+0,03 0,3240,04 0,45+0,07 0,530,08

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXIV.- Composicion en acidos grasos (% peso seco) de los huevos de reproductores de dorada

alimentados con diferentes dietas en el Experimento IT (media + desviacion tipica)

AcidoS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA 5

12: 0 0,0 1+0,02 0,01 + 0,01 0,02 +£0,00

14: 0 0,85 £0,09 0,70+0,12 0,60+0,03 0,7620,20 1,070,00

14: 1 0,06+0,02 0,08+0,02 0,07+0,00 0,06+0,01 0,07+0,00

15: 0 0,08+0,01 0,10+0,02 0,10+0,00 0,08+0,01 0,10+0,00

16: 0 3,81+0,43 4,06+0,50 3,96+0,02 3,61£0,57 3,8420,00

16: 1n-7 1,56+0,21 1,23+0,20 1,17£0,02 1,5240,21 1,72+0,00

16: 1n-5 0,04+0,00 0,02+0,02 0,06:0,00

16: 2 0,14+0,01 0,12+0,01 0,10+0,01 0,11+0,04 0,12£0,00

17: 0 0,08+0,00 0,08+0,01 0,09:0,00 0,08+0,02 0,07+0,02

17: 1 0,18+0,00 0,14+0,03 0,08+0,06 0,17+0,05 0,12+0,00

16: 4-n-3 0,05+0,01 0,02£0,02 0,03+0,01 0,03+0,00

18: 0 0,98+0,04 0,87+0,12 0,910,03 1,04+0,17 0,78+0,00

18: 1n-9 3,44+0,25 4,13+0,55 3,31%0,11 4,20+0,56 2,82+0,00 g
18: 1n-7 0,48+0,03 0,34+0,03 0,43+0,00 ‘“
18: 2n-9 0,07+0,01 0,02+0,01 0,03+0,00 0,07+0,03 0,03+0,00 g
18: 2n-6 0,78+0,10 0,73+0,11 0,60+0,05 0,71£0,11 0,91+0,00 3
18: 3n-9 0,07+0,01 0,03+0,02 0,03+0,00 0,05+0,01 0,03+0,00
18: 3n-6 0,04+0,00 0,02+0,01 0,04+0,01 0,03+0,00
18: 3n-3 0,11+0,02 0,10+0,02 0,08+0,01 0,10+0,02 0,18+0,00 =
18: 4n-3 0,19+0,03 0,06+0,02 0,06+0,03 0,15+0,03 0,29+0,00 3
18: 4n-1 0,0420,00 0,03+0,00 0,02+0,00 g
20: 1n-7 0,10+0,02 0,14+0,02 0,17+0,06 0,11+0,02 0,22+0,00 j
20: 2n-9 0,01+0,01 -— —- - — g
20: 2n-6 0,01+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
20: 4n-6 0,13+0,01 0,11+0,02 0,12+0,01 0,11%0,01 0,13+0,00 H
20: 3n-3 0,03+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00

20: 4n-3 0,11+0,01 0,050,01 0,05+0,01 0,09+0,01 0,13+0,00

20:5 n-3 1,10+0,02 0,76+0,19 0,81+0,15 0,87+0,10 0,94:0,00

22: 1n-11 0,010,01 0,02+0,01 0,07+0,05 0,010,02 0,06+0,00

22: 1n-9 0,01+0,01 0,01+0,01 0,010,02

22:3n-6 0,05+0,01 0,01+0,01 0,02+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00

22: 4n-9 0,02+0,01 0,02+0,02 0,0120,02

22: 5n-6 0,02+0,02 0,02+0,02 0,04+0,00 0,03+0,00

22: 5n-3 0,32+0,04 0,15+0,03 0,19+0,02 0,27+0,03 0,23+0,00

22: 613 2,0240,16 2,58+0,49 2,73+0,16 1,95+0,05 2,14+0,00

Saturados 5,83+0,54 5,87+0,75 5,70+0,05 5,60+0,91 5,93+0,00

Monoinsaturados 5,88+0,49 5,77+0,77 5,22+0,17 6,09+0,85 5,50+0,00

n-3 3,90+0,23 3,78+0,72 3,96+0,41 3,47+0,17 3,96+0,00

n-6 1,03+0,12 0,92+0,14 0,89+0,13 0,97+0,14 1,18+0,00

n-9 3,61+0,21 4,18+0,56 3,40+0,11 4,35+0,62 2,88+0,00

n-3 HUFA 3,55+0,20 3,62+0,70 3,60+0,35 3,1940,12 3,46+0,00
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Con respecto a la digestibilidad de las dietas, la media del coeficiente aparente de digestibilidad

de la proteina de las dietas basadas en harina de calamar (96,5+0,43%) fue significativamente mayor

(P<0,05) que la de las dietas basadas en harina de pescado (88,3+0,26%). 3

3.2.4.- DISCUSION |

Los resultados de este estudio mostraron una mejora en la calidad de las puestas, en términos de
fecundidad relativa (nimero de huevos por kg de hembra reproductora y puesta), y porcentajes de huevos

vivos y huevos fecundados, cuando los reproductores fueron alimentados con la fraccion proteica de la

aria, 2006

por ULPGC. Biblinteca Universit

harina de calamar (Dietas 2 y 4). La proteina contenida en los huevos de los reproductores alimentados

con la fraccion proteica de la harina de calamar fue ligeramente mayor que la contenida en los huevos de

las puestas de los reproductores alimentados con la fraccion proteica de la harina de pescado (Dietas 1

y 3) , aunque no mostraron diferencias significativas.

igitalizacion reafizada

ios autores. Di

La proteina de calamar es el mayor componente de la fraccion no liposoluble de la harina de

calamar y podria ser la responsable del efecto positivo de esta fraccion en la calidad de las puestas de

© Del documenta,

los reproductores alimentados con ella. La calidad de la fuente de proteina depende tanto de su perfil de
aminoacidos como de su coeficiente de digestibilidad para cada especie. El perfil de aminoacidos
(calculado segn Tacon, 1990) fue muy similar entre las dietas experimentales (Tabla XLIII), excepto
en el mas alto contenido en isoleucina de las dietas basadas en harina de pescado (3,64 g /100 g y 3,71

g/100g en las Dietas 1 y 3, respectivamente) que en las dietas basadas en harina de calamar (2,08 g /100

gy 2,07 g/100 g en las Dietas 2 y 4, respectivamente).

El perfil de aminoacidos de todas las dietas experimentales cumple los requerimientos de l
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'RESULTADOS Y DISCUSION

aminoacidos esenciales calculados para la dorada (Sparus aurata) en base a la composicion corporal de
lamisma calculada por Vergara (1992), segiin Tacon y Cowey (1985) (Tabla XXV). De este modo, el
valor nutricional superior de las dietas basadas en la harina de calamar para mejorar la calidad de las
puestas de dorada podria estar relacionado con el mayor coeficiente de digestibilidad de esta proteina para
esta especie. De hecho, los reprodu’ctores de dorada alimentados con la fraccion proteica de la harina de
calamar (Dietas 2 y 4), con un nivel de proteina en los huevos ligeramente mayor que el de los huevos

de las puestas de los reproductores alimentados con la fraccion proteica de la harina de pescado (Dietas

[ y 3), produjeron aproximadamente un 40% mas de huevos por kilogramo de hembra.

Tabla XXV .- Requerimientos calculados de aminoacidos para dorada (Sparus aurata) y perfiles tedricos

de aminodcidos de las dietas experimentales del Experimento II (en g por 100 g de peso seco)

DIETA

AMINOACIDO REQUERIMIENTO* 1 2 3 4
ARGININA 2,39 3,17 3,23 3,72 3,69
HISTIDINA 1 1,84 1,87 1,16 115
ISOLEUCINA 2,07 3,64 3,71 2,08 2,07
LEUCINA 2,89 4,66 4,74 4,09 4,06
LISINA 3,02 4,95 4,94 4,11 4,08
METIONINA 1,1 1,62 1,65 1,68 1,67
FENILALANINA 1,39 2,52 2,57 1,89 1,87
TREONINA 2,03 3,23 3,29 2,47 2,45
VALINA 1,5 3 3,06 2,06 2,05
CISTINA 0,38 0,81 0,83 0,49 0,49
TIROSINA 1,18 1,97 2,01 1,91 1,9

*Requerimientos de amino4cidos esenciales calculados para la dorada (Sparus aurata) en base a la composicion corporal de la

misma, Vergara (1992).
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Las proteinas son el componente mas abundante de los nutrientes contenidos en los huevos de
muchas de especies de peces estudiadas (Watanabe y Kiron, 1994). Ademas son el mayor substrato de
energia en muchas especies de teledsteos durante el desarrollo embrionario (Fynh y Serigstad, 1987,
Ronnestad et al., 1992; Sivaloganathan et al., 1998). Las proteinas tienen un papel particularmente
importante en la fecundacién y normal desarrollo del embrion (Fynh y Serigstad, 1987; Srivastava y
Brown, 1992; Srivastava et al., 1995 ). Por ejemplo, las proteinas que ;:nvuelven el vitelo desempefian
un papel muy importante durante la fecundacion (Hart, 1990). La composicion en aminodcidos de las
proteinas que envuelven el vitelo en los huevos de la dorada esta caracterizada por un alto contenido en
prolina y en acido glutdmico y un relativamente bajo contenido en cistina (Hyllngr et al., 1995). La
vitelogenina es la principal proteina precursora de vitelo en los teledsteos . Su composicion en
aminodcidos se caracteriza por altos contenidos en alanina, 4cido glutamico y leucina y bajos contenidos
en serina. Los aminoacidos libres también aparecen en altas cantidades en los huevos de peces pelagicos,
contabilizdndose por encima de 43 nmol por huevo en dorada (Rennestad, 1992). La leucina, lisina,
valina, isoleucina, alanina y serina son los principales aminoacidos detectados (Rennestad, 1992). Los

aminodacidos libres removidos del “pool” durante la fase de huevo son usados principalmente para sintesis

de proteinas o produccion de energia.

El alto contenido en calcio de las harinas de pescado no parece ser el responsable de 1a menor
calidad de las puestas de los reproductores alimentados con dietas basadas en esta harina en comparacion
con las puestas de los reproductores alimentados con dietas basadas en harina de calamar, una adicién
de calcio a una dieta basada en harina de calamar no afecto la calidad de la puesta de otro esparido, el
pargo japonés (Pagrus major) (Watanabe et al., 1991b). Un incremento en la produccion de huevos y
en la viabilidad fue también observada por Watanabe er al. (1984a) cuando el pargo japonés fue

alimentado con una dieta basada en harina de calamar. Ademas, el reemplazo del 50% de la harina de
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RESULTADOS Y DISCUSION

pescado por harina de calamar en dietas para el pargo japonés (Watanabe ef al., 1984a,b) mejor6 la
viabilidad del huevo, aunque no hizo que se incrementara el nimero de huevos producido por hembra.
De una manera similar, la sustitucion del 50% de la harina de pescado por harina de calamar en dietas
para el jurel denton (Pseudocaranx dentex) mejoré los porcentajes de huevos fecundados y eclosion
aunque tampoco incremento6 el nimero de huevos producidos por hembra‘ (Vassallo-Agius et al., 2001b).
El reemplazo de proteina o de lipidos de la harina de calamar por proteina o lipidos de harina de soja
en las dietas para reproductores de dorada (Sparus aurata) causd una reduccion en los porcentajes de
eclosion y supervivencia larvaria (Zohar et al., 1995). Esto pudo ser debido tanto a un efecto beneficioso

de la harina de calamar como a un efecto perjudicial de la harina de soja.

