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INTRODUCCION

1.1-Comercio mundial de organismos acuaticos ornamentales

El origen de la acuariofilia es muy antiguo y va ligado al de la acuicultura. En la
antigua China cultivaban carpas para consumo en los mismos bancales de cultivo
de arroz. En estos cultivos aparecieron peces coloreados que se seleccionaron por
su colorido para mantenerlos en estanques y jardines. Entre los afios 960 y 1279 se
popularizé el mantenimiento de estos peces en recipientes ceramicos. Pero no fue
hasta 1750 que se introdujeron en Europa los primeros peces de colores y hasta el

siglo XX qgue se intentase la reproduccion de especies tropicales.

Actualmente, la acuariofilia es una aficion cada vez mas extendida por todo el
mundo y que cada dia crece mas, obsevandose del mismo modo mayor demanda
de nuevos y mejores productos por parte de los acuariofilos. Debido a su
antiguedad, la acuariofilia de agua dulce esta mucho mas extendida y desarrollada
que la marina, si bien en ambos casos han desarrollado un gran incremento en el
comercio de organismos de acuario. Este comercio involucra a millones de personas
de todo el mundo, proporcionando puestos de trabajo en diferentes sectores, y

moviendo millones de dolares.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organisation of United Nations) el
comercio internacional de peces de acuario representa s6lo un 0.5% del comercio
internacional de peces (FAO, 2007). A pesar del escaso volumen, este porcentaje
aumenta si se hace referencia al valor, debido a que el comercio de organismos
ornamentales se realiza de forma unitaria incluyendo especies para las que un sélo

ejemplar de 30g podria triplicar el precio de un kilo de pescado para el consumo.
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Segun la FAO (2010) el porcentaje del valor de este mercado con respecto al de
consumo aun estd por calcular. Ademés, este mercado ha aumentado
progresivamente pasando de 21.5 millones de dolares en 1976 a 315 millones de
ddlares en 2007 (Monticini, 2010), lo que representa un incremento del 1400% en
31 afos. Tras mas de 30 afios de incremento continuado en la demanda de peces
ornamentales, la crisis que comenzo en 2008 golpedé duramente al sector
disminuyendo el volumen de las exportaciones y las ferias internacionales, que se
vieron afectadas por la bajada participacion de empresas (Monticini, 2010). Los
mayores exportadores de peces ornamentales son los paises situados en el sureste
asiatico (51% de las exportaciones mundiales), en particular Singapur con un 20%
del total; Europa cuenta con un 29%, Norteamérica un 4% y Suramérica un 6 %
(Fig. 1.1). De otro lado, los mayores importadores son Estados Unidos, Japon y

algunos paises de la Union Europea como Alemania, Holanda e Italia (Fig. 1.1).

M Asia
M Europa
B Norteamérica

W Suramérica

Otros
1,76 1341 W Asia
17.44 M Europa

m Norteamérica

W Sudamérica

Otros

Figura 1.1 Exportaciones (arriba) e importaciones (abajo) por continente en 2007 (modificado de
Monticini, 2010).
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Si bien no se han encontrado datos mas recientes, la mayoria de peces
ornamentales marinos son capturados del medio, se estima que so6lo entre un 1-10%
son criados en cautividad (Wabnitz et al., 2003), mientras que en el caso de los

peces de agua dulce mas de un 95% de las especies son criadas en cautividad.

Los datos existentes y referentes al comercio de peces ornamentales deben ser
analizados cuidadosamente debido a sus diferentes origenes, a la identificacion
erronea de especies o falta de informacion de importacién/exportacion. A pesar de
estas limitaciones los datos existentes son la Gnica forma de realizar estudios de las

tendencias del mercado de peces ornamentales (Molina y Segade, 2011).
1.2.- Impacto de las pesquerias ornamentales

El hecho de que maés del 90% de los organismos ornamentales marinos que se
comercializan sean capturados del medio natural, hace plantearse el efecto que
puede tener esta industria en el medio ambiente. La mayoria de los organismos
comercializados provienen de arrecifes de coral y zonas adyacentes, donde habitan
y se reproducen. Segun Wilkinson (2004), el 20% de los arrecifes de coral del
planeta han sido destruidos y no muestran signos de recuperacion. Debemos tener
en cuenta que los arrecifes de coral cubren Unicamente un 0.25% de la superficie
de los océanos, pero son conocidos como “las selvas de los mares” (Spalding et al.,
2001) debido a su biodiversidad, albergando méas de 4000 especies de peces, unas

800 especies de coral (Paulay, 1997) y un gran numero de invertebrados y esponjas.

Las amenazas a las que se enfrentan estos ecosistemas son muy diversas, Como
los desastres naturales, el calentamiento global, el incremento del turismo, la

recogida de materiales para construccion, la sobrepesca para alimentacion, de
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organismos ornamentales o para joyeria, souvenir o medicina tradicional china,
entre otras (Liebermanny Field, 2001). Quizas de todas ellas podemos destacar la
utilizacion de técnicas de pesca destructivas, como dinamita y productos quimicos
como cianuro sodico o quinaldina (Fig.1.2). Los explosivos se usan tanto para
pesquerias de consumo como de ornamentales, aunque los quimicos son utilizados
demasiado frecuentemente para capturar especies ornamentales (Molina y Segade,
2011). Estas técnicas no solo ocasionan dafos a las poblaciones de las especies
objetivo, sino que también lo hacen con las demas especies y en el habitat que les
rodea, provocando la rotura y muerte de los corales. Especificamente el cianuro
contribuye al proceso de blanqueamiento (“bleaching”) de los corales (Jones et al.,
1999) y crustaceos, provocando la destruccidn grandes areas de arrecife (Mak et

al., 2005).

Es dificil estimar el uso de estas técnicas debido a su naturaleza clandestina. Si
bien en la mayoria de los paises estan prohibidas, es evidente que deben hacerse
mas esfuerzos en los paises exportadores para promocionar politicas de control,
establecer cuotas de pesca basadas en criterios cientificos, y mejorar las practicas
de manejo para controlar el uso de estas técnicas que provocan dafios en los

habitantes de los arrecifes.




Figura 1.2. Técnicas de pesca destructivas: pesca con dinamita (izquierda) y pesca con cianuro
(derecha). Fuente: Internet (www.tacticalfanboy.com; www.envirohonper7.wikispaces.com).

Por otro lado, el ecosistema puede verse afectado por la pesca extremadamente
selectiva, focalizada en unas pocas especies, 1o que puede dar lugar a desequilibrios.
Por ejemplo, en Hawaii, uno de los lugares con mas pesquerias de ornamentales,
toda la captura se focaliza en el género Centropyge, endémico de las islas, y la

especie Zebrasoma flavescens (Molina y Segade, 2011).

Ademas, en ciertos casos el objetivo es ain mas especifico como la pesca selectiva
por sexo o edad (Wabnitz et al., 2003). En muchas especies los ejemplares mas
jévenes son mas coloridos y mas atractivos para el consumidor, como es el caso de
las especies de la familia Pomacanthidae. En otras especies, como labridos y
gobidos, los machos suelen ser mas coloridos que las hembras. Esta pesqueria tan
selectiva puede causar grandes desequilibrios poblacionales a nivel local, aungque

no llegue a trascender a escala global.

Otro posible efecto negativo en los ecosistemas es la sobrepesca de especies
limpiadoras como ciertas especies de gobidos (Gobiosoma spp.) y labridos
(Labroides spp.), que pueden afectar a las especies con la que se establecen

relaciones de simbiosis. Ademas, estos organismos tienen un papel importante en


http://www.tacticalfanboy.com/
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la salud del arrecife, eliminando parasitos y particulas de mucus o tejidos muertos
en otros organismos. Por ejemplo, desde Sri Lanka se exportaban anualmente mas
de 20,000 labridos limpiadores (Woods y Rajasuriya, 1999), desconociéndose

realmente el impacto de su pesca en el arrecife.

Es dificil estimar globalmente los dafios ocasionados por la extraccion de
organismos ornamentales. Algunas voces, especialmente las partes implicadas en
el comercio, abogan por el escaso efecto global de estas practicas en las
poblaciones de los arrecifes, sin embargo, sus repercusiones deben ser valoradas a
nivel local més que a nivel global y focalizandose en las especies objetivo. Por
ejemplo, en el archipiélago Revillagigedo (México), se ha constatado que la
poblacién de Holacanthus clarionensis disminuyé un 95% debido a su
sobreexplotacion (Almenara-Roldan y Ketchum, 1994). Serian necesarios estudios
concretos focalizados en las especies que se extraen en una zona determinada para

evaluar el efecto de su explotacion.
1.3.- Comercio de Singnétidos y su impacto en el medio

El comercio de singnatidos, especialmente de caballitos de mar en el planeta,
alcanza volUimenes importantes, con Asia como el principal comercializador
(Vincent et al., 2011). Los paises involucrados en el comercio exportan sobretodo
caballitos secos a Asia para su uso en la medicina tradicional. Los individuos vivos
son importados principalmente por los paises europeos y los Estados Unidos de
América para los acuarios. El mayor consumidor mundial de caballitos de mar es
China que los utiliza como medicina tradicional y alimento tonificante (Fig 1.3),
pero en el resto del mundo también son comercializados como souvenir (Secos)

(Fig. 1.3) o vivos para acuarios.




Figura 1.3. Caballitos secos comercializados como medicina tradicional o souvenir.Fuente:
Internet (http://www.eckerd.edu; http://www.smallworldbeauty.com)

En la Tabla 1.1 se resumen los principales paises comercializadores (excluyendo
a China) y la forma de comercio del producto ya sea vivo o seco. Aun sabiendo que
el principal consumidor de caballitos de mar es China no existen datos reales acerca
del volumen total de importaciones de este pais. Algunos estudios realizados
advirtieron que en 2001 Jap6n importd desde paises africanos 242 kg de caballitos
secos. Por otra parte, Estados Unidos import6 622,619 caballitos de mar secos entre
los afios 1996-2000, principalmente provenientes de Filipinas, China y México. En
Europa se importaron un total de 39,928 caballitos de mar vivos so6lo en dos afos,

entre los afios 1997-1999 (Vincent et al., 2011).

Todo este comercio de caballitos de mar se centra inicamente en 15 especies, en
concreto Hippocampus abdominalis, H. barbouri, H. borboniensis, H.
camelopardalis, H. comes, H. erectus, H. fuscus, H. histrix, H. ingens, H. kelloggi,
H. kuda, H. reidi, H. spinosissimus, H. Subelongatusy H. Zosterae, de las 48 que se

han descrito en este género.

La principal amenaza para las poblaciones naturales de caballitos es la sobrepesca
ya sea accidental (“bycatch”) o como especie objetivo, mediante artes de pesca de

arrastre principalmente para su comercializacion como producto seco para el
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mercado asiatico. En 1995 en Asia se comercializaron 45 toneladas de caballitos
secos. Sin embargo, en determinadas zonas de India, Filipinas y Vietnam (Vincent,
1995), los pescadores obtienen entre el 80 y el 100% de sus beneficios por la pesca
de caballitos vivos para su exportacion a los mercados europeos y estadounidenses.
En los ultimos afios, aunque se ha aumentado el esfuerzo pesquero las capturas han
seguido disminuyendo, estimandose una disminucion entre un 15% y un 50% de
las poblaciones naturales en las principales zonas de extraccion en los ultimos cinco
afios (Vincent et al., 2011). Aun teniendo estos datos en cuenta, no se conoce el
impacto global que puede tener la disminucion de las poblaciones de caballitos de
mar en el ecosistema, sin embargo es evidente que constituye una grave amenaza

para la biodiversidad.
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Tabla 1.1. Principales paises comercializadores de caballitos de mar (modificado de Vincent et
al., 2011)

Comercializado seco comercializado vivo
Origen Consumidor Origen Consumidor
Africa Egipto X
Gambia
Guinea
Kenia X
Madagascar
Mozambique
Nigeria
Senegal
Seychelles
R. Sudafricana
Tanzania
Togo
Ameéricadel Canada
Norte México
USA
Centro Belice
Ameérica Costa Rica xL
Cuba
Guatemala
Honduras
Nicaragua
Panama X v
América del  Argentina x1 X
Sur Bolivia X
Brasil X x1 X
Chile X
Ecuador Xt X2
Peru
Surinam
Uruguay
Venezuela X
Europa Austria
Bélgica
Dinamarca
Francia
Alemania X
Grecia X1
Hungria
Irlanda
Italia X
Holanda X
Noruega
Portugal x1
Espafia X X
Suecia
Suiza
Reino Unido X X3
Oceania Australia X
Nueva Zelanda X
Islas Fiji X
Islas Salomoén X

Regién Pais

X X

XXX X XX XX
X X

X X

X X X
%

X X X

X
><|—‘
X X XX X

X X X
><|—‘

X X X
x

X

X X X X X

XXX X X X X XXX XX

X X

I Comercio local principalmente. 2 Tras la recogida de informacion la comercializacion no se llevo a cabo. 3
Cria en cautividad (Modificado de Vincent et al., 2011).
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1.4.- Taxonomia y distribucion de los Singnatidos

Los miembros de la familia Syngnathidae pertenecen a la clase Actinopterigii, al
igual que el resto de peces 0seos. El término Syngnathidae (Fig. 1.4) proviene del
griego y significa de mandibulas fusionadas. En la actualidad FishBase y el World

Register of Marine Species (WoRMS) reconocen la existencia de dos subfamilias.
La familia Hippocampinae incluye los géneros:
-Hippocampus, que engloba todos los caballitos de mar
-Histiogamphelus, el cual solo posee dos especies similares a los peces pipa.

La familia Syngnathinae engloba un total de 56 géneros, incluyendo a dragones

de mar y peces pipa. Teniendo entre todos los géneros un total de 298 especies.