Aunque se ha demostrado (Robaina et al., 1995) que la proteina de la soja es una interesante
fuente de proteina como sustitutivo parcial, de la harina de pescado, en las dietas para dorada, hay
algunos factores que pueden limitar su uso en las dietas para esta especie. Una composicion
desequilibrada en acidos grasos en términos de un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados de la

serie n-6, y bajos contenidos en acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, junto con una menor

disponibilidad del fosforo (Robaina, 1995) en dietas para reproductores basadas en harina de soja,
podrian reducir directamente la calidad de las puestas ya que ambos nutrientes son esenciales para la
reproduccion en los esparidos (Watanabe et al., 1984a; Watanabe y Kiron, 1995). Aunque ambos, el
fosforo y los acidos grasos esenciales deben corregirse en las dietas comerciales, este no suele ser el caso
para las dietas de dorada. Los niveles de acido linoleico (18:2n -6) en las dietas comerciales son tan altos
como 9,8 (% total de acidos grasos) (Bell et al., 1996) 0 13,96 (% total de acidos grasos) en el presente

experimento (Tabla XLIT).

Watanabe et al. (1984a,b) encuentran una reduccion, en las puestas, del porcentaje de huevos
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anormales cuando la harina de pescado se reemplazé por harina de calamar en las dietas para
reproductores del pargo japonés (Pagrus major). Este efecto no se observo en el presente experimento
cuando la harina de pescado se reemplazo por harina de calamar en las dietas para para reproductores

de dorada (Sparus aurata). El porcentaje de huevos anormales fue muy bajo en las puestas de todos los

tratamientos.

El contenido en n -3 HUFA de la Dieta 1 (1,08% en peso seco) puede ser insuficiente para cubrir

el requisito dietético de los reproductores de dorada, que estd aproximadamente sobre 1,60% n -3
HUFA en peso seco (ver Experimento I). De este modo, los altos porcentajes de huevos no fecundados
obtenidos en las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 1 estan probablemente
relacionados con las bajos contenidos en n-3 HUFA en general y del acido eicosapentaenoico (EPA)
(0,5% en peso seca) en particular (Tabla XLIII ). Este efecto no puede relacionarse con la proteina
dietética o la fuente lipidica ya que no se observo en las Dietas 3 0 4 que contuvieron, respectivamente,
la misma proteina o fuente lipidica que la Dieta 1, pero con superiores niveles de n -3 HUFA. Como
se observo en el Experimento I, los niveles dietéticos bajos de EPA, uno de precursores de las
prostaglandinas en peces (Henderson et al., 1985), estan relacionados con una reduccion en la tasa de
fecundacion de los huevos. De hecho, los reproductores alimentados con la dieta comercial que tenia

también bajos niveles de EPA (0,63% en peso seco), dieron lugar a una alta proporcion de huevos no

fecundados (3,03%).

El alto porcentaje de huevos con mas de una gota lipidica en las puestas de los reproductores
alimentados con la Dieta 1 también parece estar relacionado con el bajo contenido en n -3 HUFA de esta
dieta, existiendo una correlacion negativa significativa entre este parametro y el contenido en n-3 HUFA

de las dietas. La alimentacion del pargo japonés (Pagrus major) con una dieta deficiente en 4cidos
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RESULTADOS Y DISCUSION

grasos esenciales produjo un aumento en el nimero de gotas de grasa en los huevos (Watanabe et al.,

1984a).

Una acumulacion de 4dcidos grasos de la serie n -9 se observo en los lipidos de los huevos de las
puestas de los reproductores alimentados con dietas basadas en harina_de calamar o harina de calamar
desengrasada (Dietas 2 y 4), encontrandose correlaciones positivas entre los acidos grasos de la serie
n -9 contenidos en los huevos y los porcentajes de huevos vivos y eclosion. El &cido oleico (18: 1 n-9)
es un acido graso abundante en los lipidos totales y en los lipidos polares de los peces marinos
(Izquierdo, 1996) lo que hace pensar en la importancia de este acido graso para el desarrollo normal del
embrion y de la larva. Este dcido graso también se ha considerado como una importante fuente de energia

durante el desarrollo larvario de los peces marinos (Van der Meeren ef al., 1991).

Los dos harinas, de pescado y de calamar, paracen ser buenas fuentes de lipidos para dietas de
reproductores de dorada, con un alto contenido en acidos grasos esenciales dado que no existieron
diferencias significantivas en los Indices de las puestas de los reproductores alimentados con las

Dietas 2 y 4, que contenian la misma fuente proteica pero diferian en la fuente lipidica.

En cuanto a las Producciones relativas ya se ha indicado que los peces alimentados con las Dietas
2 y 4 produjeron aproximadamente un 40% mads de huevos por kg de hembra, este hecho, unido a los mas
altos porcentajes de huevos vivos y de huevos fecundados, tiene como consecuencia que los reproductores
alimentados con estas dietas basadas en harina de calamar tengan las producciones mas altas en larvas
con el saco vitelino reabsorbido, atn a pesar de que el porcentaje de supervivencia larvaria de la Dieta

2 sea el mas bajo de todos. Resultados similares son obtenidos por Domarco (2001) para esta misma

especie utilizando dietas basadas en calamar fresco.
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En referencia a las Medidas de huevos y larvas no encontramos ninguna relacion entre«esm&" el
resto de los Parametros de Calidad de las puestas tal como sucedié en el Experimento 1. Asimismo, no
encontramos correlacion entre el tamafio de los huevos y el de las larvas, aunque los huevos de mayor
tamafio (Dieta 1) produjeron las larvas con el saco vitelino reabsorbido mayores y los de menor didmetro
(Dieta 2) dieron las larvas de menor tamafio. A pesar de que no encontramos ninguna correlacion entre
el tamafio del huevo y la fecundidad los reproductores alimentados CO;I la Dieta 2, que produjeron los
huevos con el menor didmetro, produjeron el méximo numero de huevos. Los huevos de menor didmetro
fueron producidos por los reproductores alimentados con dietas basadas en calamar, Watanabe et al.
(1984c) encuentran que los huevos de reproductores de pargo japonés alimentados con una dieta basada

en calamar muestran menores didmetros que los huevos de reproductores alimentados con dietas basadas

en harina de pescado.

Similares correlaciones a las encontradas entre el contenido en las dietas y huevos de
determinados acidos grasos y de proteinas en los huevos con el diametro de los huevos y gota de grasa,
son sefialadas por Domarco (2001) entre el diametro de los huevos y el contenido en acido
araquidonico de los mismos para dorada, y por El-Sayed et al. (2003) entre el contenido en proteinas

de las dietas y el tamafio del huevo en tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).

La maduracion ovarica en los peces involucra cambios bioquimicos mayores que resultan en una
masiva incorporacion de lipidos y proteinas en los oocitos (Frémont et al., 1984). En la dorada que
desova continuamente durante 3-4 meses estos componentes bioquimicos deben proporcionarse
continuamente en dietas de alta calidad . Los resultados de este estudio mostraron la buena calidad
nutritiva de la harina de calamar como fuente de lipidos y proteinas para dietas de reproductores de

dorada.
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3.3.- EXPERIMENTO III
3.3.1.-REPRODUCTORES

Cuarenta y cinco reproductores (3-5 afios de edad) de dorada (Sparus aurata) procedentes de la
granja de jaulas flotantes del Instituto Canario de Ciencias Marinas, s_ituada en el muelle de Taliarte
fueron seleccionados al azar y distribuidos en quince tanques de fibra de vidrio de 1000 1 de capacidad.
La proporcién de machos y hembras en cada tanque fue de 2:1 (2 J: 1?). Las caracteristicas biométricas
de los reproductores utilizados se muestran en la Tabla XXVI. Los tanques estaban dotados de un
circuito abierto de agua de mar con un flujo de 165 I/hora, lo que aseguraba una renovacion diaria de su
volumen de unas cuatro veces, estando ademas dotados de aireacién. La temperatura durante el
experimento oscild entre 18,8° C y 21,5° C. Desde el momento en que los reproductores fueron
estabulados en los tanques se alimentaron con un pienso comercial. Tras un periodo de alimentacion
comun con dicho pienso y asegurarse que no habia diferencias significativas en ninguno de los Parametros
de Calidad de las puestas, se procedié a alimentar a los reproductores, con las dietas experimentales, dos
veces por dia. La racion diaria fue del 1% de la biomasa de cada tanque. Cada una de las cinco dietas

experimentales fue suministrada a tres tanques elegidos aleatoriamente.

Tabla XX VI.- Caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en el Experimento III (media

+ desviacion tipica)

? J
REPLICADOS PESO TALLA PESO TALLA
1 1503,67+341,7 43,33£3,05 962,50+165,7 37,00£1,26
2 1397,00+254,5 40,66+2,51 947,83+206,5 36,6622,80
3 1569,67+74,2 44,33£1,52 1004,83+213 4 38,16142,85
4 1660,33+631,2 41,66+0,57 1032,83+216,1 38,66+2,80
5 1711,00£196,5 46,33+1,52 937,66+163,5 36,8342,04
-106-
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3.3.2.- COMPOSICION DE LAS DIETAS

La composicion de las dietas experimentales se indica en la Tabla XXVII y el analisis de su
contenido se sefiala en la Tabla XXVIII. Se formularon cinco dietas isoproteicas, isolipidicas e
isocaldricas. Las Dietas 1 a 4 conteniendo el mismo nivel de n-3 HUFA (1,6% que fue el que proporciond
los mejores resultados en el Experimento I) y afiadiéndose cantidades crecientes de vitamina E, 25, 250

y 2000 mg por kg de dieta a las Dietas 2, 3 y 4 respectivamente, y la Dieta 1 sin aditamento de vitamina

E. La Dieta 5 con un contenido en n-3 HUFA del 2,5 % y 250 mg de vitamina E por kg.

Tabla XXVIIL.- Composicion de las dietas experimentales del Experimento III

DIETA

1 2 3 4 5
Harina de pescado 67 67 67 67 67
Aceite de pescado - - - - 2,75
Grasa de vaca 9,15 9,15 9,15 9,15 6,4
Minerales 2 2 2 2 2
Vitaminas 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Carboximetil celulosa 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Alfa celulosa 0,15 0,148 0,14 - 0,14
Almidén 5,55 5,55 5,55 5,55 5,55
Dextrina 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85
Salvado de trigo 12,83 12,83 12,83 12,83 12,83
Vitamina C 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
Colina 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27
Vitamina E (mg/kg) - 0,003 0,025 0,2 0,025
Etoxiquin 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XX VIII.- Composicion analizada de las dietas experimentales del Experimento 111

DIETA
1 2 3 4 5
Proteinas 54,62 54,45 55,78 55,76 54,91
Lipidos 17,25 17,41 17,52 17,32 17,62
Cenizas 11,47 12,44 11,87 11,94 12,32
Humedad 7,58 8,07 7,98 8,15 7,08
Vitamina E (mg/kg) 22,3 55,75 125,01 2010,54 190,98
n-3 HUFA (% peso seco) 1,64 1,71 1,74 1,41 2,48
Vitamina E/n-3 HUFA 13,94 32,6 71,84 142591 77,01

3.3.3.- RESULTADOS

Calidad de la puesta
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La aceptacion de todas las dietas experimentales fue excelente y no hubo diferencias
significativas en la ingesta diaria de las dietas, obteniéndose puestas en todos los replicados de todas las

dietas.Durante las primeras cinco semanas del experimento se alimentaron los tanques con la dieta

© Bel documnento, los autores.

comercial, observadonse que no hubo diferencias significativas en ninguno de los Parametros de Calidad.