Figura 1.4. Diferentes especies pertenecientes a la familia syngnathidae. 1, Histiogamphelus; 2,
Selenostomus paradoxus; 3, Haliichthys taeniophorus; 5, Hippocampus procerus; 6, Phycodurus
eques. Fuente: www.fishesofaustralia.net.au

Todos los caballitos forman parte del género Hippocampus, término compuesto

de las palabras griegas hippos (caballo) y campus (monstruo marino). La mayoria
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de los integrantes de esta familia son marinos o de aguas salobres aunque con alguna
excepcion, como es el caso de algunos peces pipa. Se distribuyen en los océanos

Atlantico, Pacifico e Indico y la mayoria en las aguas templadas y tropicales.
1.5.- Caracteristicas generales de la subfamilia Hippocampinae

El nimero total de especies de caballito de mar no esté del todo claro, debido a
sus variaciones morfoldgicas dentro de una misma especie dependiendo del habitat,
geografia, etc... en la actualidad se reconocen 48 especies diferentes (Vincent et
al., 2011), aunque la IUCN solo reconoce 38 especies. Esta diferencia en el niUmero
de especies reconocidas es debida a las dificultades para su identificacién basandose
en caracteristicas morfoldgicas, llegandose a demostrar que la misma especie habia
sido nombrada de formas distintas, dandose por tanto en la familia un alto grado de
sinonimia. Por esta razon se han desarrollado técnicas de identificacién genéticas
gue actualmente se utilizan para corroborar la identificacion de las especies (Teske
etal., 2005; Lopez et al., 2010). Todas las especies de caballito de mar son especies
marinas (aunque pueden encontrarse en estuarios de aguas salobres), y viven
generalmente en aguas poco profundas de zonas templadas y célidas de todo el

planeta (Fig. 1.5).

= NN
N

&

Figural.5. Distribucion geogréafica de los caballitos de mar (modificado de Lourie et al., 1999)
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No se conoce exactamente la esperanza de vida de las poblaciones naturales de
caballitos de mar, la mayoria de datos existentes provienen de experiencias en
laboratorios o acuarios. Al parecer, la supervivencia varia entre el afio para las
especies mas pequefias, hasta los 5 0 6 afios para las especies mas grandes (Foster

y Vincent, 2004; Curtis y Vincent, 2006).

Se trata de especies que basan su supervivencia en el camuflaje, tratando de
mimetizarse con su entorno, pudiendo cambiar de color o generar apéndices
cutaneos (Foster y Vincent, 2004) (Fig. 1.6). Tiene pocos predadores naturales,
aunque se han encontrado caballitos de mar en el estdmago de peces como el atin
o0 el dorado; sus principales predadores podrian ser sepias y cangrejos. La mayor
amenaza para el caballito es el ser humano, ya que viven en aguas poco profundas

por lo que la actividad antropogeénica les afecta directamente.

Figura 1.6. Caballitos mimetizandose con el entorno. Fuente: Internet (www.uicnmed.org;
www.blueworldfotos.com)

La principal caracteristica que los diferencia del resto de peces es su cabeza
situada en angulo recto con el cuerpo. Tienen el cuerpo comprimido lateralmente y
carecen de escamas, pero poseen un esqueleto formado por placas dseas formando

anillos alrededor del cuerpo y recubierto por una fina capa de epitelio. Estos anillos
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son Utiles para realizar la diferenciacion entre especies. Carecen de aleta caudal y
ventral, y las dorsales son pequefias y con forma de abanico. Sus 0jos se mueven
independientemente uno del otro y no tienen estomago ni dientes, por lo que para
alimentarse succionan a sus presas a través de un hocico tubular. Existe un claro
dimorfismo sexual (Fig. 1.7), y posiblemente sea la caracteristica que mas define a
estos peces, puesto que el macho posee un tejido en forma de bolsa en el vientre,
en el cual incuban la puesta. Durante la reproduccion los progenitores producen los
gametos, pero al contrario de la mayoria de seres vivos es el macho quién incuba
los huevos que la hembra le introduce en la bolsa incubadora, tras un cortejo que
ha sido descrito (Andnimo, 1999). En el interior de la bolsa paterna los huevos
eclosionaran, aungue las larvas no saldran hasta absorber totalmente el saco
vitelino. Es esta caracteristica de la reproduccion, ademas de su aspecto, lo que los

hace tan llamativos para los acuarios.

1.5.1.- Estatus del caballito de mar de hocico corto (Hippocampus

hippocampus)

Esta especie esta catalogada en la categoria de “Datos Insuficientes” (“Data
Deficient”) por la Unidon Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(International Union for Conservation of Nature, IUCN) debido principalmente a la
falta de datos sobre las tendencias de las poblaciones naturales, ademas hay una
carencia de informacion acerca de las areas ocupadas por esta especie y no existen
analisis cuantitativos que evallen la probabilidad de extincion de la especie. Esta
considerada como especie de “Interés para los ecosistemas canarios” en el Catalogo
Canario de Especies Protegidas (Gobierno de las Islas Canarias, Ley 4/2010, de 4
de Junio). Del mismo modo que el resto de integrantes de la subfamilia

Hippocampinae esta incluida en el Apéndice Il de CITES (Convention on
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International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), un acuerdo
internacional entre gobiernos que asegura que el comercio de flora y fauna silvestres
no amenace su existencia. EI Apéndice Il incluye especies que aunque no se
encuentran en peligro de extincion, podrian llegar a estarlo si no se controla su
comercio. EI comercio con especies silvestres o nacidas en cautividad incluidas en

este apéndice esta permitido siempre que se cumplan ciertos requisitos.

1.5.2.- Biologia del caballito de mar de hocico corto (Hippocampus

hippocampus)

El estado de conservacion tanto de esta especie como del resto de miembros de
su familia es consecuencia de su distribucion y forma de vida. La especie objeto
de estudio posee las caracteristicas generales descritas anteriormente para el resto
de miembros de su familia. Se distribuye desde el Sur del Reino Unido hasta las
aguas noroccidentales del continente africano, estando presente en las costas de las
Islas Canarias. Se trata de una especie morfolégicamente muy similar a H.
guttulatus (Figura 6), que se alimenta principalmente de pequefios crustaceos como
misidaceos, anfipodos y copépodos (Kitsos et al., 2008). Al igual que la mayoria
de sus parientes es una especie sedentaria que habita en aguas poco profundas con
fondos arenosos o rocosos y con abundancia de algas, caracteristicas que la hacen
especialmente vulnerable debido a la proximidad de factores antropogénicos que

afectan a su entorno (como la pesca de arrastre, vertidos y desagiies urbanos, etc.)
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Figura 1.7. Morfologia del caballito de mar (Hippocampus hippocampus) (adaptado de Lourie et
al., 2004)

1.6.- La acuicultura de especies ornamentales

La alta demanda de organismos ornamentales marinos y la preocupacion creciente
por la conservacion del medio ambiente con una normativa cada vez mas restrictiva
para su captura, han llevado a distintos organismos e instituciones a promover la
acuicultura de estas especies como una de las posibles soluciones para abastecer el
mercado. Ademas, el desarrollo de la acuicultura de ornamentales proporcionar
nuevos conocimientos acerca del comportamiento y la biologia de muchas especies.
Todos estos conocimientos resultan de interés para los estudios de ecologia y
pueden colaborar en la mejora de la gestion de las poblaciones naturales e incluso
apoyar acciones de repoblacion o reforzamiento de poblaciones con los ejemplares

obtenidos en cautividad.
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En los ultimos afios se han realizado muchos avances en las técnicas de cultivo,
especialmente en la mejora de la alimentacion que permitiran cultivar mayor
cantidad de especies (Tlusty, 2002). Actualmente sélo un 1% de las especies
ornamentales marinas comercializadas son producidas en cautividad (FAO, 2007).
Uno de los elementos méas importantes para la produccién en cautividad de estas
especies esta ligado a su tipo de reproduccion. La mayoria de especies producidas
en cautividad a nivel comercial con fines ornamentales, son ponedores demersales
o incubadores bucales, con pequefias cantidades de huevos grandes que dan lugar a
larvas bien desarrolladas (Molina y Segade, 2011), y por lo tanto, més faciles de
alimentar en condiciones de cultivo, pero se estan realizando avances cientificos
con alguna especie de huevos pelagicos (como por ejemplo, Z. flavescens). El
cultivo larvario, y en particular su alimentacion, es el principal “cuello de botella”

que dificulta la produccion acuicola comercial de las especies ornamentales.

Esta muy relacionado con el tamafio de las larvas en el momento de la eclosion y
latalla y calidad nutritiva del alimento que se les proporciona. Las presas utilizadas
tradicionalmente en acuicultura (rotiferos, Brachionus plicatilis y nauplios de
Artemia spp.), en algunos casos no resultan adecuados por diferentes motivos, ya
sea por su gran tamarfio, que no permita a las larvas recién eclosionadas alimentarse,
0 por el estrecho abanico de opciones que puede provocar desequilibrios
nutricionales (Izquierdo, 1996). Otras presas vivas han sido probadas en diferentes
especies, como los copépodos, los misidaceos y otros organismos planctonicos

capturados del medio o cultivados (Herrera et al., 2009).

El principal motivo que dificulta el cultivo larvario de nuevas especies es el
desconocimiento de los requerimientos nutricionales y la dificultad para realizar la

primera alimentacion de manera adecuada (Ogawa y Brown, 2001; Otero-Ferrer et
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al., 2010). Por todo ello, esta pendiente la optimizacion de los protocolos de
larvicultura de especies marinas, especialmente para la produccion a escala
comercial, es importante producir organismos que puedan competir
econdémicamente con especimenes capturados directamente del medio (Calado et

al., 2005; Olivotto et al., 2006).

Por otra parte, algunas compafiias han empezado a comercializar peces
ornamentales de engorde, es decir, son capturados como post-larvas del medio
natural y llevados hasta el tamafio comercial en cautividad (Dufour et al., 1999).
Este sistema se basa en el principio que la mayoria de peces de arrecife tienen una
fase larvaria pelagica en su ciclo de vida, y que posteriormente retornan al arrecife.
Durante el asentamiento, un 95 % de las post-larvas perecen por causas naturales,
por lo que recolectar un pequefio porcentaje de estas post-larvas supone un nuevo
recurso marino y una nueva via para el desarrollo de nuevas técnicas sostenibles

de acuicultura, ya sea para el comercio o la repoblacion.

Definitivamente se debe trabajar méas en este campo para seguir mejorando las
técnicas de cultivo y la alimentacién en fases criticas, como es el caso del periodo

larvario.
1.6.1.- Alimentacion de especies ornamentales

En la dltima década, debido al incremento de la demanda, se han realizado
estudios para mejorar la produccion de organismos ornamentales marinos, pero
tanto los acuaristas como los acuaridfilos demandan alimentos de calidad para sus
peces y en realidad, poco se conoce acerca de los requerimientos nutricionales de
la mayoria de peces ornamentales, y de los efectos fisioldgicos adversos que se

pueden derivar de la carencia o exceso de algun nutriente en el alimento. Estos
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desequilibrios nutricionales pueden provocar inmunodepresion y convertir a los
ejemplares en mas proclives a sufrir patologias de otro tipo. Por ejemplo, la carencia
de aminoacidos, acidos grasos, sales minerales esenciales o vitaminas pueden
provocar diversos efectos como por ejemplo, escoliosis, lordosis, afecciones
branquiales, etc,... (Tacon, 1995). Del mismo modo, se ha observado en multiples
estudios en peces de consumo que un exceso de grasas en las dietas puede provocar

anomalias hepaticas (Caballero et al., 2004).

En los Gltimos afios se han realizado algunos experimentos utilizando diferentes
ingredientes para la formulacion de dietas especificas para organismos
ornamentales (James y Sampath, 2004; Vasudhevan et al., 2009; Ezhil et al.,
2008;). Aun asi, la informacion existente no tiene comparacion con la disponible
para los peces objeto de la acuicultura para consumo humano (Fraser y Davies,
2009). Ante esta falta de informacion especifica, todos los avances realizados en la
nutricion para peces de consumo podrian ser extrapolados a los peces ornamentales.
En algunas especies, principalmente de agua dulce (Xiphophorus helleri,
Pterophyllum scalare, Paracherodon innesi o Dascyllus aruanus) se han realizado
experimentos muy concretos para evaluar el efecto de algun nutriente sobre
determinados factores, como crecimiento, supervivencia larvaria y mejora del
color. Haciendo una revision por las referencias bibliograficas hay pocos estudios
realizados en especies de agua salada, uno de ellos es el llevado a cabo por
Vijayagopal et al. (2008) en el que probaban diferentes dietas formuladas con
distintos niveles de proteinas para determinar el 6ptimo para el crecimiento de la
damisela (Dascyllus aruanus), determinando que entre un 36 y un 47% era el
optimo para esta especie. Otros estudios para especies de agua dulce como el de

Sealey et al. (2009) con el tetra nedn (Paracheirodon innesi) han probado diferentes
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fuentes y niveles de proteina de origen marino y de vegetal terrestre, determinando
que para ambas fuentes los niveles 6ptimos eran de 45 y 55% de proteina, pero la
de origen marino resultaba mejor que la vegetal. Por otro lado, algin que otro
estudio se ha realizado haciendo referencia a otro tipo de nutrientes, como en el
realizado por Langroudi et al. (2009) quienes concluyeron que el enriquecimiento
de la Artemia con acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA) aumenta la puesta del escalar o pez angel (Pterophyllum scalare) y ademas,
la adicién de vitamina C en forma de ascorbil-palmitato aumentaba ain mas la

supervivencia larvaria.

Debido a la falta de informacidn general acerca de la nutricion de peces de acuario
los acuaridfilos méas experimentados aun prefieren confiar en comidas caseras que
intentan suplir todos los requerimientos de los peces o potenciar una cualidad

determinada (color, crecimiento, reproduccion...).

Del mismo modo, en acuarios publicos las dietas de los peces no sélo se basan en
dietas secas formuladas sino que usualmente se aporta una cantidad de alimento
fresco. Esto implica que no existe una confianza por parte de los consumidores
finales de los productos existentes en el mercado. Es evidente que la investigacion

relativa a la nutricién en ornamentales esta todavia por desarrollar.
1.7.- Importancia del color

El color es un parametro presente en las vidas de la mayoria de organismos.
Muchas especies de animales se guian por el color para elegir su pareja, algunos
expresan su estado mediante cambios de color, otros se guian del color para
alimentarse, etc. Para los humanos, el color se encuentra en todos los aspectos de la

vida. Las personas estan continuamente condicionadas por los colores que les
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rodean y tendemos a tomar decisiones evaluando el color de las cosas; la calidad de
la comida, elegir una mascota, seleccionar una protesis dental... Ese es el motivo

por el que existen tantos experimentos que conciernen al color.

Posiblemente lo elementos mas afectados por su propio color son los alimentos,
la gente juzga la calidad y frescura por su color. Un hecho que ha dado lugar a
estudios para cuantificar dichas relaciones (Wulf y Wise, 1999), mostrando que los
alimentos con colores naturales mas vivos normalmente indican una mayor frescura
y calidad del producto. No s6lo los alimentos se ven afectados por su color,
maultiples estudios han demostrado que el color corporativo de una determinada
marca o producto puede afectar a las ventas, incluso existen colores que obtienen

mas atencion por los consumidores finales (Priluck Grossman y Wisenblit, 1999).

Pero la eleccion del color es subjetiva, aunque la evaluacion del color por los
humanos es muy buena incluso bajo diferentes tipos de luz, la determinacién del
color es muy variable de una persona a otra. Por lo que se suelen utilizar colores
estdndar como referencia (Erikson y Misimi, 2008), los cuales ralentizan los
procesos de medicion y necesitan observadores entrenados. Ese es el motivo por el
cual existen diferentes pruebas para analizar el color. La metodologia mas utilizada
es la colorimetria triestimulo, mas concretamente la escala CIEALAB, dada por la
Commision Internationale de L'éclairage. Consiste en un espacio tridimensional,
donde el color se establece en un punto determinado por tres parametros. La
luminosidad L* tiene un rango de 0 (negro) a 100 (blanco), mientras que a* y b*
determinan el color, siendo a* verde-rojo y b* azul-amarillo. Debido al alto coste
de los colorimetros y la dificultad o imposibilidad de su uso sobre algunas
superficies, se han desarrollado nuevas técnicas para la evaluacion del color. La

técnica con mayor potencial es el analisis de imagen, ya que se trata de una técnica
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no destructiva y econdémica. Diferentes estudios han utilizado estas técnicas o la
han comparado con la colorimetria. Pero no existen protocolos bien desarrollados,
por lo que normalmente se utilizan programas de analisis de imagen como
PhotoShop (Ho et al., 2013) o la programacion informatica para casos concretos

(Ledn et al., 2006).
1.7.1.- Importancia del color en especies ornamentales

El color es un factor muy importante en la acuicultura, en lo referente al color en
la acuicultura de consumo, aporta una sensacion de alimento saludable, por lo que
su aceptacion en el mercado aumenta. El color en los peces de acuario estéd
directamente relacionado con la aceptacion y su precio (Wabnitz et al. 2003) (Fig.
1.8). El color de un pez puede estar controlado por la genética (Gomelsky et al.,
1996; Shi et al., 2010; David et al., 2004) y por la alimentacion (Wallat et al., 2005;
Kop y Durmaz, 2008). Haciendo referencia a estos dos factores, los productores de
peces ornamentales intentan conseguir mediante el cruce de peces de diferente
fenotipo, nuevas variedades de color para encontrar nuevos nichos de mercado y
satisfacer a los compradores méas exigentes, como por ejemplo el pez payaso
Picasso (Amphiprion percula) de ORA® Farm, o el fire red o sunburst® mustangs
(Hippocampus erectus) de Ocean Rider (Fig. 1.9). Del mismo modo se
comercializan alimentos o aditivos con pigmentos especificos que potencien
determinados colores de los peces, como por ejemplo los pellets Discus Excel Color
de Aquatic Nature® o el polvo de Cyclop eeze®. Existen algunos estudios
referentes al color de los peces ornamentales y diferentes ingredientes como fuentes
de pigmentos (carotenoides), pero casi exclusivamente en especies de agua dulce

(Tabla 1.2) (Ezhil et al. 2008; Kop y Durmaz 2008; Yasir y Qin 2009a).
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Figura 1.8. Precios de dos caballitos de la misma especie pero de distinto color. Fuente: Internet
(www.tiendadecaballitos.es)

o2¥

Figura 1.9. Imagenes del pez payaso Picasso (Amphiprion percula) de ORA® Farm (izquierda),
el fire red (centro) ysunburst® (derecha) mustangs (Hippocampus erectus) de Ocean Rider. (Fuente:
www.orafarm.com y www.seahorse.com)

Observando las referencias de la Tabla 1.2, los estudios realizados en los ultimos
afios van por el mismo camino, la bisqueda de fuentes de pigmentos para peces
ornamentales: algunos utilizan pigmentos sintéticos como el lucantin pink
(astaxantina) o pigmentos purificados (cantaxantina o B-caroteno) y otros harinas
de origen vegetal como la harina de pétalo de caléndula, la harina de circuma o el
polvo de Porphiridium cruentum (microalga roja). También se ha observado que
efecto puede tener la intensidad luminica sobre la coloracion de los peces asi como

el efecto del tanque sobre el mismo.
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En todos los estudios se pone de relieve la necesidad de unas técnicas validas de
medicion del color, ya sea mediante extraccion de pigmento para observar la
acumulacién o metodologias de analisis de imagen. A continuacion se describiran

algunas de las técnicas utilizadas en estos experimentos:

- Espectrofotometria: se extraen los pigmentos de las muestras mediante un
disolvente organico, para su posterior analisis mediante un espectrofotdmetro
(Ezhil et al., 2008; Kop y Durmaz, 2008; Mukherjee et al., 2009; Wallat et al.,

2011).

- HPLC (High performance Liquid Cromatography): se trata de una técnica que
permite determinar el pigmento existente en el animal previo sacrificio y
extraccion de los pigmentos (Yasir y Quin, 2009a y 2009b; Wallat et al.,

2011).

- Colorimetria: se trata de una técnica no invasiva en la cual con la ayuda de un
colorimetro portatil se aplica un haz de luz sobre la muestra (pez) y una
centralita recibe la sefial dividiéndola en diferentes factores (a*, rojo; b*,
amarillo y L*, luminosidad), mediantes las cuales a través de unas férmulas

es posible calcular la saturacién y el color (Baron et al., 2008).

- Analisis de imagen: existen diferentes formas de realizar el analisis de imagen,
en todas ellas se sacan fotografias de forma estandar para todas las muestras y
posteriormente se analizan con programas informaticos de tratamiento de
imagen. Uno de esos métodos es el denominado RGB (Red, Green and Blue):
se aisla la zona que se desea analizar y el programa realiza un recuento de
pixeles de cada uno de los colores primarios (Novelo y Gomelsky, 2009; Yasir

y Quin, 2009a y 2009b). Otro método mas rudimentario pero valido para
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patrones de coloracion con parches como es el caso de las carpas es rodear el
contorno con una linea, imprimir la imagen y recortarla comparando el peso de

los parches 0 manchas con el peso total (Novelo y Gomelsky, 2009).
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1.8.- El cultivo del caballito de mar

Los primeros datos del cultivo de la subfamilia Hippocampinae son de 1957 en el
Sur de China (Fan, 2005), aunque no se consiguio realizar una produccién
comercial. En otros paises, durante los afios 70-80, se comenzo a llevar a cabo de
forma experimental la reproduccion de diferentes especies de caballito de mar en
centros de investigacion y acuarios publicos (Correa et al., 1989; Scarratt, 1996).
Pero no fue hasta los afios 90 cuando se llevé a cabo el primer cultivo comercial
de H. abdominalis (Woods, 2000) para abastecer al mercado chino con caballitos
secos para la medicina tradicional. El interés de China por cultivar otras especies
de caballitos de mar crecio (Fig. 1.10), pero surgieron maltiples dificultades como
problemas con la alimentacion y la aparicién de enfermedades (Vincent y Clifton-
Hadley, 1989). Fue a final de los 90 cuando comenzoé la investigacion con estos

peces, y se publicaron los primeros datos al respecto.
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Figura 1.10. Momentos clave en la evolucion del comercio y la acuicultura del caballito de mar
de 1960 a 2009 (Modificado de Koldewey y Martin-Smith, 2010).

Fue en este momento cuando se crearon diferentes empresas que cultivaban
caballitos de mar (Tabla 1.3) y los vendian principalmente vivos a acuarios
publicos, pero alguna empresa los vendia secos o sacaba provecho mediante visitas
organizadas de turistas.Actualmente existen varios centros donde se producen
caballitos de mar ya sea para investigacion o de forma comercial, se estimo que
entre 2005 y 2006 existian al menos 28 centros que cultivaban caballitos, pero dos
tercios de ellos operaban en instalaciones de menos de 200m? o con menos de

40.000 litros (Koldewey y Martin-Smith, 2010).
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En la actualidad existen diversos grupos de investigacion en todo el mundo que
trabajan con caballitos de mar, estudiando su biologia, su ecologia, mejorando las
técnicas de cultivo y refiriéndolas al cultivo de otras especies con el objetivo de
mejorar los puntos criticos como son el cultivo larvario y la primera alimentacion,

que al igual que en otras especies suponen un obstaculo para su cultivo (Tabla 1.4).
1.8.1.- Alimentacion del caballito de mar en cautividad

El caballito de mar ademas de las particularidades ya descritas en su anatomia y
comportamiento presenta también otra caracteristica peculiar referida a su
alimentacion en cautividad. Se trata de un depredador visual que no acepta alimento
seco, por lo que se debe alimentar con presas vivas o congeladas (Job et al., 2002;
Woods, 2005) (Tabla 1.4). Dada la estrecha gama de alimentos disponibles en el
mercado y el desconocimiento de sus requerimientos nutricionales y en prevision
de posibles deficiencias, por lo general las presas vivas empleadas se suelen
enriquecer con productos comerciales (Gonzalez et al., 2003; Olivotto et al., 2006;
Palma et al., 2011), el problema de estos productos es que aportan nutrientes muy
concretos (&cidos grasos, minerales, vitaminas...)y al carecer de estudios
contrastados sobre sus requerimientos podrian estar generando interacciones o

deficiencias de otros nutrientes.

En cautividad se suele alimentar a los caballitos con Artemia sp. enriquecida con
productos comerciales (Job et al., 2002). Se han realizado algunas experiencias en
las que se utilizan otras presas vivas: misidaceos (Otero-Ferrer et al., 2009),
anfipodos (Murugan et al., 2009), e incluso dietas inertes ya sean presas congeladas
como los misidaceos (Woods, 2005) o alimento formulado (Thangaraj y Lipton,

2008), obteniendo diferentes resultados (Tabla 1.4).
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En las experiencias en las cuales se utilizé una presa viva diferente a la Artemia,
el crecimiento de los caballitos fue mayor o mejoro su reproduccion (Murugan et
al., 2009; Otero-Ferrer et al., 2009), a su vez Thangaraj y Lipton (2008) observaron
que la mezcla de Artemia y misidaceos mejoraba el crecimiento frente a ambas
presas por separado y que con la harina de pescado se obtenian resultados mucho
mas bajos; y por otra parte Woods (2005) determind la racion diaria de misidaceos

congelados para el Hippocampus abdominalis.
1.8.2- El color del caballito de mar en cautividad

Como se comentd con anterioridad el precio de un pez ornamental depende
principalmente de su color. Pero no se conoce realmente como poder modificar o
modular el color de los caballitos. Se sabe que el caballito puede cambiar de color
para mimetizarse con el entorno, pero existen otros factores como el genotipo y la
alimentacion que pueden influir. Aunque se hayan llevado a cabo muchos
experimentos sobre el cultivo de caballitos de mar (Woods y Valentino 2003;
Woods, 2005; Palma et al., 2011; Zhang et al. 2011), practicamente no se ha
realizado ninguno que haga referencia al color de los mismos (Lin et al., 2009a; Lin
etal., 2011), y ninguno que aporte datos del efecto de la dieta en el color del cuerpo
del caballito de mar adulto. A pesar de esto, diferentes empresas que cultivan estos
organismos venden variedades de color diferentes y con precios que oscilan entre
los 40 y los 400 € para una misma especie. Esta gran diferencia de precio se debe a
las variaciones de color obtenidas respecto a la coloracion estandar en cautividad
de una especie. Es por ello por ejemplo que la empresa Ocean Rider (Hawai) vende
al publico los H. reidi (Fig. 1.11) variedad amarilla por 90 US$ y una variedad

llamada sunfire (Fig. 11) por 450 USS$.
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Figura 1.11. Dos variedades de H. reidi del mismo criador (Brazilero, izquierda; Sunburst,
derecha) Fuente Ocean Rider.
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1.9.- La Artemia en acuicultura

La Artemia es un organismo muy utilizado en la actualidad en el campo de la
acuicultura. Fue en 1930 cuando algunos investigadores comenzaron a utilizarla
como alimento para larvas de peces (Sorgeloos, 1980), pero en los afios 50 existia
poco mercado y estaba principalmente enfocado al mercado de los acuarios a
precios muy bajos (Stottrup y McEvoy, 2003). En la actualidad se utiliza en la
alimentacion de larvas de practicamente todas las especies producidas tanto
comercial como experimentalmente, sin embargo la tandencia es a ir sustituyéndola
gradualmente por dietas formuladas. Toda esta gran cantidad se comercializa en
forma de ciste en estado de diapausa (Fig. 1.12), pero existe un gran mercado que
alcanza las 3000 Tm en su estado adulto que puede ser comercializada viva,

congelada, deshidratada o incorporada en dietas en forma de harina.

Existen diferentes especies de este crustaceo, y habitualmente es conocida como
Artemia salina (especie presente en todos los continentes excepto Antartida). Este
término esta mal utilizado puesto que la principal especie comercializada Artemia

franciscana, y esta presente en América, Australia y algunas islas del Pacifico.

35




i

INTRODUCCION 7~ %55

i

Hembra _
- Cistes en
. ” diapausa
Macho : Q.. o
- . Eclosion
»
Cistesy « h
nauplios '
Vivos .
** Hembra
Juveniles Estadios
o naupliares
Macho

Figura 1.12. Ciclo de vida de la Artemia (Fuente: adaptado de learn.genetics.utah.edu).