En la tabla XXIX se indican los Indices de las puestas de los reproductores alimentados con las diferentes
dietas experimentales se refiere, observandose que los mejores porcentajes de huevos vivos y
supervivencia larvaria son obtenidos con la Dieta 5 que contiene 190,98 mg/kg de vitamina E y un 2,48%
en peso seco de n-3 HUFA y los peores son los obtenidos en las puestas de los reproductores alimentados
con la Dieta 1 (22,30 mg/kg de vitamina E y un 1,64 % de n-3 HUFA) (Tabla XXVIII). También las
puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 5 muestran los porcentajes mas bajos de huevos
no fecundados, huevos morfolégicamente anormales y larvas anormales y los huevos procedentes de la

Dieta 1 los porcentajes mas altos en estos mismos indices.
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Tabla XXIX .- Indices de las puestas de los reproductores del Experimento III, alimentados con las dietas experimentales (media + desviacion tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOS MUERTOS % HUEVOS NO %HUEVOS ANORMALES
PIETA FECUNDADOS (MORFOLOGIA)
P<0,01 P <0,05 P <0,01 P<0,01
1(n=22) 53,52+16,48° 28,19+14.86° 11,72+13,63° 6,50+4,68°
2 (n=23) 64,17£12,17% 28,22+10,60° 4,39+4,17* 3,19+£3,36™
3(n=22) 70,2249,26* 20,33+9,33* 6,40+6,14° 3,0122,44*
4 (n=24) 71,22+14,84%* 22,97+12,54% 3,73+5,56° 2,05+2,85°
5(n=25) 80,46+10,79° 16,18+9,61° 1,87+2,30° 1,46+1,38°
% HUEVOS ANORMALES % ECLOSION % LARVAS % SUPERVIVENCIA
(N° GOTAS) ANORMALES LARVARIA
P <0,01 P=0,13 P=0,47 P <0,05
1(n=22) 0,04+0,19* 91,33+£10,12 1,77+6,64 23,28+12,99°
2 (n=23) 1,81+£3,26° 88,69+7,01 1,41£3,73 ) 24,43+12,36°
3(n=22) 9,44+13,52° 93,31+£5,42 0,81+1,94 25,77+15,47%
4 (n=24) 0,63+1,26° 92,47+7,47 0,81+1,72 25,55+14,61%
5 (n = 25) 2,85+5,22% 92,69+5,93 0,18+0,44 40,04+17,85°

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de comprobar el efecto de la vitamina E contenida en las dietas experimentales sobre
los Indices de las puestas en la Tabla XXX se indican los principales indices obtenidos en las puestas de
los reproductores alimentados con las Dietas 1 a 4 que contienen niveles muy similares de n-3 HUFA,

entre 1,40 y 1,75 % en peso seco y diferentes niveles de vitamina E (Tabla XX VIII).

Tabla XXX.- Indices de las puestas de los reproductores alimentados con dietas similares en n-3 HUFA

y diferentes niveles de vitamina E (media + desviacion tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOSNO  %HUEVOS ANORMALES
FECUNDADOS (MORFOLOGIA) *
DIETA P<0,01 P <001 P<0,01 :
1(n=22) 53,52416,48" 11,72+13,63" 6,50+4,68"
2 (n=23) 64,17£12,17° 4,39+4,17" 3,193 36°
3(m=22) 70,2249,26° 6,40+6,14% 3,0142,44° 3
4 (n=24) 71,22414,84° 3,7345 56" 2,05+2, 85° :
% ECLOSION % LARVAS % SUPERVIVENCIA
ANORMALES LARVARIA
P=0,19 P <0,01 P=0,93

1(n=22) 91,33+10,12 1,776,64° 23,28+12,99

2 (n=23) 88,69+7,01 1,4123,73° 24 43£12,36

3(=22) 93,3145,42 0,8141,94° 257741547

4 (n=24) 92,47+7,47 0,8121,72" 25,55+14,61

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla XXX se observa que existen diferencias significativas entre los Indices de las puestas
de los reproductores alimentados con la Dieta 1, sin adicion de vitamina E (Tabla XXVII), y los indices
de las puestas de los reproductores alimentados con las Dietas 2, 3 y 4 que si fueron complementadas con
diferentes cantidades de vitamina E (Tabla XXVII). Estas diferencias se refieren a los porcentajes de
huevos vivos que fue menor y de huevos morfolégicamente anormales y larvas anormales que fue
superior. En el porcentaje de huevos no fecundados solo hubo diferencias significativas entre los huevos

de las Dietas 1 y 4. Se encontraron correlaciones positivas entre el contenido en vitamina E de las dietas

y el porcentaje de huevos vivos (Fig. 23) y negativas con los porcentajes de huevos no fecundados y
huevos morfolgicamente anormales (Fig. 24). En cuanto a las larvas se encontr6 una correlacion

negativa con el porcentaje de larvas anormales y positiva con el de supervivencia larvaria (Fig. 25).
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Fig. 23.- Relacion entre el contenido en vitamina E de las Dietas 1, 2, 3 y 4 y el porcentaje de huevos

VIVOS.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Fig. 24.- Relacion entre el contenido de vitamina E en las Dietas 1, 2,3 y 4y los porcentajes de huevos

no fecundados y morfolégicamente anormales.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Fig. 25.- Relacion entre el contenido de vitamina E en las Dietas 1, 2,3 y 4 y los porcentajes de larvas

morfoldégicamente anormales y supervivencia larvaria.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para comprobar el efecto conjunto de los niveles dietéticos de vitamina E y n-3 HUFA sobre los
ndices de las puestas en la Tabla XXXI se comparan los resultados obtenidos con las Dietas 1,2,3y 5
que contienen niveles crecientes de vitamina E, entre 20 y 200 mg/kg y diferentes niveles de n-3 HUFA

entre 1,6 y 2,5 % en peso seco.

Tabla XXXI.- Indices de las puestas de los reproductores alimentados con dietas con diferentes niveles

de adicién de vitamina E y de n-3 HUFA (media + desviacion tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOSNO  %HUEVOS ANORMALES
FECUNDADOS (MORFOLOGIA) 8
DIETA P <0,01 P <0,01 P <0,01
1(n=22) 53,52:16,48° 11.72413,63" 6,50:4,68" i
2 (n=23) 64,17£12,17" 4,39+4,17% 3,193 36"
3(n=22) 70,22+9,26" 6,406, 14 3,0142,44°
5 (n=25) 80,46+10,79* 1,8742,30° 14641 ,38° :
% ECLOSION % LARVAS % SUPERVIVENCIA
ANORMALES LARVARIA
P=0,16 P <0,01 P <0,01 |
1(n=22) 91,33+10,12 1,7746,64" 23.28+12,99" |
2 (n=23) 88,69+7,01 1,4143,73° 2443£12,36"
3(n=22) 93,3145,42 0,811,904 257741547
5 (n=25) 92,69+5,93 0,18+0,44° 40,04+17,85°

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos se observa en la Tabla XXXI que existen deferencias
significativas entre los porcentajes de huevos vivos, huevos morfologicamente anormales, larvas
anormales y de supervivencia larvaria de los reproductores alimentados con la Dieta 5, con un contenido
en vitamina E y n-3 HUFA de 190,98 mg/kg y 2,48 % respectivamente y una relacioén vitamina E / n-3
HUFA de 77,01 (Tabla XXVIII) con el resto de los porcentajes de las puestas de los reproductores
alimentados con las otras dietas. En cuanto al porcentaje de huevos no .fecundados existen diferencias
significativas entre las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta S y las de los reproductores
alimentados con la Dieta 1. Encontrandose correlaciones positivas entre la relacion vitamina E/n-3
HUFA contenida en las dietas experimentales y el porcentaje de huevos vivos (Fig. 26) y negativas entre

dicha relacion y los porcentajes de huevos no fecundados y huevos morfolégicamente anormales (Fig.

27) y también con el porcentaje de larvas anormales (Fig. 28).

] 0,20 a
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VITAMINA E/n-3 HUFA EN LAS DIETAS

Fig. 26.- Correspondencia entre la relacion vitamina E/n-3 HUFA de las Dietas 1,2,3y5 yel

porcentaje de huevos vivos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Fig. 27.- Correspondencia entre la relacion vitamina E/n-3 HUFA de las Dietas 1, 2, 3y 5 y los

porcentajes de huevos no fecundados y morfologicamente anormales.
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Fig. 28.- Correspondencia entre la relacion vitamina E/n-3 HUFA de las Dietas 1,2,3y 5 y el porcentaje

de larvas anormales.

Las Producciones relativas de huevos, huevos vivos, niimero de larvas eclosionadas y niimero
de larvas con el saco vitelino reabsorbido se indican en la Fig. 29, en la que se observa que la produccién
de los reproductores alimentados con la Dieta 5 es la mas elevada mostrando diferencias significativas
(P<0,01) con las producciones de los reproductores alimentados con la Dieta 1 y en el nimero de larvas

con el saco vitelinico reabsorbido producido por los reproductores alimentados con la Dieta 2.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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*Barras, del mismo color, sin 0 con una misma letra no presentan diferencias significativas. Barras, del mismo color,

con diferentes letras presentan diferencias significativas.

Fig. 29.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los reproductores de dorada, del

Experimento III, alimentados con las dietas experimentales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla XXXII se indican los resultados obtenidos en las medidas del didmetro de los huevos
y de las gotas de grasa, y longitud de las larvas de un dia y con el saco vitelino reabsorbido procedentes
de los reproductores alimentados con las diferentes dietas experimentales. Se obsevo que los huevos de
la Dieta 2 son significativamente mas pequeiios que los del resto de las dietas y que el diametro de la gota
de grasa de la Dieta 1 es significativamente menor que el del resto de las dietas y ¢l de las Dietas 4y 5
es significativamente mayor que el del resto de las dietas. No se encontraron diferencias significativas
entre el tamaiio de las larvas de las diferentes dietas, ni relaciones entre el tamafio del huevo, gota de

grasa y larvas.