En la actualidad se habla de "ongrown" Artemia refiriéndose a la fase adulta. Esta
puede ser cosechada del medio o producida en tanques. Esta Gltima opcidn es, segun
Stottrup and McEvoy (2003), la mejor debido a que en primer lugar se dispone de
una produccion continua a lo largo de todo el afio independientemente del clima; se
puede disponer de todos los estadios y cosechar el que mas convenga, con una talla
de presa uniforme, dependiendo del organismo que se vaya a alimentar (Tabla 1.5
y 1.6), y finalmente su calidad puede estar totalmente controlada evitando la

introduccidén de patdgenos en las instalaciones.
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Tabla 1.5. Experimentos realizados con diferentes especies para consumo humano alimentadas
con Artemia en distintas fases de desarrollo.

Estadio Especies Referencias
Nauplioy | Abadejo (Pollachius pollachius) Gatesoupe, 2002
Metanauplio Pargo japonés (Pagrus major) Furuita et al., 1996
. Langostino (Penaeus indicus) Emmerson, 1984
Juvenil Pulpo (Octopus vulgaris) Seixas et al., 2008
A dﬁl ta Halibut (Hippoglossus hippoglossus) | Olsen et al., 1999
Langosta (Jasus edwardsii) Smith et al., 2004
Salmén (Oncorhynchus kisutch) Kim et al., 1996
Sepia (Sepia officinalis) Domingues et al., 2001

Tabla 1.6. Experimentos realizados con diferentes especies ornamentalesalimentadas con Artemia
en distintas fases de desarrollo.

Estadio Especies Referencias
Nauplioy | Lysmata seticaudata Calado et al., 2005
Metanauplio Pez cebra (Brachydanio rerio) Sawant et al., 2001
' Guppy (Poecilia reticulata) Parameswhwaran et al.
Pez payaso (Amphiprion sebae) 2001
Ignatius et al., 2001
Juvenily | Escalar (Pterophyllum scalare) Langroudi et al., 2009
Adulta Caballito de mar (Hippocampus Otero-Ferrer et al., 2012
hippocampus
Tres colas (Anthias anthias) Paglialonga et al,.2001

La Artemia es un organismo filtrador continuo no selectivo, aunque existen

algunos factores que afectan la tasa de filtracion y asimilacion: la cantidad y calidad

de alimento proporcionado, el estado de desarrollo y las condiciones de cultivo.

Controlar una dieta especifica para este organismo es complicado y esto es debido

a que en su cultivo siempre se desarrollan cepas de bacterias y protozoos que
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utilizan el alimento proporcionado como substrato. Puesto que la Artemia se
alimenta de dichos micoorganismos es muy dificil realizar pruebas bajo
condiciones axénicas. Conociendo el mecanismo de alimentacion de este
organismo se utilizan alimentos gue sean baratos, con particulas inferiores a 50um,
con buena digestibilidad, con solubilidad minima y con determinada flotabilidad.
Es por todo esto que los alimentos mas utilizados son: microalgas vivas, microalgas

liofilizadas, bacterias y levaduras y subproductos de otras industrias.

La fase adulta de este animal se utiliza mucho menos que el nauplio, debido a que
éste se obtiene facilmente de la eclosion de los cistes, mientras que para la
produccién de los adultos se necesita mayor mano de obra e infraestructura. De
todos modos los valores nutricionales del organismo adultoen comparacion con el
nauplio recién eclosionado es superior, por lo menos haciendo referencia a la
calidad de sus proteinas y al contenido energético (Stottrup y McEvoy, 2003). Del
mismo modo que ocurre con el nauplio, el adulto refleja rapidamente el perfil
lipidico de su dieta. Aunque no se conocen profundamente las vias metabdlicas
mediante las cuales unos &cidos grasos se convierten en otros, se sabe que este
organismo transforma DHA en EPA (McEvoy et al., 1995). Se han realizado
multiples pruebas para mejorar las técnicas y productos que puedan mejorar su
composicion bioquimica. Diferentes experimentos se han llevado a cabo para
entender la fisiologia de este organismo y sus técnicas de alimentacion (Navarro et
al., 1999; Smith et al., 2002; Gelabert, 2003), dando lugar a diferentes tipos de
enriquecedores y concentraciones de uso.Un término muy utilizado que hace
referencia al enriquecimiento de la Artemia es bioencapsulacion. Esto se debe a que
este organimso practicamente no cambia su perfil bioquimico y es el contenido de

su tracto digestivo el que lo hace atendiendo a su ingesta especifica. El volumen
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ocupado por sudigestivo es muy grande, por ello que muchos autores se refieren a
ella como biocapsula, usandola como vehiculo para proporcionar diferentes
elementos a los organismos (Gonzalez et al., 2003; Palmaet al., 2011), desde acidos
grasos (Fig. 1.13) hasta antibidticos como eritromicina o enrofloxacino (Gomez-

Gil et al., 2001; Cook y Rust, 2002).

Figura 1.13. Imagen en la que se observa el digestivo de una Artemia adulta repleto de pequefias
micelas de enriquecedor lipidico.

Algunas especies de organismos acuaticos no toleran bien las dietas inertes en
alguna etapa de su vida, por lo que se suele utilizar la Artemia adulta para su
alimentacion. Por ejemplo, el caballito de mar es alimentado frecuentemente con
organismos planctonicos, misidaceos principalmente (Woods, 2005; Otero- Ferrer
etal., 2012). Si bien se han realizado pruebas con otros organismos como anfipodos
(Murugan et al., 2009), definitivamente la presa mas utilizada es la Artemia (Job et
al., 2002), debido a su disponibilidad. Del mismo modo, existen problemas en el
cultivo de otras especies como el pulpo (Octopus vulgaris), debido a que sus
paralarvas deben ser alimentadas con presas vivas, es por eso, que se ha utilizado

la fase adulta de Maja zoeae (Iglesias et al., 2004; .Viciano et al., 2011). Muchas
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especies de crustaceos son asimismo alimentadas con Artemia adulta en alguna
etapa de sus vidas (Nair et al., 1995; Tong et al., 1997; Ruscoe et al., 2004; Ut et
al., 2007). Debido al amplio abanico de especies en las que se utiliza este organismo
no existen protocolos estandar de cultivo y enriquecimiento, por lo que se han
desarrollado mdltiples técnicas y productos enriquecedores para ser utilizados en
los diversos experimentos realizados. Pero aun existiendo todo este conocimiento,
a nivel comercial s6lo existen unos pocos productos enriquecedores y elementos
que facilitan su cultivo, siempre basandose en las principales especies
comercializadas para consumo humano. Es por ello que se hace necesaria la
investigacion y comercializacion de nuevos enriquecedores, para adaptarse a la
variedad cada vez mayor de especies producidas en acuicultura, especies

ornamentales incluidas.
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OBIJETIVOS

Objetivo general: Profundizar en el conocimiento de la nutricion del caballito de
mar, prestando especial atencion al efecto de la alimentacion sobre el crecimiento
y la supervivencia, asi como la influencia sobre el color del animal y la acumulacion
de pigmentos.

Los objetivos especificos son los que se detallan a continuacion:

-Mejorar la dieta para el caballito de mar, centrandose en el enriquecimiento de
Artemia y su manejo, con la finalidad de proporcionar un alimento con valor
nutritivo y un perfil optimizado para la especie objetivo.

-Evaluar el efecto distints dietas diferentes sobre el crecimiento, supervivencia y

composicion bioguimica del caballito de mar.
-Determinar la influencia de la alimentacidn en la expresion y variacion del color.

-Determinar patrones de la evolucion del color a lo largo del tiempo para evaluar el
nivel de expresion maximo del mismo, asi como la capacidad de reversion en su

Caso.

-Examinar histologicamente el sistema digestivo de los caballitos de mar y
determinar las consecuencias de las distintas dietas sobre su estructura y

funcionalidad.

-Formular y ensayar enriquecedores especificos, evaluando los patrones de
incorporacion de acidos grasos y carotenoides en Artemia adulta y caballitos de

mar.

-Comparar el analisis del color en la piel del caballito de mar, utilizando un método

colorimétrico convencional frente al analisis de imagen.

43




44



45



46



MATERIAL Y METODOS

3.1.- Instalaciones

3.1.1.- Area experimental de cultivo de caballitos

Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones experimentales de
Acuariologia del Parque Cientifico Tecnologico Marino (PCTM) de la Universidad
de Las Palmas de Gran Canaria, en Taliarte, Telde. Los acuarios experimentales
estan dispuestos en dos modulos abastecidos con agua de mar prefiltrada y con
sistemas de filtracion (Fig. 2.1) fisicos y biologicos (Agquamedic Riff 500,
Alemania), y esterilizacion por radiacion ultravioleta (UV) (Teco®, TR 10 series,
Italia). El caudal de agua de entrada a los acuarios se mantuvo a 30l/h con una
temperatura a lo largo de todo el experimento de 23.52 + 1.31°C y 8.05 + 1.13 mg
L1de oxigeno disuelto. Durante las pruebas se establecié un fotoperiodo de 10 horas
de luz / 14 horas de oscuridad (AquaMedic© of North America) T5, 24w y 10000K.
La instalacion dispone de 24 horas de monotorizacion mediante una serie de
sensores conectados a una centralita AT-Control System, (Aquamedic© of North
America) la cual conectada a un ordenador muestra los datos registrados de

temperatura, pH, salinidad y nivel de agua de la instalacion.

Figura 3.1. Instalacion general, detalle de un acuario y del sistema de filtracion.
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Para la realizacion de las diferentes pruebas se utilizaron 15 acuarios de cristal de
34.96 litros (23 x 40 x 38 cm), cada uno de ellos provisto con material para la
sujecion de los caballitos (Figura 2.1) consistente en una rejilla plastica de color
negro. Semanalmente se limpiaban los acuarios con la ayuda de una esponja y cada

dos semanas se realizaba la limpieza de los filtros.
3.1.2.- Area de presas vivas

El area de presas vivas cuenta con una serie de recipientes troncocénicos de fibra
de vidrio de 50 litros, provistos cada uno con aireacion fuerte. Por otra parte se
contaba con un separador de cistes SEP-Art Technology SEPARATOR (Inve;
Dendermonde, Bélgica). El procedimiento para la obtencion de las presas vivas es
el siguiente: En primer lugar se eclosionan los cistes (GSL Artemia; INVE
Agquaculture, Inc., Salt Lake City, U.S.A)), poniéndolos en recipientes
troncoconicos de 50 litros, provistos con aireacion fuerte a una temperatura de
28°C+1°C durante 24h. Transcurrido este tiempo se filtraba el cultivo y se pasaba
por el separador magnético (Fig. 2.2), para separar los cistes del nauplio recién
eclosionado. Los nauplio se introducen nuevamente en tanques troncoconicos de
50 litros con aireacion fuerte a en esta ocasion a una temeperatura de 25°C+1°C.
Diariamente se aportaba a cada uno de los tanques 2g de alimento consistente en
una mezcla de Ori-Go (Skretting; Stavanger, Noruega), Nannocloropsis liofilizada
(Clean Algae; Gran Canaria, Espafia) y levadura (Bruggeman; Gante, Bélgica) (con
una proporcion 1:1:1); hasta alcanzar el tamafio deseado (8.81 + 0.95mm). Esta
segunda fase llevaba 30 dias aproximadamente. Finalmente la Artemia adulta se

enriquecia, con el producto deseado.
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Figura 3.2. SEP-Art Separator (Fuente: www.primo.net.au)

3.2.- Estudios de los efectos dietéticos en el rendimiento

productivo de caballito de mar (H. hippocampus).

3.2.1.-Animales experimentales

Los experimentos que se realizaron con caballitos de mar se llevaron a cabo con
ejemplares de la especie H. Hippocampus nacidos en cautividad en las instalaciones
del PCTM. Los ejemplares utilizados en el experimento tenian un peso medio de
1.35+0.42g y fueron marcados mediante elastobmeros fluorescentes denominados
VIFE (Visible Implant Fluorescent Elastomer; Northwest Marine Technology, Inc.,
Shaw Island, Washington), para identificarlos individualmente a lo largo de la
prueba. Para realizar el marcaje se mezcla una resina coloreada con un catalizador
gue posteriormente se inyecta al caballito entre las placas 6seas y la epidermis.Este
producto solidifica rapidamente y emite fluorescencia bajo la luz ultravioleta
(Fig.2.3). Mediante la inyeccion en diferentes puntos del pez se definen multiples
cddigos que permiten la identificacion simple de los ejemplares. Esta técnica se
puso en practica siguiendo la metodologia descrita por Morgan y Martin-Smith
(2004), y no presenta ningun efecto nocivo en la supervivencia de los animales

(Curtis, 2006).
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Figura 3.3. Caballito marcado con VIFE color verde, emitiendo fluorescencia. Fuente: Angel
Segade

3.2.2.- Dietas

Se utilizaron cinco dietas diferentes, basadas en aquellos alimentos de mayor uso

en caballitos de mar, la Artemia sp. adulta y los misidaceos comerciales (Tabla 3.1).

Las dietas LEA y FEA (Tabla 3.1) se prepararon a partir de Artemia adulta
cultivada en el &rea de presas vivas, con la técnica que previamente se ha descrito
en el apartado 2.1.2. A partir de este momento se realizaron dos tratamientos

distintos para la Artemia producida:

Dieta 1. (LEA) (Live Enriqued Artemia): En este caso la Artemia se
enriquecia con un producto comercial de rutina SELCO®. Para ello se
recolectaba diariamente mediante un jamo una porcion del cultivo (1.5g de
peso escurrido aproximadamente), se lavaba con abundante agua 'y enriquecia
en un recipente troncoconico de 5L durante 24h con SELCO® (dosis: 0.5g I
1.

-Dieta 2: (FEA) (Frozen Enriched Artemia). Tras la realizacién del

enriguecimiento tal y como se ha descrito en el punto anterior se lava con
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abundante agua usando una malla, posteriormente mediante papel de filtro

se elimina el exceso de agua y se congela a -20°C.

Las dietas M, SEM y CEM (Tabla 3.1) se basaron en misidaceos comerciales

de la marca Ocean Nutrition™, con los siguientes tratamientos:
-Dieta 3: (M). Misis sin ningun tipo de tratamiento.