Tabla XXXII.- Medidas de los huevos y larvas producidos por los distintos grupos de reproductores

alimentados con las dietas experimentales del Experimento III (media + desviacion tipica)

DIAMETRO DIAMETRO LONGITUD LONGITUD
HUEVO GOTA DE GRASA LARVAS1DiA LARVAS 3DIAS
{(mm) (mm) (mm) (mm)
DIETA P <0,01 P <0,01 P=0,10 P=0,11

1 1,002+0,020° 0,235+0,0062° 2,686+0,163 3,48+0,19
(n=200) (n=200) (n=100) (n=100)

2 0,974+0,023° 0,239+0,0077° 2,984+0,137 3,56%0,96
(n=200) (n=200) (n=100) (n=100)

3 1,002+0,023* 0,241+0,0062° 2,903+0,207 3,53+0,19
(n=200) (n=200) (n=100) (n=100)

4 0,998+0,020* 0,246+0,0101* 2,907+0,126 3,47+0,19
(n =200) (n = 200) (n=100) (n=100)

5 1,002+0,021° 0,246+0,0103® 2,854+0,152 3,66%0,23
(n=200) (n=200) (n=100) (n=100)

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion bioquimica de los huevos

En la Tabla XXXIII se muestra la composicion, en sus principales componentes, de los huevos

de dorada producidos por los reproductores alimentados con las diferentes dietas experimentales.

Tabla XXXIII.- Composicion de los huevos procedentes de los reproductores alimentados con las dietas

experimentales del Experimento III

DIETA
COMPOSICION 1 2 3 4 5
Lipidos 28,2 27.4* 24,9* 24.8° 23,0°
n-3 HUFA (% acidos grasos) 27,1 27,1 25,9 253 27,5
EPA (% acidos grasos totales). 3,72° 3,60° 4,58* 4,04° 5,32°
DHA (% acidos grasos totales) 21,36 21,23 19,18 19,03 19,62
Vitamina E (mg/kg) 101,35° 106,71° 106,82° 207,16 115,50°
EPA/DHA 0,174 0,169 0,238 0,212 0,271
Vitamina E/n-3 HUFA 3,73 3,94 4,12 8,18 4,2

* Filas sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.

Al analizar los resultados obtenidos se observa que el contenido en lipidos totales es mayor en
los huevos procedentes de los reproductores alimentados con la Dietal, diferenciandose
significativamente de los huevos de los reproductores alimentados con las Dietas 4 y 5. El contenido en
n-3 HUFA de los huevos es similar en los todas las dietas, no habiendo diferencias significativas entre

ellos. Tampoco existen diferencias significativas en el contenido en DHA de los huevos, pero si en el
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RESULTADOS Y DISCUSION

contenido en EPA que en los huevos de la Dieta 5 se diferenciaron significativamente de los huevos de
las Dietas 1, 2 y 4 pero no de los de la Dieta 3. En cuanto al contenido de vitamina E, la Dieta 4 se
diferencia significativamente del resto. Existe una correlacion positiva entre el contenido en vitamina E
de las dietas y el contenido de esta vitamina en los huevos (Fig. 30). No se encontr6 ninguna correlacion

entre la vitamina E de los huevos y cualquiera de los Parametros de Calidad de las puestas.

220 - Y= 101,47 + 0,054 X
R=10,99
P<0,01

L T T

0 400 800 1200 1600 2000 2400
VITAMINA E DIETAS (mg/kg)

VITAMINA E HUEVOS (mg/kg)
o
o
l 1 1

Fig. 30.- Relacion entre el contenido en vitamina E de las dietas experimentales y el nivel de esta en los

huevos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontraron correlaciones positivas entre la relacion EPA/DHA y los porcentajes de huevos

vivos (Fig. 31), eclosion y supervivencia larvaria (Fig. 32) y negativas con los porcentajes de huevos

-

morfolégicamente anormales y larvas anormales (Fig. 33).

83
- y = 24,87 + 202,84 x
o 7 R=0,88
E 73 P > 0,05 !
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EPA/DHA EN LOS HUEVOS

Fig. 31.- Relacion entre la proporcion EPA/DHA de los huevos y el porcentaje de huevos vivos en el

Experimento IIL.
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Fig. 32.- Relacién entre la proporcion EPA/DHA de los huevos y los porcentajes de eclosion y de

supervivencia larvaria en el Experimento I1I.
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Fig. 33.- Relacion entre la proporcion EPA/DHA de los huevos y los porcentajes de huevos y larvas

morfolégicamente anormales, en el Experimento III.
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3.3.4.- DISCUSION

La importancia de una adecuada alimentacion en la reproduccion y calidad de las puestas en los
teledsteos es bien conocida desde el punto de vista de la nutricion, asi como el papel de los componentes
liposolubles tales como los 4cidos grasos, vitamina E o carotenos (Luquet y Watanabe, 1986). Existen
15 vitaminas establecidas como esenciales para los animales terrestres y también para varias especies
de peces marinos (Woodward, 1994). Los requerimientos para las vitaminas liposolubles inclﬁyendo
vitamina A (retinol), vitamina D (colecalciferol), vitamina K (menadiona) y vitamina E (tocoferol) han
sido establecidas para una variedad de especies de peces (National Research Council, 1993). El papel
mas importante de la vitamina E es el de antioxidante natural. La vitamina E puede prevenir la
degeneracion peroxidante de las grasas en la células animales y la consecuente formacion de radicales
libres (Huber, 1988). Mediante la limpieza de radicales libres de oxigeno, moléculas que son producidas
por el metabolismo normal, la vitamina E repara la oxidacion de las membranas celulares (Horton et al.,
1996). Los radicales de oxigeno, en especial el radical hidroxilo, tienen mucha afinidad por los 4cidos
grasos poliinsaturados que forman parte de los fosfolipidos de la membrana celular. Durante esta union
el radical hidroxilo sustrae un hidrégeno del acido graso para dar lugar a la formacion de un nuevo radical
organico. Seguidamente este radical organico, en busca de una pareja para su electron, ataca el lipido
vecino y da lugar a un nuevo radical, y asi sucesivamente, para crear una verdadera reaccion en cadena
que dafia de manera practicamente irreversible la membrana celular. La vitamina E, que normalmente,
se encuentra formando parte de las membranas bioldgicas, es un potente inhibidor de la lipoperoxidacion

(Coelho, 1991;Chew, 1996).

El papel esencial de los 4cidos grasos altamente instaurados (HUFA) en el desarrollo del ovario

y la viabilidad de los embriones ha sido sefialado para varias especies de peces marinos por
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RESULTADOS Y DISCUSION

Verakunpiriya et al. (1996) quienes tambien sefialan el importante papel de la vitamina E en el desarrollo
de las gonadas. La vitamina E y los acidos grasos esenciales son necesarios para la maduracion de las
gonadas y la dosis de vitamina E, en el alimento de los reproductores de peces, depende del contenido
en acidos grasos esenciales de la dieta. A mayor contenido de acidos grasos en la dieta mayores niveles
de vitamina E son requeridos (Watanabe et al., 1991a). Al mismo tiempo, la presencia de antioxidantes
en las dietas es considerada como esencial para mantener la integridad estructural de los fosfolipidos en
salmonidos alimentados con dietas altas en HUFA (Cowey et al., 1983). El aumento del requerimiento
de a-tocoferol durante el desarrollo embrionario y el periodo de utilizacion del saco vitelino en salmén
Atlantico (salmo salar) ha sido demostrado (Cowey et al., 1985). La vitamina E es conocida por jugar
un papel crucial en al reproduccion de los peces (Izquierdo et al., 2001) aun cuando su mecanismo directo
aun no ha sido elucidado. La vitamina E es conocida por incrementar la capacidad reproductiva en peces
tales como la carpa comun, Cyprinus carpio (Watanabe y Takashima, 1977; Watanabe,1990), ¢l ayu,
Plecoglossus altivelis (Takeuchi et al., 1981), el carpin, Carassius auratus (Sutjaritvongsanon, 1987),
el pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1985b; 1991 a, b), el pez gato, Heteropneustes fossilis
(Dube, 1996), la seriola, Seriola quinqueradiata (Mushiake et al., 1993), el pearlspot, Etroplus
suratensis (Shiranee y Natarajan, 1996) y la dorada Sparus aurata (1zquierdo et al.,2001). La deficiencia
de vitamina E en animales causa tasas bajas de crecimiento muscular, degeneraciones en los embriones,
bajas tasas de eclosion, degeneracion y expulsion de las celulas germinativas epiteliales de los testiculos,
esterilidad, descenso en la produccién de prostaglandinas por los microsomas de los testiculos, misculos
y bazo, descenso de la permeabilidad celular, incremento de la mortalidad y transtornos nerviosos
(Lehninger et al., 1993). Por otra parte, deficiencias en vitamina E en la dieta de tilapia (Oreochromis
niloticus) causan pérdida de la coloracién sexual y reducen la actividad reproductora (Schimittou, 1993).
Asi mismo, severas deficiencias en el contenido de vitamina E y C reducen la calidad de las puestas en

el trompetero australiano, Latris linneata (Morehead et al., 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los Indices de las puestas de los reproductores alimentados con los niveles més bajos de
vitamina E muestran los més bajos porcentajes de huevos vivos. Este indice aumenta con la elevacién de
los niveles dietéticos de vitamina E por encima de los 125 mg/kg mientras los niveles dietéticos de n-3
HUFA se mantienen alrededor de 1,6%. Watanabe et al. (1991a, b) indican un aumento del porcentaje
de huevos vivos en puestas de reproductores del pargo japonés alimentados con dietas complementadas
con vitamina E. Este aumento del porcentaje de huevos vivos es sefialado para puestas de reproductores
del chano, Chanos chanos alimentado con dietas complementadas con vitamina C y E (Emata et al., 2000)
y para trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (King, 1985). El porcentaje de huevos vivos més alto fue
obtenido en las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 5 que contenia los niveles més altos
de n-3 HUFA. La dieta con mas bajo contenido en vitamina E también produjo el mas alto porcentaje
de huevos no fecundados lo que puede estar relacionado con la reduccion en el nimero y movilidad de
los espermatozoides descrita para otros vertebrados (Donnelly et al., 1999; Danikowski et al., 2002) y
en peces como el ayu, Plecoglosuss altivelis (Hsiao y Mak, 1978). Lee y Dabrowski (2004) alimentando
reproductores de perca americana (Perca flavescens) con dietas deficientes en vitamina E encuentran que
el nivel de tocoferol en el plasma espermatico decrece significativamente y la viabilidad del esperma se
ve seriamente comprometida. Ademas el contenido de vitamina E es generalmente alto en los huevos y
bajo en los tejidos de los reproductores después del periodo de puesta sugiriendo el papel de esta vitamina
en la fertilizacion (Mukhopadhyay er al., 2003). La elevacion de los niveles dietéticos de n-3 HUFA
produjo los porcentajes mas bajos de huevos no fecundados de acuerdo con los resultados obtenidos en

el Experimento I.