-Dieta 4: (SEM) (SELCO® Enriqued Mysis). En este caso, 2509 de misis
congelados de Ocean Nutrition™, se dejan descongelar con 20 g de
SELCO®; practicamente descongelado se homogeniza y se introduce
rapidamente en una bolsa de plastico para envasarlo al vacio y congelarlo de

nuevo a -20°C.

-Dieta 5: (CEM) (Cyclop-eeze® Enriched Mysis). En este caso se utiliza la
misma metodologia que el tratamiento anterior pero afiadiendo a los misis

durante la descongelacion 5g de polvo de Cyclop-eeze®.

Tabla 3.1. Dietas experimentales y sus correspondientes nomenclaturas.

Dieta Acrénimo

Artemia adulta enriguecida con Selco® LEA (Life Enriched Artemia)
Artemia adulta enriquecida y congelada FEA (Frozen Enriched Artemia)
Misidaceos congelados M (Mysis)

Misidaceos congelados enriquecidos con Selco® SEM (Selco® Enriched Mysis)

Misidaceos congelados enriquecidos con Cyclop- CEM (Cyclop-eeze® Enriched
eeze® Mysis)

3.2.3.- Disefio experimental
El experimento se llevd a cabo con grupos 5 animales por acuario y triplicados

por cada dieta, marcados individualmente cada uno de los animales con VIFE.

Durante el experimento se realizaron 5 muestreos entre los dias 0 y 102, en que se
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considerd la finalizacion del experimento en funcion de los resultados de
crecimiento y coloracion obtenidos hasta ese momento. En cada muestreo se

controlaron los siguientes parametros:

Talla: se tomaron distintas medidas de los caballitos: cola, troncol, tronco2,
cabeza y hocico (Fig. 2.4); con la ayuda de un pie de rey (Fig. 2.5). A continuacion

se describiran las medidas utilizadas segun Lourie et al. (2004).

-Cola: distancia entre el punto medio lateral del ultimo anillo del tronco

hasta la punta de la cola sin doblar.

-Tronco: Distancia entre el punto medio del anillo cleitral hasta el punto

medio lateral del ultimo anillo del tronco.

-Altura: Distancia desde la punta de la coronilla hasta la punta de la cola sin

enroscar.

-Cabeza: Distancia desde el punto medio del anillo cleitral hasta la punta del

hocico

-Hocico: Distancia desde la hendidura inmediatamente delante del ojo hasta

la punta del hocico.

1 Medida desde la aleta dorsal hasta el anillo cleitral

2 Medida desde la aleta dorsal hasta el extremo de la coronilla
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Troncoe?

Tronco!

Altura total

Cola
oo v e o i 0 0 0 O )

Figura 3.4. Esquema general de las medidas tomadas. Fuente: Modificado de
Www.projectseahorse.com

Figura 3.5. Medidas tomadas en los muestreos: A, cola; B, tronco?; C, tronco?; D, cabeza yE,
hocico

Peso: se tomd el peso himedo de cada uno de los caballitos con una balanza de
precision (0.01g) (Mettler Toledo AG204, Suiza). Para ello los individuos se
ponian en el interior de un vaso tarado previamente y una vez anotado el peso eran

devueltos a la cubeta de muestreo.
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Con los datos obtenidos de longitud y peso se calcularon los siguientes

parametros:

indice de condicion (IC):

L
ICZEX 100

donde L es Longitud (cm) y P es el peso (Q).

Tasa Especifica de Crecimiento (TEC, peso/longitud):

TEC =25
T

donde AC es la variacion del crecimiento ya sea en peso o en longitud y T el

tiempo (en dias) transcurrido.

Durante todo el experimento se preparaba diariamente la alimentacion de todos
los tratamientos que constaba de 1g de dieta (15% de la biomasa total
aproximadamente) administrada en dos tomas: entre las 9:00 y 10:00 horas y las
13:30 y 14:00 horas. Previamente a la primera toma, se sifonaban los acuarios para
eliminar heces, al igual que transcurridos 15 minutos de cada una de las tomas, se
volvia a sifonar para eliminar los restos de alimento que pudiesen quedar en el
fondo. A lo largo de todo el experimento y durante ambas tomas se observaba la
alimentacion y anotaba en una tabla (Tabla 3.2) el comportamiento de los
ejemplares frente al tipo de alimento, (0 6 1, no realizan o realizan todos la accion,

respectivamente) con el fin de determinar la aceptacion de la dieta.
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Tabla 3.2. Documento de registro del comportamiento alimentario observado durante 5 minutos
en todas las tomas administradas con las siguientes claves: 0, negativo; 1, positivo.

_ Observaci
Acuario 11 | 12| 13 | 14 | 15| 21 | 22 | 23 (24 | 25| 27| 28| 29 | 210|211 ones
Movimiento
Comen

3.3.- Estudio de los efectos dietéticos en la histologia del higado y

del tracto digestivo del caballito de mar (H. hippocampus)

Al final del experimento se sacrificaron dos caballitos de las dietas LEA, FEA y
M. para la extraccion del higado y el tubo digestivo, dividiéndose este Gltimo en
digestivo anterior, medio y posterior. Las muestras obtenidas fueron fijadas en
formol tamponado al 10%. Para su procesado las muestras fueron deshidratadas en
un gradiente de alcoholes con un procesador de tejidos (Jung Histokinete 2000,
Leica, Germany). Una vez deshidratados los tejidos, se procedi6 a su inclusién en
parafina utilizando un dispensador automatico (TES 99, Medite, Sweden) para la
obtencidn de blogques que fueron posteriormente cortados con un micrétomo (Jung
Autocut 2055, Leica, Germany) a 5 um. Los cortes obtenidos se tifieron con

hematoxilina-eosina (Martoja y Martoja-Pierson, 1970).

Los cortes fueron observados y comparados mediante un microscopio (Olympus
CX41, Olympus, Japén) y fotografiados con un objetivo (Olympus CX30,
Olympus, Japon). En las observaciones, se presto especial atencion a la estructura

de los hepatocitos y la existencia de absorcion lipidica en los enterocitos.
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3.4.- Estudio de los efectos dietéticos en la expresion y evolucién

del color de la piel en caballitos de mar (H. hippocampus)

3.4.1.- Expresion del color

En cada uno de los muestreos se midio el color de la piel. En otras especies el
color puede ser medido en diferentes zonas del cuerpo del pez, pero en este caso
debido al reducido tamafio de los individuos la medicion se realiza en todos los
ejemplares en la zona abdominal mediante un colorimetro portatil Minolta Chroma

Meter CR-200 (Minolta, Osaka, Japan) (Fig.2.6).

Los parametros de color determinados directamente fueron la tonalidad rojiza de
la piel (a*), la tonalidad amarillenta de la piel (b*) y la luminosidad (L*) de acuerdo
con las recomendaciones de International Commission on Illumination, CIE (1976),
a partir de los cuales se obtuvo el color total (Hue) y la intensidad de color

(Chroma).

Figura 3.6. Medicién del color mediante un
colorimetro (Minolta Chroma  Meter CR-200,
Minolta, Osaka, Japan)
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3.4.2.- Evolucién del color

Se considero la puesta en marcha de una segunda prueba con la finalidad de
estudiar la evolucion del color de los animales y la aparicidn en su caso de un punto
de saturacion del color que pudiera dar mayor informacion sobre la fisiologia del
color en el caballito de mar objetivo. Para ello, al final del experimento anterior
(dia 102), se utilizaron los animales procedentes de uno de los tratamientos
anteriores, el LEA, dado que la respuesta de crecimiento y color fue similar a la del

resto de tratamientos, ademas que existia una mayor disponibilidad de alimento.

Para esta prueba se alimento a los caballitos de forma similar a lo anteriormente
descrito, considerandose como posible punto final de la prueba la obtencién de una
meseta o platd en los valores de coloracion, que representaria la maxima capacidad
de deposicion del color en este animal. Una vez alcanzada la meseta en su caso, se
pretendio la evaluacion de la posibilidad de reversidn del color en esta especie, para

lo que se continuaria en su caso la alimentacion con la dieta M.

3.5.- Determinacion de la evolucién de la composicion bioguimica

de Artemia tras su enriquecimiento con diferentes enriquecedores.

Considerada la importancia de la “ongrown” Artemia como vehiculo para la
incorporacion de determinados nutrientes en los caballitos de mar, se puso en
marcha una tercera prueba experimental orientada en este sentido, con el objetivo
de colaborar al esclarecimiento de la dindmica digestiva de la Artemia. En este

experimento se determind la evolucién de las concentraciones de determinados
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nutrientes en Artemia adulta durante el proceso de enriquecimiento con distintos

enriquecedores.

3.5.1.- Enriquecedores

Para esta prueba se utilizaron cinco tratamientos con enriquecedores diferentes

(Tabla 3.3):

-(S): Tratamiento Control; DHA Easy Selco® (INVE, Belgica) (0.6g/) como

enriquecedor de rutina para caballitos de mar (Otero et al., 2012)

- (SK03): Una mezcla de 0.6g/l de Selco® con 0.3 g/l de aceite de krill Superba™

(Aker BioMarine AS, Noruega).

- (SK06): Una mezcla de 0.6g/1 de Selco con 0.6g/l de aceite de krill.

- (SM03): Una mezcla de 0.6g/l de Selco con 0.3 g/l de aceite de mejillon.
- (SM06): Una mezcla de 0.6g/l de Selco con 0.6¢g/l de aceite de mejillon.

Tanto el Selco como el aceite de krill son productos comerciales, pero el aceite de
mejillon fue extraido en el laboratorio a partir de mejillones congelados de la
especie Mytilus galloprovincialis. Para ello se siguié el procedimiento siguiente:
los mejillones fueron cortados en pedazos pequefios y secados en estufa ventilada
a 38°C durante 48h. Una vez secos, se trituraron y extrajeron los lipidos con
cloroformo (3/1g muestra/L por 3 veces consecutivas) mediante una bomba de
vacio, para finalmente obtener el extracto graso y eliminacion del disolvente con

ayuda de un rotavapor en un bafio termostatico a 30°C.
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Tabla 3.3. Dietas experimentales y sus correspondientes nomenclaturas

Dieta

Enriquecedor

S
SK06
SKO03
SMO06
SMO03

0.69/1 de Selco
0.69/1 de Selco + 0.6g/1 de aceite de krill
0.69/1 de Selco + 0.3g/l de aceite de krill
0.6g/1 de Selco + 0.6¢g/l de aceite de mejillon
0.69/1 de Selco + 0.3g/I de aceite de mejillon

3.5.2.- Disefio experimental

Tras obtener la biomasa deseada de Artemia adulta, segun lo descrito en el

apartado 2.1.2, con un tamafio de 8.81 £ 0.95 mm, la Artemia se lavo y dividi6 en

45 contenedores (9 por tratamiento) de 1 litro de capacidad cada uno con aireacion

fuerte (Fig. 2.7). Se utilizaron cincoenriquecedores diferentes (citados en el

apartado 2.3.2).

Figura 3.7. Recipientes de 1l en los que se realizd el enriquecimiento de la Artemia con

distintos productos.

Se tomaron muestras de Artemia de cada uno de los tratamientos al inicio de la

prueba y posteriormente cada hora hasta las 8 horas, y una Gltima muestra tras 24
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horas de enriquecimiento. Las muestras obtenidas se enjuagaron con agua destilada,
eliminando previamente el exceso de agua con papel secante y finalmente se

congelaron hasta -80°C para su posterior analisis bioquimico.

3.6.- Determinacion del efecto sobre el color del caballito de mar
(H. hippocampus) por el enriquecimiento de Artemia con aceites

conteniendo diferente fuente de pigmentos.

3.6.1.- Animales experimentales

El experimento se realizd con caballitos de mar de la especie H. Hippocampus
nacidos en cautividad en las instalaciones del PCTM. Los ejemplares utilizados en

el experimento tenian un peso medio de 1.47+0.66g.
3.6.2.- Dietas

En el experimento se utilizaron tres dietas diferentes, a base de Artemia sp. adulta,
producida en las instalaciones de Taliarte segun la metodologia descrita
anteriormente en el epigrafe 2.1.2 y enriquecida con diferentes productos que se
detallan en la Tabla 3.4. Estos enriquecedores fueron preparados segun la

metodologia descrita en el apartado 3.4.1.
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Tabla 3.4. Dietas experimentales y sus correspondientes nomenclaturas.

Dieta Enriquecedor

S 0.69/1 de Selco

SK06 0.69/1 de Selco + 0.6g/1 de aceite de krill
SMO03 0.6g/1 de Selco + 0.3¢/l de aceite de mejillon

3.6.3.- Creacion de software especifico para la determinacion del color en

peces mediante el andlisis de imagen

El método no invasivo utilizando imagenes digitales del cuerpo del pez se
desarroll6 con la ayuda de un grupo de expertos en Biologia Computacional de la
universidad de South Bohemia. Esta aplicacién maneja la carga de computacion y
el consumo de memoria de grandes archivos de entrada, optimizando el
procesamiento y el andlisis por tramos con la relacion tiempo/memoria de céalculo.
La aplicacion permite la comparacion de las distribuciones de color de varios
experimentos y diferentes espacios de color (RGB, CIELab), pudiendo comparar la
representacion de mdltiples variables. Para llevar a cabo esta aplicacion era
necesario conocer la funcion de calibracion de color y la capacidad de respuesta de
la camara utilizada (CANON EOS 650D). Es por ello que se utiliz6 una guia de
color Pantone, de la cual se sacaron multiples fotos para conocer la calibracion de
la camara y poder generar las formulas y cddigos necesarios para el desarrollo de
la aplicacion que recibié el nombre FISCEApp (FIsh Skin Color Evaluation
Application) (Urban et al.,2015). Software que tiene la ventaja de que puede ser
utilizado con cualquier cdmara convencional y actualmente se encuentra libre en la

red (http://auc.cz/software/index4.htm).
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3.6.4- Disefio experimental

El experimento se llevé a cabo por triplicado por tratamiento utilizando cuatro
animales por acuario. Durante el experimento se realizaron 4 muestreos entre los
dias 0 y 90, dia en que se considero la finalizacion del experimento tal y como se
habia preestablecido en funcién de los resultados previos. En cada muestreo se
controld el peso y el color tal y como se describe en el apartado 2.2.3, y ademas se
tomaron iméagenes de todos los individuos con una cdmara Canon EOS 650D
provista con un objetivo Sigma de 50mm (Sigma, Ronkonkoma, USA). La camara
fue calibrada en el area de muestreo realizando un balance de blancos manual con
la ayuda de una tarjeta de balance de blancos (Novoflex Controlcard, Memmingen,

Germany).

Para el analisis colorimétrico se utilizé un colorimetro Minolta Chroma Meter
CR-400 (Minolta, Osaka, Japan). Se trata de un utensilio portatil disefiado con un
angulo geométrico de difusiéon de la iluminacién de 0° Este método ilumina la
muestra desde todas las direcciones y recibe la luz reflejada verticalmente desde la
superficie de la muestra. Para ello se utiliza una bombilla de xendén de pulso de
descarga, la luz atraviesa una cadmara de difusion, posteriormente pasa a través de
un disco difusor y se refleja en el objetivo. Finalmente la luz reflejada verticalmente
es detectada por unas fibras dpticas de medicion. EI hecho de que recoja la reflexion
a 0° permite que el instrumento sea lo méas cercano a la vision normal y puede ser

utilizado sobre diferentes objetivos (Fig. 2.8).
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llluminant measurement fiber Specimen measurement fiber
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Figura 3.8. Funcionamiento del colorimetro Minolta CR-400 (Fuente:
manual Minolta CR-400)

El colorimetro estaba provisto con un cabezal CR-A33d que posee un disco de
vidrio de 22mm de diametro. Antes de comenzar las medidas el aparato fue
calibrado mediante una placa de calibracion CR-A43 y los valores D65 (y=93.8;

x=0.3156; y=0.3319).

Para llevar a cabo el analisis de imagen, se utilizé la aplicacion FISCEAPP (Fig.
3.9) (Urban et al., 2015). Esta aplicacién es capaz de eliminar el ruido de la imagen
al ignorar los reflejos debidos a la iluminacion y aportarnos los valores mas

relevantes como son el color en diferentes espacios (RGB y La*b*).
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Figura 3.9: Se muestra un ejemplo de los datos de salida del software FISCEAPP con la imagen
recortada y segmentada de un pez payaso, Y la distribucién del color en el cuerpo del pez.
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3.7.- Andlisis bioquimicos

Se realizaron analisis bioquimicos por triplicado de cada una de las presas, para
lo que se recogieron dos muestras de cada una de ellas y se form6 un “pool”.
Ademas, dos caballitos al inicio de cada experimento y dos caballitos de cada
acuario al final de los mismos, fueron sacrificados sumergiéndolos en agua y hielo
durante cinco minutos, habiendo sido previamente anestesiados con aceite de clavo
a una concentracion de 0.04 ml/l. Este procedimiento de sacrificio ha sido
considerado como adecuado por el Comité Etico de Bienestar Animal de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC) en 2011. Tras el sacrificio
los caballitos fueron clasificados en bolsas individuales, y junto con las dietas se
almacenaron a -80°C, hasta el momento de realizar los analisis, momento en el que

se formaron "pool"” de muestras de cada acuario.
3.7.1.- Determinacion de humedad y cenizas

Se siguid el Método Oficial de Analisis de la Asociacion de Quimica Analitica
Oficial de Estados Unidos (AOAC, 2010), pesandose cantidades conocidas de
muestra en crisoles y se pusieron en una estufa a 100° hasta peso constante, 24 horas

normalmente, calculando la humedad mediante la siguiente férmula:

% humedad = @ X 100,

i
siendo P; el peso humedo y Ps el peso seco de la muestra.
Para calcular el peso seco se utiliza la siguiente ecuacion:

% p.f.

x 100,
100-%H

% p.s.=
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siendo % p.s. el porcentaje de peso seco del pardmetro que queremos calcular, H
la humedad calculada con anterioridad y p.f. el peso fresco del parametro a

transformar.

Para calcular el contenido en cenizas, una vez pesada la muestra y calculada la
humedad se introducia en el horno MUFLA a 600° hasta peso constante,
normalmente 24 h. Una vez enfriado el crisol se pesaba y calculaba el contenido en

cenizas con la siguiente ecuacion:

%cenizas = (P”;—_PC) x 100,

m

En la que Pcc es el peso del crisol con las cenizas, Pc es el peso inicial del crisol

y Pm es el peso fresco de la muestra
3.7.2.- Determinacién de proteinas

Para realizar la determinacion de la proteina bruta de nuestras muestras se utiliz6
el método Kjendahl (AOAC, 2010) que permite calcular la cantidad de nitrégeno

total de la muestra.

En primer lugar se digiere la muestra a 400°C en acido sulfurico y en presencia de
un catalizador en una manta calefactora (Tecator Digestor 20, Foss, Sweden). Tras
la digestion se afiade hidréxido sédico (NaOH) en exceso y se destila mediante un
destilador (Kjeltec 2100 Destillation Unit, Foss, Sweden), el amoniaco liberado en
acido borico, para ser posteriormente valorado con acido clorhidrico HCI 0.1N. La

ecuacion para calcular el nitrogeno liberado es la siguiente:

(V=P)XNx14.007X6.25
M

% proteinas = x 100,
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Enla que V es el volumen de HCI (ml) utlizado en la valoracion, P es el volumen
de HCI consumido por el patron, N es la normalidad del HCIl y M es el peso de la

muestra en miligramos.
3.7.3.- Determinacion de lipidos

Los lipidos totales se analizaron siguiendo el método de Folch et al., (1957). El
método consiste en la extraccion de los lipidos en cloroformo-metanol (2:1),
afiadiendo una solucion de cloruro potésico (KCI) para aumentar la polaridad de la
fase acuosa. Una vez separados por decantacion, se evapora la muestra y se seca

para calcular el porcentaje de lipidos totales mediante la siguiente ecuacion:

_ %bpf.
% p.s.= mx 100,

en la que L son los gramos de lipidos de la muestra y M los gramos de la muestra.

Los lipidos totales extraidos son transesterificados (Christie, 1982) para la
identificacion de &cidos grasos y cuantificacion mediante cromatografia de gases
(Izquierdo et al., 1990).Para ello se les afiade a los lipidos totales una vez llevados
a sequedad 1ml de Tolueno con butilhidroxitolueno (BHT) y 2ml de
Metanol:Sulfarico (1%), se agita, se llena el tubo con N, se sella y se deja
incubando durante 16 horas a 50°C en oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo
se deja enfriar y se afiaden 3.5ml de agua ultra pura y 4ml de Hexano:Dietileter 1:1
con BHT al 0.01% vy se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos para extraer la

fase superior que contiene los ésteres.

Posteriormente se afiade bicarbonato potéasico (KHCO3), se agita, centrifuga y se
vuelve a extraer la fase superior, para finalmente evaporar, rediluir en 1-2ml de

hexano, se filtra con un Sep-pack, se evaporan a sequedad, se rediluye y se
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identifican y cuantifican en un cromatografo de gases (Focus GC, Thermo

Scientific, England)
3.7.4.- Determinacion de pigmentos

La extraccion de los pigmentos se llevé a cabo segun la metodologia descrita por
Schiedt y Liaaen-Jensen. (1995). Se realiza la extraccion de los carotenoides de las
muestras mediante acetona. Con hexano y agua se realiza una separacion por
decantacion y la fase obtenida es filtrada y evaporada para su posterior valoracién
en el espectrofotometro (Evolution 300, Thermo scientific, England) a 470 nm, una
vez rediluidos los pigmentos en un volumen de hexano conocido. Con los datos
obtenidos se calcula la concentracidn de carotenoides expresados como equivalente

de astaxantina:

AbsxVx10000

HII9 = — 0

donde Abs es la absorbancia y V el volumen con el que se rediluyeron los

pigmentos extraidos.
3.8.- Analisis estadistico

Para analizar los datos de los distintos experimentos, en primer lugar se hizo una
prueba para confirmar la normalidad y homogeneidad de los datos. Para analizar
los resultados de bioquimica se utilizd un analisis de la varianza de un factor
(ANOVA), utilizando el programa estadistico (SPSS para Windows 11.5; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Para observar posibles diferencias en el crecimiento de los
caballitos de mar y en su coloracion se realizaron analisis de la varianza con factores
multiples de medidas repetidas (MANOVAR) utilizando el programa estadistico

(SPSS para Windows 11.5; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Y finalmente, en el
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ultimo experimento, ademas de un MAENOVAR se aplico un analisis de
componentes principales (PCA) a los datos obtenidos del software FISCEAPP. El
PCA se llevd a cabo mediante el programa estadistico Unscrambler X (CAMO

Software AS; OSLO, Noruega).
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Aquaculture Nutrition

4.1.- Abstract

The short-snouted seahorse (Hippocampus hippocampus) is a benthic fish that
bases its survival on camouflage with the environment; therefore, both in wild and
in captivity specimens, differences in coloration have been observed. This study
was conducted to study the effect of five different diets, based on Artemia and
frozen mysis, on fish survival, growth, skin colour parameters and biochemical
composition. After 102 days of feeding different diets, no effect was observed on
fish survival, growth, protein, ash or humidity content, except for colour changes
on yellow and red fish. Differences on seahorse lipid and total carotenoids content
were obtained in the experiment because of experimental diets. Fish eating Artemia
showed the highest colour pattern response during the trial, with a maximum
yellowness attained of 21. Additionally, a plateau of the skin colour expression for
Artemia-feeding fish was reached on day 180. A reversion of the yellowish skin

colour was determined after a change of diet.
4.2- Resumen

El caballito de mar de hocico corto (Hippocampus hippocampus) es un pez
bentonico que basa su vida en el camuflaje con el entorno, por lo tanto, ya sean
individuos silvestres o en cautividad, se han observado diferencias en su coloracion.
Este estudio se ha llevado a cabo para estudiar el efecto de 5 dietas diferentes,
basadas en Artemiay mysis congelados, en la supervivencia, crecimiento,
parametros de coloracion de la piel y composicion bioquimica. Después de 102 dias

alimentados con las diferentes dietas, no se observd ningun efecto en la
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supervivencia, crecimiento y contenido de proteina, ceniza, humedad, pero si en el
color rojo y amarillo de los peces. Se obtuvieron diferencias en el contenido de
lipidos y carotenoides totales, por la alimentacion con las diferentes dietas
experimentales. Los peces alimentados con Artemia mostraron la mayor respuesta
de patron de color durante la prueba, alcanzando una coloracion amarilla de 21.
Ademas, los peces alimentados con Artemia, alcanzaron una meseta de la
expresion del color en la piel en el dia 180. Se determind una reversion del color

amarillo de la piel de los caballitos tras cambiar la dieta.
4.3.- Introduction

All seahorse species have been included in Appendix Il of the Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES 2002)
(Gonzalez et al., 2006), due to the status of natural populations. Between the 40
species spread over the world, short-snouted seahorse (Hippocampus hippocampus)
has referred in Canary Islands (Molina et al., 2007). Several field studies have
pointed out the decrease in seahorse populations, in the Canary Islands (Bortone et
al., 1991; Otero-Ferrer et al., 2012), Mexico (Baum et al., 2003) and Brazil (Rosa
et al., 2005) mainly due to habitat loss. Reproduction in captivity is considered as
one of the solutions to reduce the pressure on wild stocks by fishing bycatch and
ornamental business operations (Otero-Ferrer et al., 2010). Many experiences about
seahorse culture have been done on culture conditions and reproduction success
(Woods 2003; Woods and Valentino 2003; Zhang et al., 2010; Palma et al., 2011),
most of them without considering nutrition as an important factor affecting fish

development.

72




STUDY I

A special behaviour of these species in nature is their availability to change the
colour of their skin to blend with the environment (Foster and Vincent 2004). Fish
skin colour, on the other hand, is of great importance from the commercial point of
view, being directly associated with fish acceptance and market value (Wabnitz et
al., 2003). Fish are not able to synthesize carotenoids de novo (Goodwin, 1984), so
they must be supplemented in their feed to promote the characteristic fish skin
colours. Specimens of H. hippocampus in the wild feed on mysis, amphipods and
copepods (Kitsos et al., 2008). In captivity, although mysis (Woods, 2005) and
amphipods (Murugan et al., 2009) are currently used, seahorses are mainly fed on

enriched Artemia (Job et al., 2002).

Regarding ornamental fish, colour can be mainly controlled by genetics
(Gomelsky et al., 1996; David et al., 2004; Shi et al., 2010) and food intake (Wallat
et al., 2005; Kop and Durmaz 2008; Ho et al., 2013). Studies conducted in recent
years search for different sources of pigments. Some of them use synthetic pigments
such as astaxanthin, purified pigments (cantaxanthin or b-carotene) (Baron et al.,
2008; Kop and Durmaz, 2008; Yasir and Qin, 2010; Ho et al., 2013) or other kind
of flours, such as, marigold petal flour, turmeric flour or microalgae powder (Baron
et al., 2008; Ezhil et al., 2008). Some other experiments have observed that light
intensity and tank colour can affect the colour expression (Yasir and Qin 2009a, b).
Recent studies have referred to seahorses, one of them focused on seahorse’s skin
colour blend towards substratum colour (Lin et al., 2009a), and another one relating
colour changing with the aquarium ambience (Qin et al., 2012). To our knowledge,
no one paper has reported data about the effect of the diet on adult seahorses’ body

coloration.
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The aim of the present study was to determine the influence of different diets in
H. hippocampus growth and fish body biochemical composition and to determine

their capability to change colour depending on the diet.