En el Experimento I la elevacion de los niveles dietéticos de n-3 HUFA de 1,6 a 2,2 no mejord
los porcentajes de huevos vivos ni fecundados, ademas las larvas recién eclosionadas que procedian de

puestas de los reproductores alimentados con la dieta que contenia un 2,2% de n-3 HUFA mostraron
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RESULTADOS Y DISCUSION

hipertrofia del saco vitelinico lo que las forzaba a flotar en la superficie del agua perturbando sus
actividades natatorias y produciendo un incremento en la mortalidad que redujo el porcentaje de
supervivencia larvaria. Sin embargo, en el presente experimento, la elevacion de los niveles dietéticos de
n-3 HUFA de 1,7 a 2,5 junto con la elevacion del contenido dietético en vitamina E de 125 a 190 mg/kg
produjo una mejora de la calidad de la puesta en términos de aumento del porcentaje de huevos vivos
y supervivencia larvaria y disminuciéon del porcentaje de huevos no fecundados, anormales
morfoldgicamente y larvas anormales (Tabla LXI). No se observaron larvas con hipertrofia del saco
vitelinico cuando los niveles de n-3 HUFA se elevaron al 2,5% y los niveles de vitamina E también se
incrementaron hasta 190 mg/kg. Altos niveles dietéticos de DHA junto con bajos niveles dietéticos de
vitamina E causan anormalidades en larvas de bacalao (Takeuchi ef al., 1994). Estos resultados ponen
de manifiesto la importancia de niveles adecuados de vitamina E en las dietas para la efectiva utilizacion
de los acidos grasos esenciales. El principal papel de la vitamina E es la proteccion de las membranas
bioldgicas frente a los radicales libres producidos por 1a auto oxidacion de los lipidos dietéticos. Por esta

razon, altas ingestas de lipidos conteniendo acidos grasos poliinsaturados aumentan Jas necesidades de

{os autores. Digitalizaci

vitamina E en el animal. Una relacion directa entre los requerimientos de vitamina E y el contenido

en acidos grasos poliinsaturados de la dieta ha sido sefialada también para humanos por Horwitt ef al.
(1961) y por Horwitt (1962), indicando que un nivel dietético elevado de linoleato aumenta los
requerimientos en vitamina E, sin embargo hay pocos datos de estas relaciones en peces. Por ejemplo,
Watanabe et al. (1981) sefialan en carpa comun (Cyprinus carpio) que la elevacién de los lipidos
dietéticos al nivel del 15% resulta en un incremento de los requerimientos de tocoferol y en una reduccion
en el almacenamiento de vitamina E en los tejidos. La cantidad de tocoferol requerida por la trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss) es mayor cuando se alimenta con dietas conteniendo aceite de pescado que
contiene mas 4cidos grasos poliinsaturados y monoenoicos que en truchas alimentadas con dietas

conteniendo grasa de cerdo que contiene mas acidos grasos saturados. El pez gato del canal (Ictalurus
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punctatus) alimentado con aceite oxidado sin aditamento de tocoferol o etoxiquin muestra numerosos
sintomas de deficiencias (Murai y Andrews, 1974). Estas deficiencias pueden ser levemente mejoradas
con la adicién de etoxiquin y manifiestamente mejoradas con la adicion de tocoferol. El aumento de
lipidos instaurados (especialmente los contenidos en el aceite de pescado) en las dietas del pacu
Colossoma macropomen y de la cachama blanca Piractus brachypomus, necesita ir acompafiado de un
aumento en la vitamina E (Lochman, 2001). De igual manera, hay estudios que demuestran que dietas
para reproductores conteniendo altos niveles de vitamina E tienen efectos positivos cuando son

suministradas justo antes del comienzo de la puesta (Kanazawa, 1988).

Resultados similares a los obtenidos en este experimento, en el porcentaje de supervivencia
larvaria, son sefialados por Takeuchi et al., 1981 para el ayu (Plecoglossus altivelis), para la trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss) por King (1985) y para la seriola (Seriola quinqueradiata) por Mushiake et
al. (1993). Emata et al. (2000) trabajando con reproductores del chano (Chanos chanos) alimentados con
dietas complementadas con Vitamixnas E y C seiialan altos porcentajes de supervivencia larvaria con
respecto a las puestas de los reproductores alimentados con la dieta control no complementada Watanabe
et al. (1991a) encuentran un aumento en el porcentaje de larvas normales en puestas de reproductores

alimentados con dietas complementadas con vitamina E al igual que sucedié en este experimento.

El analisis de la composicion bioquimica de los huevos muestra que existen diferencias
significativas, en la composicion en lipidos totales, entre los huevos procedentes de los reproductores
alimentados con las Dietas 4 y 5 con mas alto contenido en tocoferol y 1a Dieta 1 con el menor contenido
en vitamina E, incrementos en el contenido en lipidos totales en peces alimentados con dietas no
complementadas con tocoferol pueden ser relacionados con un incremento del trasporte de los lipidos en

sangre (Lie et al., 1993). No se encontraron diferencias en la composicion de acidos grasos de los lipidos
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RESULTADOS Y DISCUSION

de los huevos excepto en el bajo contenido en EPA de los huevos de los reproductores alimentados con
dietas con niveles mas bajos de 125 mg/kg. Es bien conocido que los peces marinos tienen un alto
requerimiento dietético de n-3 HUFA principalmente EPA y DHA en relacion con su proceso
reproductivo (Sargent, 1995). Este requerimiento es consecuencia de la deficiencia de las enzimas (A-
desaturasa) necesarias para la formacion de ambos acidos grasos a partir de su precursor (acido
linolénico), la limitada habilidad de los peces marinos para convertir el EPA en DHA (Mourente y
Tocher, 1993) ilustra la dificultad para establecer los requerimientos de estos importantes 4cidos grasos,
siendo necesario determinar no solo los valores absolutos si no también el valor de la relacion EPA/DHA
de tal manera que las dietas suministradas a los reproductores deben producir huevos con el correcto
equilibrio EPA/DHA para asegurar una adecuada calidad de puesta. En el presente experimento se han
encontrado correlaciones entre esta relacién y la mayoria de los indices de las puestas. En cuanto a lo
que se refiere al contenido en vitamina E de los huevos, elevaciones del nivel dietético de tocoferol hasta
190 mg/kg no aumentan significativamente el tocoferol contenido en los huevos. Solamente cuando el
nivel sobrepasa los 2000 mg/kg de tocoferol en la dieta el nivel de ;ocoferol en los huevos se incrementa
hasta el doble que en el resto de los tratamientos. Existe una clara correlacion entre los niveles dietéticos
de vitamina E y los niveles de esta vitamina contenidos en los huevos. El perfil de acidos grasos y
vitamina E contenido en los huevos de seriola (Seriola quinqueradiata) esta relacionado con su
disposicion en las dietas de los reproductores (Verakunpiriya et al., 1996), iguales resultados encuentran
Chou y Chien (2001), en el robalo japonés Lateolabrax japonicus. La deposicion de las vitaminas
liposolubles aparece como dependiente de los niveles dietéticos estando esto demostrado para la vitamina
D (Horvli et al., 1998) y para la vitamina E (Bai y Gatlin, 1993; Sigurgisladottir et al., 1994; Hamre y

Lie 1997).

En cuanto a las producciones de huevos, nimero de huevos vivos, nimero de larvas nacidas y
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numero de larvas con el saco vitelinico reabsorbido, por kg de hembra y puesta, las de los reproductores
alimentados con la Dieta 5 fueron las mas altas, diferenciandose significativamente en todos los
parametros con las producciones de los reproductores alimentados con la Dieta 1 que no fue
complementada con vitamina E y en el nimero de larvas con el saco vitelino reabsorbido también se
diferencié significativamente de las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 2
complementada con 55,75 mg /kg de vitamina E. Koprucu y Seker (2003) encontraron que dietas
complementadas con vitamina E para el guppy Poecilia reticulata y para el espada Xiphophorus helleri
aumentaron la fecundidad de las dos especies con respecto a una dieta control sin complementar, aunque
no hubieron diferencias significativas en las producciones de semilla entre los reproductores alimentados
con dietas complementadas con 50, 100, 150 y 300 mg/kg de vitamina E. Los mejores resultados se
obtuvieron con una complementacion de 150 mg/kg. Dube (1996) también obtiene la mayor fecundidad
en el pez gato Heteropneustes fossilis alimentando con dietas complementadas con 150 mg/kg de
vitamina E. Emata ef al. (2000) trabajando con reproductores del chano (Chanos chanos) con dietas
complementadas con vitaminas E y C sefialan la no afectacion de la fecundidad relativa pero si un

aumento del niimero de puestas con respecto al control no complementado.

El diametro de los huevos no aparece relacionado con la dieta. Emata et al. (2000) sefialan la no
afectacion de este pardmetro en puestas del chano (Chanos chanos) alimentados con dietas
complementadas con vitaminas C y E. En cambio el diametro de la gota de grasa es significativamente
mayor en los huevos de los reproductores alimentados con las dietas con mayor complemento de
vitamina E. Similares resultados son obtenidos por Lavens ez al. (1999) en rodaballo (Scophthalmus
maximus). En cuanto a las medidas de las larvas no existen diferencias significativas entre las larvas
procedentes de las distintas dietas experimentales ni hemos encontrado ninguna relacion entre el tamafio

del huevo y las talla de las larvas tal como ocurri6 en los dos experimentos anteriores.
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3.4.- EXPERIMENTO IV

3.4.1.-REPRODUCTORES

Cuarenta y cinco reproductores (3-5 afios de edad) de dorada (Sparus aurata) procedentes de la
granja de jaulas flotantes del Instituto Canario de Ciencias Marinas, situada en el muelle de Taliarte
fueron seleccionados al azar y distribuidos en quince tanques de fibra de vidrio de 1000 I de capacidad.
La proporcion de machos y hembras en cada tanque fue de 2:1 (2 o 12). Las caracteristicas biométricas
de los reproductores utilizados se muestran en la Tabla XXXIV. Los tanques estaban dotados de un
circuito de agua de mar con un flujo de 165 l/hora, lo que aseguraba una renovacion diaria de su volumen
de unas cuatro veces y estando ademas dotados de aireacion. La temperatura durante ¢l experimento
oscilo entre 18,8° Cy 21,5° C. Desde el momento en que los reproductores fueron estabulados en los
tanques se procedio a alimentarlos dos veces por dia con las dietas experimentales, la racion diaria era
del 1% de la biomasa de cada tanque. Cada una de las cinco dietas experimentales fue suministrada a tres

tanques elegidos aleatoriamente.

Tabla XXXIV.- Caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en el Experimento IV (media

+ desviacion tipica).

PESO TALLA
DIETA J g g @
1 1259,75+664,72 1525,0+106,06 38,5+7,59 45,5+0,70
2 1391,0+451,44 1645,0+207,88 41,5+4,79 44,0+1,41
3 1454,25+189,23 1621,5+168,99 42,5+1,29 45,0+0,0
4 1139,67+383,26 1917,33+191,27 38,0+5,25 47,33+2,30
5 1126,67+429,39 1836,67+48,00 38,66+5,31 46,33+0,57
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3.4.2.- COMPOSICION DE LAS DIETAS

La composicion de las dietas experimentales se indica en la Tabla XXXV vy el anélisis dc su

contenido se sefiala en la Tabla XXXVI. Se formularon cinco dietas isoproteicas, isolipidicas e

isocaldricas con harina de calamar y aceite de pescado como fuentes proteicas y de lipidos, con un
contenido de 250 mg/kg de vitamina E y cantidades crecientes de n-3 HUFA 0,40, 1,54 2,00,2,50 y
4,00. La Tabla XXXVII muestra la composicion de las dietas en los principales 4cidos grasos asi como

algunas relaciones entre ellos.