4.4.- Materials and methods

Seahorses and culture conditions Seventy-five captive bred (in our facilities)
seahorses with a mean weight of 1.22+0.45 g were used. All of them came from the
same broodstock and were individually identified by visible implant fluorescent
elastomer (VIFE; Northwest Marine Technology, Inc., Shaw Island, WA, USA).
Seahorses, five fish per aquarium, were randomly distributed in fifteen 34.96 L
glass aquaria (23 x 40 x 38 cm). They were maintained with a 10 h light/14 h dark
photoperiod (T5 tubes, 24 W and 10 000K; AquaMedic, Bissendorf, Germany).
Throughout, the experiment tanks were provided with physical (Riff 500;
Aguamedic, Bissendorf, Germany) and UV (TR 10 series, Teco, Ravenna, Italia)
prefiltered natural seawater, with a daily renewal rate of 100 ml L%, Each aquarium
had a 30 L h* flow rate, 23.52 +1.31 °C and 8.05 + 1.13 mg L™* of dissolved oxygen,

and each tank had aeration.
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4.4.1.- Diets and feeding

Five different diets were prepared and tested in triplicate groups of seahorses for

102 days:

1- LEA, control diet consisted of live Artemia enriched in Easy DHA Selco®

(INVE, Dendermonde, Belgium) (24 h of enrichment, 0.6 g L™%).

2- FEA, frozen Artemia previously enriched in Easy DHA Selco® (24 h of

enrichment, 0.6 g LY).
3- M, frozen commercial mysis (Ocean Nutrition™, Essen, Belgium).
4- SEM, commercial Mysis supplemented with Easy DHA Selco® (80 mg g?).

5-CEM, commercial mysis supplemented with Cyclo-peeze® (Argent

Laboratories, Redmond, WA, USA) (20 mg g}).

The proximate composition and total carotenoid content of the five diets are
shown in Table 4.1. Seahorses were fed with 1 g day™* on the correspondent diet at
two rations of 0.5 g each (09:00 and 14:00) and 6 days per week. Feeding ratio was
maintained at approximately 150 mg g of the total biomass along the entire trial
according to others authors’ recommendations (Woods and Valentino, 2003;
Woods, 2005; Palma et al., 2008). Seahorse feeding behaviour was observed and

recorded during feeding in order to determine any differences in diets acceptance.
4.4.2.- Sampling and colour measurement

Whole body mass (Job et al., 2002), total length (Lourie et al., 2004) and skin
colour parameters were measured in all seahorses at the beginning of the experiment

and after 20, 40, 60 and 102 days feeding to evaluate standard growth rate (SGR),
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feed conversion (FC) and colour change during the trial. At the end of the
experiment, seahorses fasted for 1 day. Two individuals (male and female) of each

aquarium were sacrificed and stored at -80 °C prior to proximate analysis.

Colour measurement was taken from the left abdominal area using a portable
colorimeter (Minolta Chroma Meter CR-200; Minolta, Osaka, Japan). The colour
parameters directly determined were redness (a*), yellowness (b*) and lightness
(L) in accordance with the recommendations of the International Commission on
Illumination (CIE 1976), from where the overall colour [Hue; Hab = arctan (b*/a*)]
and the intensity of the colour [chroma; Cab = (a*2 + b*2)] the intensity of the

colour [chroma; Cab = (a*2 + b*2)]were calculated from a* and b* (Hunt 1977).

Table 4.1.Proximate composition (g 100g* wet weight) and total carotenoid (ug g*) content of five
experimental diets.

LEA FEA M SEM CEM
Crude protein 4.74+0.12¢ 5.61+0.33¢ 9.55+0.65%  7.59+0.89° 10.23+0.22
Lipids 2.02+0.05°  1.40+0.12°¢ 0.98+0.03¢ 6.12+0.132 6.62+0.62
Ash 0.07+0.01 0.53+0.03  1.48+0.16 0.98+0.15 1.62+0.07
Moisture 93.18+0.022 91.48+0.04° 90.13+1.47¢ 87.10+0.17¢ 86.30+0.124

Carotenoids(ug g') 4.82+0.9820  3.17+0.37¢ 3.98+0.24P¢ 3.91+0.92bc 6.26+1.062

Means with a common letter denote no significant differences.

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysis; SEM, Selco Enriched
Mysis; CEM, Cyclop-eeze Enriched Mysis.

At day 102, the launch of a second test was considered in order to study the
evolution of animal colour and the possible appearance of a plateau for skin colour
saturation, using the nine fish remaining from the LEA diet. For this test, seahorses
were continuously fed with LEA diet according to the described methodology (0.5

g, twice a day) until an endpoint of the expected colour saturation was observed.
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Once reached the expected colour saturation, diet was changed to M diet in order

to know about possible skin colour reversion in this species.
4.4.3.- Biochemical analysis

Diet and whole seahorse body composition were analysed for protein, moisture
and ash content according to AOAC (2010). For total lipid extraction Folch et al.
(1957), procedure was used. Carotenoids were extracted from samples according to
Barua et al. (1993). For carotenoid quantification in n-hexane, the absorbance was
read at K = 470 nm using Ei%, 1 cm = 2100 (Britton, 1995) and expressed as

astaxanthin equivalent using the following equation:
Mg g sample = 10 000 *V * A/W* E19;1cm
Where V is the total volume of the extract (mL), W is the weight of the sample
(9), A is the absorbance and E1%, 1 cm is the extinction coefficient in n-hexane.
4.4.4.- Statistical analysis

All data were tested for normality and homogeneity of variance. To study the
effect of the diets on growth, a multivariate method MANOVAR with two fixed
factors, time and diet, was used. Differences in biochemical composition between
groups were determined by one-way ANOVA, using Tukey’s test for multiple
comparisons. All statistical analyses were tested at 0.05 significance level using the

SPSS statistical package (SPSS for Windows 11.5; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
4.5.- Results

All diets were well accepted by seahorses since the start of the trial although those
fed on LEA diet showed a greater voracity. After 102 days, no significant

differences (P > 0.05) in length or weight between diets were found (Table 4.2).
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The observed fish mortality for all treatments was 17%, being LEA the only diet
without deaths. Biochemical analysis (Table 4.3) showed no difference between
treatments in protein, ash or moisture content, but showed two different levels of
body lipid content, higher for the diets containing mysis and lower for the diets
based on Artemia. On the other hand, the body lipid content was directly related
(r>= 0.85) with seahorse weight (Fig. 4.1) and not related with dietary lipid content

(r? =0.017; P > 0.05).

Table 4.2. Fish growth responses parameters at the end of the experiment.

LEA FEA M SEM CEM
Weight (g) 1.27+0.2 1.28+0.28 1.34+0.5 1.14+0.35 1.32+0.3
Length (cm) 8.38+0.72 8.63+0.65 8.29+0.63 7.94+0.72 8.35+0.55
SGR 0.00+0.12 -0.1940.13 0.07+0.12 -0.03+0.06 0.04+0.15
CF 0.66+0.14 0.68+0.11 0.58+0.10 0.73+0.17 0.65+0.14
Survival 100.00 73.33£11.55 66.67+23.09  53.33%+30.55 73.33£11.55

Means without letter denote no significant differences.

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysis; SEM, Selco Enriched
Mysis; CEM, Cyclop-eeze Enriched Mysis.

Table 4.3. Proximate composition and total carotenoid body content (g 100g* wet weight) of whole
fish at the end of the trial.

LEA FEA M SEM CEM
Crude protein 14.70+1.69 13.73+0.48 14.76+1.16 14.05+0.35 15.78+0.72
Lipids 0.46+0.09°  0.43+0.06° 0.75+0.162  0.5410.04%  0.54+0.072°
Ash 14.71+0.19 13.55+1.06 11.52+1.36 12.69+0.89 13.78+2.45

Carotenoids (ug g~ 19.45+0.83° 17.31+3.35°¢ 14.81+3.21¢ 14.99+1.79% 27.13+1.812
D)
Moisture 72.5345.81 70.91+1.23  71.17£2.28 72.13+1.02 67.48+1.02

Means with a common letter denote no significant differences.

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysis; SEM, Selco Enriched
Mysis; CEM, Cyclop-eeze Enriched Mysis.
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Figure 4.1. Relation between weight and % of lipids in seahorse whole body

Regarding colour change, yellow colour (b*) deposition was observed at high
extent, while the skin redness (a*) was not detected along the trail (Table 4.4).
Significant differences in total carotenoids whole body content were observed when
animals fed on different diets (P > 0.05) (Table 4.3), showing a direct relation
between carotenoids in diets and the respective whole body seahorse content.
Moreover, no relationship was found for fish body lipid and carotenoid content

(r=0.082) (Fig. 4.2).
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Figure 4.2. Total carotenoids in diets (black) and seahorses (grey).

The following chart (Fig. 4.3) shows the change of colour in seahorses fed on LEA
along the entire experiment. In the beginning of the experiment (day 0), a turning
point from which the yellowness (b*) decreased down to a point, while redness (a*)
behaved opposite. During the first 30 days of the experiment, there was a period of
adaptation to the new diet, where colour expression followed the above pattern and
elapsed this time, only a reversal of the expression was observed. Until day 102,
end of the main experiment (A), a clear increase in yellowness was observed, while
the levels of redness decreased. To know the timing colour evolution, feeding was
continued until a stable maximum, or plateau was observed at day 180 (B;
20.73£3.85). When the maximum was reached, diet was changed again from LEA
to M, showing again an inversion of red and yellow values in seahorses’ skin until

the last day of the experiment (C).
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Table 4.4. Fish color parameters at the end of the experiment.

I LEA FEA M SEM CEM

528t154 455+1.66 361+135 4.64+214 446+135 534158
9.10+3.45 13.94#4.53  15.05+6.64 11.63+517 10.48+3.41 1538+5.1
30.3742.52 32.9743.00 34.18+6.46 30.73+3.58 30.96+2.65 33.20+4.15

Hue 58.60+8.22 70.33%8.34% 7523+5.8% 66.73+9.43" 65.96+6.21° 70.29 +4.78%

Chroma  10.70+3.48 3.73:2.07 504519 3.16+227 3.32+2.34  4.83+3.83

Means with a common letter denote no significant differences.

I, Initial values; LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysis; SEM,
Selco Enriched Mysis; CEM, Cyclop-eeze Enriched Mysis.

25

20 \l/
15

am+m 3 (redness)

GEESED
10 b (yellowness)

-ty
L m-m--“------‘-----_ﬂ

0 50 100 150 200 250 300
Time(Days)

Figure 4.3. Variation of the mean values of a* (red) and b* (yellow) over time in seahorses fed live
enriched Artemia (LEA). End of main experiment (A), maximum accumulation reached (B) and end
of experiment (C).
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4.6.- Discussion

Throughout the history of seahorse culture, different diets have been used to feed
adult specimens, all based on different live or frozen preys such as amphipods
(Murugan et al., 2009), Artemia (Job et al., 2002; Otero-Ferrer, 2012), live or frozen
mysis (Woods, 2005; Otero-Ferrer et al., 2012), and fish meal (Thangaraj and
Lipton, 2008). In the present study, brine shrimp and mysis were chosen as they are
the prey most commonly used for feeding seahorses species, although it is known
that the nutritional Artemia profile both for adults and nauplii has nutritional
deficiencies for marine species (Binh, 2012), particularly in essential n-3 highly
unsaturated fatty acids (Conceicao et al., 2009). For this reason, these live feeds are
normally enriched with highly unsaturated fatty acids and rich lipid emulsions,
which in the digestive tract of the prey occupies a great volume of all of his own

body (Stottrup and McEvoy, 2003).

All diets were well accepted since the start of the trial with no differences in fish
growth responses. According to some other works done with same species, the lack
of differences in growth observed in the present assay could be related to the low
growth rate of seahorses as observed in other experiences with adult seahorses fed
on wild mysis, enriched Artemia (Otero-Ferrer, 2012) or frozen mysis (Woods,
2005). Moreover, H. hippocampus is a temperate-cold water species has a
metabolism slower than other seahorse species and with lower growth rate (with a
SGR around 0.5), as observed in the period of larval development for H.
hippocampus (Otero-Ferrer et al., 2010) compared with that for H. reidi (Hora and

Joyeux, 2009) and H. guttulatus (Palma et al., 2011).
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The body total lipid levels obtained in present study ranged between 1.23 and 3.10
g 100g™ wet weight, which are in agreement with those low values obtained by Lin
et al. (2008b) in adult specimens of other species. Furthermore, it has been observed
that the amount of lipids in adult seahorses (0.54+0.12%) is lower than in H.
hippocampus newborn (2.95+0.22%) (Otero-Ferrer et al., 2010), decreasing the
total lipid content in larvae from birth as the individuals grow, as also observed in
H. guttulatus by Faleiro and Narciso (2010). As other fish species, seahorses
generally showed fish biochemical composition directly related to diet composition
(Lee et al., 2002; Orban et al., 2007; Velu and Munuswamy, 2007), as seen with
lipids in present experiment, showing a higher lipid content in those seahorses fed
on diets with high lipid content. However, feeding diet M, with low lipid content
(0.98+0.03%), seahorses got the higher fat content (0.75+0.16). This may be due to
differences in quality of dietary lipids, better utilization of these lipids by this
species or a better diet digestibility, leading to a decreased lipid content of Artemia-

fed seahorses compared with those fed on mysis, in which content remains stable.

Regarding colour, it is well known according to other authors that there is a direct
relationship between total carotenoid content of the diets and the fish body
(Chebbaki 2001; Kalinowski et al., 2005), normally up to a maximum (Mukherjee
et al., 2009), and not always directly related with an increase in colour expression,
as observed in CEM (Fig. 4.2), as this character may vary between species and the
nature of the pigments (Baron et al., 2008). Additionally, not all fish species have
the same metabolic pathways for carotenoids (Chatzifotis et al., 2004). For
example, adding astaxanthin and cantaxanthin to discus fish diets improves green

and blue colours (Ako et al., 2000). In present experiment, a slight visual colour
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change could be observed, with an increasing of the yellowness in fish skin.
According to this observation, seahorses seem to present greater ability to
assimilate and express the yellow pigments respect to the red ones, although without
significant differences between Artemia and mysis diets which supposed to content
higher amount of red pigments. More specifically, in the case of seahorses fed on
CEM, high levels of astaxanthin were observed (Fig. 4.2), but seahorses expressed
yellow instead of red; which was also observed in yellowtail (Fujita et al., 1983;
Miki et al., 1985). As seen in other experiments, due to mortality, similar number
of fish per tank did not affect the observed differences in body colour (Van der Salm

et al., 2004).