Tabla XXXV.- Composicion de las dietas experimentales del Experimento IV

© Del documenta, los gutores. Digitalizacian realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

DIETA

1 2 3 4 5
Harina de calamar - 60,85 64,98 64,98 64,98
Harina de calamar desengrasada 61,52 5,82 -— - -—
Aceite de pescado — -— 1,11 3,43 4.8
Grasa de vaca 13,32 8,47 7,09 4,77 -
EPA (28) - - - - 34 3
Minerales 2 2 2 2 2 f
Vitaminas 2 2 2 2 2
Vitamina E 25 25 25 25 25 g
Carboximetil celulosa 1 1 1 1 1
Alfa celulosa 0,3 0 1,96 1,96 1,96
Almidon 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
Dextrina 2,46 2,46 2,46 2,46 2,46
Salvado de trigo 10 10 10 10 10
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Tabla XXXVI.- Composicion analizada de las dietas experimentales del Experimento IV

DIETA
1 2 3 4 5
Proteinas 52,35 54,62 54,69 53,87 54,05
Lipidos 19,45 18,12 19,18 19,23 16,5
Cenizas 5,37 5,74 5,46 5,48 5,15
Humedad 6,97 7,85 9,99 7,82 14,12
Vitamina E (mg/kg) 270,23 265,35 272,23 256,54 269,25
n-3 HUFA (% peso seco) 0,36 1,9 2,84 4,38 6,67

Tabla XXXVII.- Composicion en los principales acidos grasos (% total de acidos grasos) de las dietas

experimentales del Experimento IV

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA S
14: 0 2,69 2,52 2,9 3,87 5,32
16: 0 25,4 26,62 25,72 24,74 19,3
16: 1n-7 1,62 1,21 2,02 3,49 6,54
18: 0 27,47 22,11 18,59 13,8 2,58
18: 1n-9 31,51 24,61 22,47 18,78 7,06
18: 2n-6 3,42 3,37 3,25 3,23 3,16
18: 3n-3 0,29 0,3 0,34 0,49 0,81
18: 4n-3 0,14 0,09 0,37 1,12 3,15
20: 4n-6 0,02 0,12 0,38 0,57 0,96
20: 5n-3 0,65 3,15 491 9,32 19,47
22: 6n-3 1,02 7,46 8,9 12,65 17,84
Saturados 56,78 52,29 48,19 43,77 25,74
Monoinsaturados 34,09 28,67 26,46 2491 16,9
n-3 2,71 12,91 16,05 25,02 40,91
n-6 4,08 4,04 4,54 4,54 5,21
n-9 32,31 27,29 242 20,99 10,33
n-3 HUFA 1,87 11,11 14,84 22,78 40,45
AA/EPA 0,03 0,038 0,077 0,061 0,049
OLEICO/n-3 HUFA 16,85 2,21 1,51 0,82 0,17
-134-
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3.4.3.- RESULTADOS

Calidad de la puesta

La aceptacidn de todas las dietas experimentales fue excelente y no se observaron mortalidades
durante el periodo experimental. No hubo ninguna diferencia significativa en la ingesta diaria de las
dietas. Se obtuvieron puestas en 12 de los 15 replicados de tal manera que de los reproductores
alimentados con las Dietas 1, 2 y 3 solo pusieron 2 replicados y los tres replicados de las Dietas 4 y 5. Se
comprobé la inexistencia de diferencias significativas, en los Parametros de Calidad, entre los replicados
de una misma dieta. En la Tabla XXXVIII se indican los resultados obtenidos tras tres semanas de
alimentacion con las dietas experimentales, observiandose que el porcentaje de huevos vivos
significativamente mas alto corresponde a las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3
que contenia un 2,84% de n-3 HUFA en peso seco, y el mas bajo a las puestas de los reproductores
alimentados con la Dieta 1que contenia el nivel de n-3 HUFA mas bajo 0,36% en peso seco. Los
reproductores alimentados con las Dietas 4 y 5 con contenidos en n-3 HUFA superiores al 2,84% en peso
seco, tuvieron porcentajes de huevos vivos significativamente menores que los de la Dieta 3. Las puestas
de los reproductores alimentados con la Dieta 5 no se diferenciaron significativamente de las puestas de
los reproductores alimentados con de la Dieta 2, encontrandose una correlacion polinémica altamente
significativa entre los niveles dietéticos de n-3 HUFA y el porcentaje de huevos vivos (Fig. 33) y una

correlacion lineal entre este porcentaje y la relacion AA/EPA de las dietas (Fig. 35).

El porcentaje menor de huevos no fecundados corresponde a las puestas de los reproductores

alimentados con la Dieta 5, que contenia el nivel mas alto de n-3 HUFA, y el mayor a las puestas de los
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reproductores alimentados con la Dieta 1, que contenia el nivel mas bajo de n-3 HUFA, existiendo
diferencias significativas entre las puestas de los reproductores alimentados con esta dieta y el resto de
las puestas, y de las puestas de los reproductores alimentados con las Dietas 2 y 3 con las puestas de los
reproductores alimentados con las Dietas 4 y 5. Se encontré una correlacion negativa altamente
significativa entre este indice y los niveles dietéticos de n-3 HUFA (Fig. 35). También se encontraron
correlaciones positivas entre el porcentaje de huevos no fecundados con el acido oleico y con la

relacion oleico/n-3 HUFA (Fig. 36).

Los reproductores alimentados con cualquiera de las dietas experimentales tuvieron puestas con
huevos con mas de una gota de grasa, aunque no hubo diferencias significativas en este indice entre las

puestas de los grupos experimentales.

Las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 muestran el porcentaje de eclosion
mas elevado y las de la Dieta 2 el mas bajo existiendo diferencias significativas entre las puestas de esta
dieta y el resto de las puestas y entre las puestas de la Dieta 3 y las puestas de las Dietas 1y 5, pero no
con la Dieta 4 que a su vez difiere de la Dieta 1. Existe una correlacion positiva entre este indice y el
nivel dietético de larelacion AA/EPA (Fig. 38). El porcentaje de supervivencia larvaria también es mayor
en las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 y el menor porcentaje tal como sucedia con
el porcentaje de huevos vivos, el de la Dietal. Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de supervivencia larvaria entre las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 y el de las
puestas de los otros grupos de reproductores. Al igual que sucedio con el porcentaje de eclosion, existe

una correlacién positiva de la tasa de supervivencia larvaria con el nivel dietético de la relacion AA/EPA

(Fig. 39).
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Tabla XXXVIIL- Indices de las puestas de los reproductores del Experimento IV, alimentados con las dietas experimentales (media + desviacion tipica)

% HUEVOS VIVOS % HUEVOS MUERTOS % HUEVOS NO % HUEVOS ANORMALES
DIETA FECUNDADOS (MORFOLOGIA)
P < 0,01 P <001 P <0,01 P <0,01
1 (n=284) 56,50£11,71¢ 22,38+5,11° 15,5749,13° 5,54+3,25°
2 (n = 96) 72,15+7,49° 19,69+6,58° 5,22+2,92° 2,94+1,65
3(n=97) 81,05+6,71° 12,14+526° 4,67+3,77° 2,12:+1,04%
4(n=107) 77,94+7,55° 18,35+7,74° 2,77+2,83° 0,93+0,54°
5(n=118) 67,99+8,98° 29,86+7,98° 1,98:+4,88" 0,16+0,11°
% HUEVOS ANORMALES % ECLOSION % LARVAS ANORMALES % SUPERVIVENCIA 8
(N° GOTAS) LARVARIA
P=0,12 P <0,01 P =05 P <0,01 s
1(n=284) 0,58+3,85 92,61+5,41° 1,96+1,02 22,62+14,86%
2 (n = 96) 0,44:4,76 88,26+5,12¢ 2,02+0,99 26,23£16,79°
3(n=97) 0,83+3,27 98,00+2,51° 2,16%1,52 38,75+17,64° 3
4 (n=107) 0,43+5,43 97,53+3,19 * 1,98+1,25 30,58+18,20° g
5(n=118) 0,62+3,84 94,86+5,66° 1,89+1,86 27,71+16,7°

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.




RESULTADOS Y DISCUSION

y=51,88 + 14,77 x - 1,81 x*
R=0,98
P <0,05

% HUEVOS VIVOS
=
11 I 1.

T T i T T T T T T

0 2 4 6 8
n-3 HUFA EN DIETAS (% PESO SECQ)

Fig. 34.- Relacion entre el porcentaje de huevos vivos y el nivel dietético de n-3 HUFA en el

Experimento IV.
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Fig. 35.- Relacion entre el porcentaje de huevos no fecundados y el nivel dietético de n-3 HUFA en el

Experimento IV.
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Fig. 36.- Relacion entre el porcentaje de huevos no fecundados con el nivel dietético de oleico y con la

relacion oleico/n-3 HUFA.
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Fig. 37.-Relacion entre el porcentaje de huevos vivos y el nivel dietético de la proporcion AA/EPA.
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Fig. 38.- Relacion entre el porcentaje de eclosion y el nivel dietético de la proporcion AA/EPA.
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Fig. 39.- Relacion entre el porcentaje de supervivencia larvaria y el nivel dietético de la proporcién

AA/EPA.

EnlaFig. 40, se indican las Producciones relativas de los grupos experimentales, observandose
que los reproductores alimentados con la Dieta 1 son los que pusieron mayor nimero de huevos
diferencidndose significativamente de las producciones de los reproductores alimentados con las Dietas
4y 5, pero no de las producciones de los reproductores alimentados con las Dietas 1 y 2. Debido a los
bajos porcentajes de huevos vivos obtenidos en las puestas de los reproductores alimentados con las
Dietas 1y 5, el nimero de huevos vivos producidos por los reproductores alimentados con ambas dietas
se diferencian significativamente de los producidos por los alimentados con las Dietas 2, 3 y 4. El nimero

de larvas eclosionadas sigue la misma pauta que el nimero de huevos vivos. El mayor ntimero de larvas
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RESULTADOS Y DISCUSION

con el saco vitelino reabsorbido obtenido corresponde a los reproductores alimentados con la Dieta 3 que
se diferencia significativamente de las obtenidas con las otras dietas, y el menor corresponde a la Dieta
1 que a su vez se diferencia significativamente de las obtenidas de los reproductores alimentados con las
Dietas 2,4y 5.

-~

En la Tabla XXXIX se especifican las Medidas de huevos y larvas de las puestas de los

reproductores alimentados con las dietas experimentales observandose que los huevos con mayor tamafio
son los producidos por los reproductores alimentados con las Dietas 4 y 5, que se diferenciaron
significativamente de los puestos por los reproductores alimentados con la Dieta 3 que a su vez se
diferencian significativamente de los de las Dietas 1 y 2. El diametro de la gota de grasa sigue una pauta
similar diferenciandose significativamente el didmetro de la gota de grasa de los huevos de los

reproductores alimentados con las Dietas 3,4 y 5 con los de las Dietas 1 y 2. Las larvas con un dia de vida

de menor tamafio fueron las producidas por los reproductores alimentados con la Dieta 5 que no se

diferenciaron significativamente de las de la Dieta 1 pero si de las producidas por los reproductores

alimentados con las otras tres dietas. Las larvas mas grandes de un dia de vida fueron producidas por los

reproductores de la Dieta 4 que se diferenciaron significativamente del resto. Las larvas mayores dc tres

dias fueron producidas por los reproductores alimentados con la Dieta 2 que se diferencian
significativamente del resto, no diferenciandose significativamente las de las Dietas 3 y 4 ni las de las

Dietas 1 y S pero si hubo diferencias significativas entre estos dos grupos.
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Fig. 40.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los reproductores de dorada, del

Experimento IV, alimentados con las dietas experimentales.
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Tabla XXXIX. Medidas de huevos y larvas de las puestas de los reproductores del Experimento IV

(media + desviacion tipica)

DIAMETRO DIAMETRO LONGITUD LONGITUD
HUEVO GOTA DE GRASA LARVAS1DiA  LARVAS 3 DIAS
(mm) (mm) {mm) (mm)
P < 0,01 P <0,01 P <-0,01 P <0,01
0,974+0,013° 0,232+0,006" 3,02420,151% 3,482+0,214°
(n=520) (n = 520) (n =452) (n=1322)
0,971+0,023¢ 0,228+0,007" 3,028+0,166° 3,573+0,211°
(n = 560) (n = 556) (n=412) (n=452)
0,980+0,016" 0,235:+0,008 3,036+0,124° 3,549+0,166°
(n = 620) (n = 620) (n =385) (n =360)
0,986+0,017° 0,235+0,007* 3,082+0,148? 3,529+0,157°
(n = 860) (n = 860) (n = 602) (n = 486)
5 0,987+0,0153" 0,237+0,009° 3,002+0,151° 3,457+0,181°
(n=790) (n="770) (n =439) (n=472)

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices distintos

indican diferencias significativas.

Composicion bioquimica de los huevos

La composicién bioquimica de los huevos se indica en la Tabla LXIX, en la que se observa que
los 4cidos grasos mas abundantes en los lipidos totales de los huevos son el acido palmitico (16:0), el
oleico (18:1n-9), el DHA (22:6n-3) y el palmitoleico (16:1n-7) independentemente de la dieta utilizada.
Elnivel de 4cidos grasos n-3 y n-3 HUFA en los huevos aumenta con el aumento de estos mismos 4cidos

grasos en las dietas, existiendo correlaciones positivas entre ambos contenidos (Fig.41).
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Encuantoa la composicion bioquimica de los huevos y su relacion con los fndices de 1as
se han encontrado correlaciones polindmicas entre el porcentaje de huevos vivos y el contenido en n-
HUFA y DHA de los huevos (Fig. 42); correlaciones lineales positivas entre los porcentajes de eclosién
y de supervivencia larvaria y la relacion AA/EPA (Fig.43) y correlaciones lineales negativas entre el

porcentaje de huevos no fecundados y los niveles de EPA y 4cidos grasos saturados en los huevos (Fig.

-

44).

También se han encontrado correlaciones lineales positivas entre el contenido en AA y en EPA

de los huevos y el diametro de los mismos (Fig. 45) y del contenido en EPA con el didmetro de la gota

de grasa (Fig. 46).

Tabla XL.- Composicion en los principales 4acidos grasos (% total de 4cidos grasos) de los hueves del

Experimento IV

ACIDOS GRASOS DIETA 1 DIETA 2 DIETA 3 DIETA 4 DIETA 5

14: 0 243 273 284 202 297
16: 0 2388 2389 2430 2397 2404
16: 1n-7 933 885 796 804 757
18: 0 625 698 783 840 705
18: 1n-9 2325 2350 2124 2035 1726
18: 2n-6 325 340 370 355 381
18: 3n-3 30 40 65 76 84
18: 4n-3 50 56 84 75 49
20: 4n-6 35 24 76 81 85
20: 5n-3 370 337 385 417 587
22: 6n-3 1455 1630 1758 1856 1957
Saturados 3395 3405 3533 3589 3621
Monoinsaturados 3505 3245 2956 2880 2532
n-3 2015 2169 2350 2490 2723
n-6 910 978 1042 930 925
n-9 2412 2425 2174 2055 1876
n-3 HUFA 1925 2022 2225 2320 2652
AA/EPA 9 7 20 19 14
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Fig. 41.- Relacion entre los niveles dietéticos de los acidos grasos de la serie n-3 y de n-3 HUFA y su

contenido en los huevos.
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Fig.42.- Relacion entre el porcentaje de huevos vivos y los niveles de n-3 HUFA y de DHA en los huevos

procedentes de los reproductores alimentados con las dietas experimentales del Experimento IV.
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Fig. 43.- Relacion entre los porcentajes de eclosiéon y de supervivencia larvaria con el nivel de la

proporcion AA/EPA en los huevos.
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Fig. 44.- Relacion entre el porcentaje de huevos no fecundados y el contenido en EPA y en acidos grasos

saturados de los huevos del Experimento IV. i
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Fig. 45.- Relacion entre el diametro de los huevos y el nivel de AA y EPA en los mismos.
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3.4.4.- DISCUSION

Los efectos de los niveles dietéticos de n-3 HUF A en la calidad de las puestas han sido estudiados
en varias especies (Watanabe et al., 1984 a; Mourente et al., 1989; Dhert et al., 1991; Bruce et al., 1993;
Navas ef al., 1997; Rodriguez et al., 1998; Lavens et al., 1999; Furuita et a/, 2002, 2003 b; Mazorra et
al., 2003). La mayoria de estos trabajos investigan el efecto de una deficiencia de los n-3 HUFA
dietéticos en la calidad de las puestas y en la composicion bioquimica de los huevos. En esos trabajos la

calidad de la puesta disminuye con la disminucion de los n-3 HUFA dietéticos. El porcentaje de huevo
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RESULTADOS Y DISCUSION

vivos es un parametro importante para evaluar la calidad de la puesta (Watanabe et al., 1984 a, b, ¢, d;
Rodriguez et al., 1998; Furuita et al., 2000). En el Experimento I el porcentaje de huevos vivos fue mas
bajo en las puestas de los reproductores alimentados con las dietas con mas bajo contenido en n-3 HUFA
(1,13 % peso seco) y mas elevado en las puestas de los reproductores alimentados con las dietas con mas
alto contenido en n-3 HUFA (3,15% peso seco). En el presente experimento el porcentaje de huevos vivos
mas alto fue el de las puestas de los reproductores alimentados con la Dieta 3 (2,84% n-3 HUFA en peso
seco) en comparacion con las puestas de reproductores alimentados con dietas conteniendo tanto mas
bajas como mas altas cantidades de n-3 HUFA confirmando los resultados de las experiencias anteriores.
Sin embargo, niveles superiores a 2,84 % de n-3 HUFA redujeron considerablemente el porcentaje de
huevos vivos. Asi, estos resultados sugieren que niveles, tanto excesivos como insuficientes, de n-3
HUFA en las dietas de reproductores tienen un efecto negativo sobre las puestas de la dorada (Sparua
aurata). Resultados similares son encontrados por Furuita et al. (2000, 2002), que en dos experimentos
con reproductores de lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) alimentados con dietas conteniendo
diferentes niveles de n-3 HUFA (entre 0,42 y 6,2% peso seco) encuentran que el mayor porcentaje de

huevos vivos se obtiene con una dieta conteniendo un 2,11% de n-3 HUFA.

Tal como sucedi6 en los Experimentos [ y Il encontramos una clara correlacion entre el
porcentaje de huevos no fecundados y los niveles dietéticos de n-3 HUFA. Almansa et al., (1999)
encuentran que el porcentaje de fertilizacion esta negativamente afectado por la composicion en acidos
grasos de una dieta deficiente en HUFA, observando ademas una correlacion negativa entre los 4cidos
linolénico y oleico, y la relacion oleico/n-3 HUFA con el porcentaje de fecundacion lo que sugiere la
importancia del mantenimiento de los niveles de n-3 HUFA en los fosfolipidos de la membrana de los
huevos y también del balance entre los HUFA y otros acidos grasos tales como el oleico y el linolénico

para obtener altas calidades de puesta. Rodriguez et al. (1998) sefialan que el porcentaje de fecundacion
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de los huevos en puestas de dorada es menor con una dieta deficiente en n-3 HUFA. El bajo porcentaje
de fecundacion puede ser debido no solo a la calidad del huevo sino ademas a la calidad del esperma lo
que fue sugerido por Watanabe et al. (1984d). Vassallo-Agius ef al. (2001c) encuentran una reduccién
en lamovilidad de los espermatozoides de machos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) alimentados
con una dieta deficiente en n-3 HUFA implicando una disminucién del porcentaje de fecundacion al

-

fertilizar con este esperma huevos procedentes de hembras alimentadas con una dieta control con n-3

HUFA.

En el presente experimento se obtuvieron huevos con mas de una gota de grasa en las puestas de
los reproductores alimentados con cualquiera de las dietas experimentales. Makino et al. (1999)
observaron que era frecuente en las puestas del robalo japonés (Lateolabrax japonicus) la existencia de
huevos con mas de una gota de grasa y siguiendo su desarrollo comprobaron que la fusion en una sola
gota lipidica, en la mayoria de las ocasiones, ocurria durante la formacion de las capsulas Opticas en el

embrion en desarrollo, teniendo estos huevos altos porcentajes de eclosion y de larvas normales.

En el Experimento I se encontré un significativo descenso del porcentaje de supervivencia
larvaria cuando los reproductores fueron alimentados con una dietas conteniendo niveles de n-3 HUFA
superiores al 1,6 % sin embargo en el Experimento III con un porcentaje de 2.5% HUFA se obtuvieron
los mejores resultados al igual que en el presente experimento en el que se obtuvieron con un nivel de
2,84 %; en ambos experimentos estas dietas fueron complementadas con 250mg/kg de vitamina E. Esto
sugiere que los resultados obtenidos en el Experimento I pueden ser explicados por una inadecuada
proteccion de los lipidos a la oxidacion durante el desarrollo embrionario (Lavens et al., 1999). Esta
sugerencia esta apoyada por el hecho de que el porcentaje de eclosion del rodaballo (Scophthalmus

maximus) alimentado con dietas ricas en n-3 HUFA es mejorado con la adicion de vitaminas Cy E en
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RESULTADOS Y DISCUSION

las dietas (Lavens et al., 1999). Lavens et al. (1999) indican que un 22-26% de n-3 HUFA en la fraccién
lipidica de las dietas de rodaballo (Scophthalmus maximus) cubren los requerimientos necesarios para
una optima calidad de los gametos. En el lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) Furuita et al.
(2002) sefialan que un 20% de n-3 HUFA en la fraccion lipidica de las dietas es el 6ptimo para una alta
calidad de las puestas. De acuerdo con los experimentos de este trabajo, en el caso de la dorada este

porcentaje es del 15-20 % dependiendo de la complementacion de la dieta con vitamina E.

Recientemente la atencion se ha centrado sobre los acidos grasos de la serie n-6, especialmente
del acido araquidénico (AA, 20: 4n-6). Algunos autores han sefialado la importancia de la relacion
AA/EPA en el desarrollo larvario (Sargent et al., 1999; Koven et al., 2001). Bell et al. (1997) y Bruce
et al. (1999) han sugerido la importancia de las relaciones AA/EPA y EPA/DHA contenidas en dietas
para reproductores para mejorar la calidad de las puestas. El AA es el mayor precusor de eicosanoides
en las células de los peces (Bell et al., 1994; Bell y Sargent, 2003) y estos tres dcidos grasos AA, EPA
y DHA son importantes para el control de la ovulaciéon (Mustafa y Srivastava, 1989) y estan
probablemente implicados en la embriogénesis, desarrollo del sistema inmune, eclosion y desarrollo
larvario inicial. Sin embargo, el EPA compite con el AA en la produccion de eicosanoides, ejerciendo
una influencia moduladora sobre la cantidad y eficiencia de los eicosanoides derivados del AA. Por
consiguiente, la relacion dietaria AA/EPA puede ser un factor nutricional critico en dietas para larvas
y reproductores. Asi, en este experimento encontramos correlaciones positivas entre esta relacion y los
porcentajes de huevos vivos, eclosion y supervivencia larvaria. Navas ez al. (2001) indican en lubina
(Dicentrarchus labrax), un aumento en el porcentaje de eclosion al aumentar la relacion AA/EPA.
Mazorra et al. (2003) sefialan un aumento en el porcentaje de huevos vivos y eclosion en puestas del
halibut (Hippoglossus hippoglossus) al incrementar el contenido en AA de las dietas, sefialando como

una adecuada relacion EPA/AA, en las dietas para esta especie, lade 3-4:1. En el presente experimento
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un nivel dietético de AA del 0,38% mejora la calidad de las puestas, sin embargo niveles superiores
influyen negativamente en dicha calidad, encontrandose que la relacion EPA/AA -més adecuada para la
mejora de la calidad de las puestas es de 13:1.

Sargent et al. (1999) indican que los requerimientos dietéticos optimos de la relacion EPA/AA para
larvas de lubina es de 1:1 y de 10:1 o mayores para larvas de rodaballo y ha}libut. Furuita et al. (2003 b)
sefialan el efecto negativo de altos niveles de AA en dietas del lenguado del Pacifico (Parlichthys
olivaceus) en la calidad de las puestas, posiblemente dabido a un potencial efecto inhibidor en la

bioconversion del EPA.

Tal como sucedi6 en ¢l Experimento I, existen claras correlaciones entre el contenido dietético
en los dcidos grasos de la serie n-3 y de los n-3 HUFA vy su nivel en los huevos, y entre este nivel y el
porcentaje de huevos vivos. También, en el Experimento [ encontramos una relacion entre el contenido
en EPA y DHA, principales contribuidores de los HUFA, de los huevos y dicho porcentaje. El nivel de
DHA contenido en los huevos aparece correlacionado con el porcentaje de huevos vivos y se encuentra
en niveles mas elevados que el EPA. Similares resultados son obtenidos por Nocillado et al. (2000) para
perca gigante (Lates calcarifer), y por Pickova et al. (1997) para el bacalao (Gadus morhua). Los acidos
grasos poliinsaturados particularmente los de la serie n-3, y especialmente el DHA, proveen la energia
demandada por los huevos y larvas en desarrollo (Watanabe, 1993; Sargent, 1995; Wiegand, 1996). El
DHA tiene funciones estructurales y su principal papel es la formacion de membranas especialmente en
cerebro y ojos. En muchas especies marinas, el DHA ha demostrado ser mas importante que el EPA como
acido graso esencial ( Izquierdo ez al., 1989; Watanabe, 1993). Rainuzzo et al. (1997) sugieren que el
DHA debe ser relativamente mas alto que el EPA para prevenir un desequilibrio en la composicién
estructural de los fosfolipidos. Al igual que en el presente experimento, Nocillado et al. (2000)

trabajando con huevos de la perca gigante encuentran una correlacion positiva entre el contenido de los
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acidos grasos saturados y el porcentaje de fecundacion, sugiriendo la importancia de estos acidos grasos
en las etdpas tempranas del desarrollo. En arenque Cuplea harengus, (Tocher et al., 1985b) y en halibut
Hippoglossus hippoglossus, (Parrish et al., 1994; Evans et al., 1996) también se ha sugerido la
importancia de los 4cidos grasos saturados en la fecundacion y desarrollo embrionario temprano. La
reduccion de los niveles de n-3 HUFA en los huevos, de la dieta deficiente, implica un decrecimiento de
los niveles de EPA y DHA sugiriendo la importancia de ambos acidos grasos en la calidad de las puestas.
Sin embargo, Tveiten et al. (2004) sefialan correlaciones negativas entre los porcentajes de huevos vivos
y de eclosion con el contenido en AA y en EPA, y con la relacion AA/DHA en huevos del pez lobo
moteado (Anarhichas minor). Asimismo, encuentran una correlacion negativa entre el porcentaje de
huevos vivos con la relacion AA/EPA sefialando que no es un requerimiento universal altos contenidos

en la realcion AA/EPA para asegurar altas calidades en las puestas.

El nimero de huevos por puesta y kg de hembra fue mayor en las puestas de los reproductores
alimentados con la Dieta 1 y descendi progresivamente con el aumento de los n-3 HUFA dietéticos,
existiendo una correlacion negativa (y = 52829,0 - 1099,31 x, R = - 0,94, P < 0,05) entre ambos
parametros. Similares resultados son reportados por Furuita et al. (2000) para el lenguado del Pacifico
(Paralichthys olivaceus). Bruce et al. (1999) alimentando reproductores del halibut (Hippoglossus
hippoglossus) con dos dietas ricas en DHA y AA respectivamente, sefialan una mayor fecundidad realtiva
en las hembras alimentadas con la dieta complementada con AA mientras que la complementada con
DHA tiene similares resultados que la dieta control de pescado fresco. Furuita ez al. (2003 b) encuentran
que una dieta conteniendo un 0,6% de AA mejora la fecundidad del lenguado del Pacifico en relacion con
otra dieta que contiene el 0,1% de AA y otra conteniendo un 1,2%. Mazorra et al. (2003) no encuentran
diferencias en la fecundidad de reproductores de halibut alimentados con una dieta conteniendo aceite

de ojos de atun muy rico en AA y DHA y otra dieta basada en harina de krill. En el presente experimento,
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los reproductores alimentados con la Dieta 3 fueron los que tuvieron los més altos porcentajes de huevos
vivos, eclosién y supervivencia larvaria, ain a pesar de no poner el mayor nimero de huevos por puesta
y kg, fueron los que tuvieron mejores resultados en los otros parametros indicativos de las Producciones
relativas es decir: nimero de huevos vivos, niimero de larvas eclosionadas y nimero de larvas con el saco

vitelino reabsorbido, diferenciandose significativamente del resto de los reproductores.

A pesar de que el tamafio del huevo es la mas simple y extendidad medida de la calidad de las
puestas (Thorsen et al., 2003), tal como sucedi6 en los experimentos anteriores no encontramos relacion
entre dichas medidas y alguno de los Parametros de Calidad de las puestas, ni entre el tamafio de los
huevos y el de las larvas, aunque si y tal como sucedié en el Experimento II existen correlaciones entre
los diametros de los huevos y de la gota de grasa con el contenido en AA y EPA en los huevos.
Diferencias de cierta magnitud en el tamatfio de los huevos influyen en el tamafio de las larvas producidas
(Knutsen y Tilseth , 1985; Gisbert et al., 2000; Zhao et al., 2001) y se piensa que puede alterar la
probabilidad de supervivencia durante las sensibles etapas iniciales del desarrollo. Estudios en el medio
natural indican la existencia de una correlacion positiva entre el tamafio del huevo y la supervivencia
larvaria en algunos afios (Meekan y Fortier, 1996), esto, sin embargo, es muy dificil de confirmar bajo
condicines de laboratorio (Thorpe ez al., 1984; Gisbert et al., 2000; Jonsson y Svavarsson, 2000; Oullet

et al., 2001; Zhao et al., 2001).
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4.- CONCLUSIONES

1.- La calidad de la puesta de la dorada y la composicion bioquimica de los huevos estid directamente
afectada por los niveles de n-3 HUFA en las dietas de los reproductores después de tan solo tres

semanas de alimentacion con dichas dietas.

2.- Niveles de hasta el 1,6 % de n-3 HUFA en las dietas mejoran la calidad de puesta en términos de
porcentaje de huevos vivos y de fecundacion y produccion de huevos y larvas con el saco vitelino
reabsorbido. Un exceso de n-3 HUFA, por encima del 2,2%, en la dietas de los reproductores reducen
la calidad produciendo un alto porcentaje de larvas con hipertrofia del saco vitelino y causando una
reduccion del 10% en la supervivencia larvaria. No se observaron larvas con hipertrofia del saco vitelino
cuando los niveles de n-3 HUFA se elevaron al 2,5-2,8% y los niveles de vitamina E se incrementaron
hasta 200-250 mg/kg. Cuando se elevan juntos los niveles dietéticos de n-3 HUFA y vitamina E se
obtiene la mejor calidad de puesta poniendo de manifiesto la importancia de adecuados niveles de

vitamina E en las dietas para la efectiva utilizacion de los acidos grasos esenciales.

3.- En dietas con, una adecuada suplementacion de vitamina E, un 15-20 %, de n-3 HUFA en la
fraccion lipidica de las dietas cubren los requerimientos necesarios de la dorada para una 6ptima calidad

de los gametos.

4.- El porcentaje de huevos vivos aumenta con la elevacion de los niveles de n-3 HUFA en las dietas
de los reproductores y con la incorporacion de estos acidos grasos en los huevos lo que indica la
importancia de estos acidos grasos esenciales para el desarrollo normal de huevos y embriones de dorada.
Los niveles de EPA en los huevos fueron mas directamente afectados por los n-3 HUFA de las dietas

experimentales que los niveles de DHA.
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5.- Un nivel dietético de acido araquidénico del 0,38% mejora la calidad de la puesta, sin embargo

niveles superiores influyen negativamente en dicha calidad

6.- En el presente estudio se han encontrado correlaciones entre las relaciones EPA/DHA y AA/EPA
y la mayoria de los indices de las puestas. Las dietas suministradas a los reproductores deben producir

huevos con el correcto balance entre estos acidos grasos; una relacion EPA/DHA de 1 a4 y AA/EPA del

a 13 aseguran una adecuada calidad de puesta

7.- Reproductores alimentados con la fraccion lipidica insoluble de la harina de calamar mostraron una
mejora en la calidad de sus puestas, en términos de fecundidad relativa y porcentaje de huevos vivos y
de huevos fecundados. La proteina es uno de los factores nutricionales mas importantes de la harina de
calamar y es la responsable de la buena calidad de las puestas de los reproductores alimentados con
dietas que la contienen. Las dos harinas, de pescado y de calamar, parecen ser buenas fuentes de lipidos

para dietas de reproductores de dorada, con un alto contenido en acidos grasos esenciales.

8.- La digestibilidad de la proteina de las dietas con harina de calamar es superior a la de la harina de
sardina. De este modo, el superior valor nutricional de las dietas basadas en la harina de calamar, para
mejorar la calidad de las puestas de dorada, podria estar relacionado con un mas alto coeficiente de
digestibilidad de esta proteina para esta especie. De hecho, los reproductores de dorada alimentados con
la fraccion lipidica insoluble de la harina de calamar, con un nivel de proteina en los huevos ligeramente
mayor que el de los huevos de las puestas de los reproductores alimentados con la fraccion lipidica

insoluble de la harina de pescado, produjeron aproximadamente un 40% mas de huevos por kilogramo

de hembra.

9.- En la dorada criterios morfologicos como la simetria de los blastomeros en las primeras divisiones

celulares y la transparencia del huevo, son buenos indicadores tempranos de la viabilidad de los huevos.
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