Moreover, as it has been shown in other species, there is a feeding time to achieve
a maximum colour expression, as it has been shown in Pagrus pagrus with 120—
180 days (Kalinowski et al., 2007), and similar in the case of H. hippocampus with
proximately 180 days. Furthermore, it was observed that after a change of diet,
seahorse metabolism goes through a period of approximately 30 days, during which
they adapt to the new diet, as observed in the colour development. Likewise, as has
been reported for other species, H. hippocampus showed a capacity of colour
reversion that has been evident at 270 days, although from day 60, these changes

were already observed de visu.

In conclusion, this work has shown that although seahorse accepts different enriched
Artemia and mysis diets, no significant differences in growth were observed. The Selco
enriched mysis diet did not improve mysis utilization. But adding Cyclop-eeze to mysis
slightly improved growth and colour expression. Notable differences in fish biochemical

composition and skin colour response should be expected. Seahorse body colour can be
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visually modified by feeding different diets, as well as the whole body total carotenoids
content. The maintenance of a stable adult brine shrimp culture is a tedious task. We must
emphasize the importance of the good results obtained with frozen Artemia, therefore
facilitates the storage of the prey once enriched. Further studies should be performed in
order to better clarify the reported biochemical differences by feeding mysis or Artemia
and to study the effects of different parameters concerning light, ambience or different

type of carotenoids has on colour changes in seahorses.
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Aquaculture Nutrition

5.1.- Abstract

Little is known about the nutritional requirements of ornamental fish and the
effects, which they may have on fish histology. Because of this 45 young, captive-
bred seahorses (1.37g + 0.51) were randomly divided and put into fifteen, 35-litre,
glass aquariums. Three experimental diets were tested in triplicate: life enriched
Artemia (LEA); frozen enriched Artemia (FEA), and commercial Mysis (M).
Seahorses were fed twice daily, six days a week for 102 days throughout the
experiment. The body weight and length of the seahorses were measured every 20
days, and at the end of the experiment fish liver samples were taken for histological
studies. Biochemical analyses of the diets and the seahorses fed on the experimental
diets were recorded and the differences in the total lipid content in each of the three
diets were also observed, each reflecting their respective liver lipid content.
Seahorses fed with LEA treatment showed lipid vacuoles in the hepatocytes with
nuclei displaced to the periphery. Similar results were also observed in FEA fed
seahorses, but to a lesser extent. In contrast, the M fed seahorses were characterized

by having livers with lower size hepatocytes and centrally located nuclei.
5.2.- Resumen

Se sabe muy poco acerca de los requerimientos nutricionales de los peces
ornamentales y los efectos que pueden tener en los peces a nivel histol6gico. Debido
a esto 45 caballitos de mar jovenes (1.37g + 0.51) fueron divididos aleatoriamente
en 15 acuarios de vidrio de 35 litros. Tres dietas experimentales se probaron con

triplicados: Artemia viva enriquecida (LEA), Artemia enriquecida y congelada
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(FEA) y Mysis comerciales (M). Los caballitos se alimentaron dos veces al dia, seis
dias a la semana durante 102 dias de experimento. Cada 20 dias se tomaban medidas
de peso y longitud, y al final del experimento se tomaron muestras de higado para
su analisis histologico. Se llevaron a cabo analisis bioquimicos de las dietas y los
caballitos y se observard el contenido lipidico de las dietas y los caballitos
relacionandolo con el contenido de lipidos en el higado. Los caballitos alimentados
con LEA mostraron vacuolas lipidicas en los hepatocitos con el nucleo desplazado
a la periferia. Resultados similares se obtuvieron en los caballitos alimentados con
FEA, pero en menor medida. En contraposicion, los caballitos alimentados con M
se caracterizaron por tener un higado con hepatocitos de menor tamafio y con el

nucleo posicionado en el centro.
Key Words: seahorse, diet, liver, histology
5.3.- Introduction

The aquarium-related market makes millions of dollars around the world, not only
through living organisms, but also through feeds, and technology associated, etc.
Moreover, most live organisms involved in the marine aquarium trade, come from
the wild. Over the last number of years, the ever- increasing demand has boosted
the realization of research targeted at improving the production of ornamental
marine organisms (Olivotto et al., 2011). Although various studies have been
carried out by both non-professionals and commercial companies, closing the
biological cycle of some species has been achieved; however, their nutritional
requirements still remain unknown. Consequently, commercial diets do not respond

to the animals’ needs; this having been pointed out by most experienced aquarists.
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Besides, adverse physiological effects may result from the lack or excess of any

nutrient in the diet.

Nutritional imbalances can cause immunosuppression and make specimens more
likely to suffer other diseases. Thus, the lack of amino acids, fatty acids, essential
minerals or vitamins can cause various effects such as scoliosis, lordosis, gill
affections, etc. (Tacon, 1995). Similarly, it has been observed in several studies
carried out on fish for human consumption that an excess of fat in diets can lead to

liver abnormalities (Caballero et al., 2004).

The liver is considered one of the first organs to identify histological biomarkers
because of its central role in many metabolic functions, such as protein synthesis,
accumulation of metabolites (Au, 2004), resulting from the widespread research
which has been conducted concerning the effects of different types of oils on the
morphology and fat deposition in the liver of many fish species (Bell et al., 2001;
Caballero et al., 2004; Ruyter et al., 2006). Lipid metabolism occurs mainly in the
liver, and therefore imbalances of fatty acids in the diet could modify its
morphology and may result in steatosis: an accumulation of lipids as vacuoles in

the liver.

In recent years, some experiments have been conducted using various ingredients
for the specific diet formulation for ornamental fish such as the Koi carp (Cyprinus
carpio) (Vijayagopal et al., 2008), the Striped Damsel (Dascyllus aruanus)
(Vasudhevan et al., 2009) or swordfish (Xiphophorus helleri) (James and Sampath,
2004). Moreover, the effect of a specific nutrient on certain factors such as growth,
larval survival, and colour enhancement was tested on some species. For example,

marigold petal meal was added to the swordfish diet to improve its pigmentation
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(Ezhil et al., 2008); Langroudi et al.,(2009) used enriched Artemia and vitamin C
in order to improve the spawning in angelfish (Pterophyllum scalare); Sealey et al.
(2009) tested different sources and amounts of protein in Neon Tetra
(Paracheirodon innesi) diets. Nevertheless, knowledge of ornamental species is
below that of fish for human consumption (Fraser et al., 2009) and the requirements

of most ornamental species remain unknown.

On the other hand, some fish species that are visual predators, such as seahorses
(Job et al., 2002; Woods, 2005) and do not accept dry food should be fed with live
or frozen prey. Besides, all seahorse species have been included in Appendix Il of
the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora (CITES 2002) (Gonzalez et al., 2006), due to the status of populations in the
wild. Therefore reproduction in captivity is considered as one of the potential
solutions aimed at reducing the pressure on populations in the wild (Otero-Ferrer et
al., 2010) and respond to increasing demand in ornamental trade. If these fishes are
provided with the necessary nutrients, the results become more complex and
thereforetheir prey should be enriched in some way (Gonzalez et al., 2003; Olivotto
et al., 2006; Palma et al., 2011). Usually these enriched products provide very
specific elements (fatty acids, minerals, vitamins, amongst others), and can cause
deficiencies in other nutrients. Although the effects of different enriched prey
concerning survival, growth and reproduction (Otero-Ferrer, 2012) have been
studied within these species, the consequences the diet has on the digestive tract in
these organisms are still unknown. The aim of this study is to observe the effects of

different diets on the health of the seahorse (Hippocampus hippocampus), focusing

92




STUDY Il

mainly on fatty acid analysis and histological analysis of the seahorse’s digestive

system.

5.4.- Materials and methods
5.4.1.- Seahorses and culture conditions

The experiment was conducted at the facilities belonging to the Parque Cientifico
Tecnologico Marino (PCTM) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
(Spain). Forty-five captive-bred seahorses (H. hippocampus) were used, with an
average weight of 1.35 + 0.42g. The seahorses were divided into 9 aquariums with
a capacity of 34.96 | (23 x 40 x 38 cm), five animals per aquarium, each of them
provided with holdfast elements. The aquariums were supplied with pre-filtered
seawater, using physical and biological filtration (Riff 500, AgquaMedic,
Bissendorf, Germany) and sterilization by ultraviolet rays (UV) systems (TR 10
series, Teco, Ravenna, Italy). The inlet flow to the tanks was 301/h and water was
maintained throughout the experiment to 23.52 + 1.31°C and 8.05 + 1.13 mg L-1
of dissolved oxygen, with a photoperiod of 10 hours of light / 14 hours of darkness
(T5 tubes, 24w and 10000K; AguaMedic, Bissendorf, Germany). Temperature, pH,
salinity and aquaria water levels were monitored twenty-four hours a day and
controlled by PC (AT-Control System, AquaMedic, Bissendorf, Germany © of

North America)
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5.4.2.- Diets and feeding

Three different diets were prepared and tested in triplicate groups of seahorses for
102 days. A control diet based on “Live 24 hours Selco® (INVE, Dendermonde,
Belgium) Enriched Artemia (LEA)”, a second diet based on “Frozen 24 hours
Selco® Enriched Artemia (FEA)”, and a third diet of “Frozen commercial mysids
(Ocean Nutrition™, Essen, Belgium) (M)”. For the grown Artemia, Artemia cysts
(INVE, Dendermonde, Belgium) were hatched in 5l tanks at a temperature of
27+1°C. Subsequently nauplii were transferred to 50I fiberglass tanks with strong
aeration and a temperature of 21 + 1°C. They were fed for 29 days with 2g daily of
a mixture of Origo, yeast and Nannochloropsis sp. powder. The approximate
composition is shown in table 1 and fatty acid profile is shown in Table 2, where
high levelsof monogenic fatty acids in both Artemia diets (LEA and FEA) can be
observed. Seahorses were fed with 1g per day (around 15% of the overall biomass)
in the corresponding diet; two equal meals (09:00 and 14:00) per day and 6 days
per week. The feeding ratio was maintained around 15% of the overall biomass
throughout the whole trial following the recommendations by other authors (Woods

and Valentino, 2003; Woods, 2005; Palma et al., 2008; Segade et al., 2014).

Table 5.1. Biochemical composition (g kg wet weight, media * standard deviation) of
experimental diets

LEA FEA M
Crude protein 47.4+1.2 56.1+3.3 95.5+6.5
Total lipid 20.2+0.5 14.0+£1.2 9.8+0.3
Ash 0.7£0.1 5.3+0.3 14.8+1.6
Moisture 931.8+0.2 914.8+0.4 901.3+4.7

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysids
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5.4.3.- Sampling

During the experiment 5 sampling periods were performed between days 0 and
102. Thus, weight and length (Lourie et al., 2004) measurements of all the seahorses
were taken at the beginning of the experiment and on days 20, 40, 60 and 102.
Besides, six individuals from each diet-group (two per aquarium) were randomly
sacrificed on day 102 for ensuing analysis of the whole fish, and whose samples
were stored at -80°C until a later corresponding date. Moreover, at the end of the
experiment three seahorses from each diet-group were sacrificed for histological

analysis.
5.4.4.- Biochemical analysis

Diets and entire seahorse body composition were analysed in triplicate for their
total lipid content (Folch et al., 1957) and fatty acid methyl esters according to the

methodology described by (Christie, 1982; Izquierdo et al., 1990).
5.4.5.- Histological analysis

Dissection was performed to extract the liver and gastrointestinal tract, which in
turn, was divided into the anterior, middle and posterior intestine. The samples were
conserved in 10% buffered formalin. For processing, the samples were dehydrated
in alcohol gradients with a tissue processor (Jung Histokinete 2000, Leica,
Germany), embedded in paraffin using an automatic dispenser (TES 99, Ponder,
Sweden) and the blocks were cut with a microtome (Jung Autocut 2055, Leica,
Germany) at 5 microns. The sections, which were obtained, were then stained with

hematoxylin-eosin (Martoja and Martoja-Pierson, 1970).

95




STUDY Il

The sections were examined and compared under a microscope (Olympus CX41,
Olympus, Japan) and photographed with a lens (Olympus CX30, Olympus, Japan).
During the observations, special attention was paid to the structure of hepatocytes

and the presence of lipid absorption in enterocytes.
5.4.6.- Statistical analysis

Firstly, all data were tested for the normality and homogeneity of variance using
the Kolmogorov-Smirnov and Levene test (P <0.05), respectively (Zar, 2009).
When necessary, data were processed to obtain a homogeneous variance.
Differences between the seahorses fed on the three different diet groups were
determined by one-way ANOVA, using the Tukey test for multiple comparisons.
In all statistical analysis a significance level of 95% was tested by using a SPSS

15.0 statistical analysis pack.
5.5.- Results

After 102 days, no significant differences (p > 0.05) in length or weight between
the diets were found as observed by Segade et al. (2014). The biochemical
composition of the diets used is shown in Table 1 and 2. Referring to the
composition of the seahorses as a whole, no significant differences were found
amongst the animals fed on different diets in crude protein, ash and moisture
contents at the end of the experiment (p > 0.05). However regarding the whole body
lipid content, two groups were observed (Table 3): one of them showed
significantly higher values for specimens fed on the mysid-based diet (Treatment
3) and a second group with lower values for Artemia-based diets (Treatments 1 and
2). Moreover, the lipid content of the seahorses was directly related (r? = 0.96) with

their weight (Fig. 1), without any relationship with the lipid content of the diet.
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Figure 5.1. Relation between lipid percentage in seahorses and their weight (p<0.05)

Table 5.2. Fatty acid composition (g kg™ of wet weight) and their main relation in the three

different diets.

AA

DHA
EPA
Linolenic

Linoleic

LEA

20.6
60.4
103.7
60.7
118.3
229.3

FEA

20.9
83.5

102.2

50.4

114.4
230.7

EPA/DHA
Oleic/DHA
Oleic/n-3HUFA
n-3/n-6

PUFA n-3+ n-6

1.62
40.19

1.74

41.34

32.89

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M,
Mysis; AA, Araquidonic Acid; DHA, Docosahexaenoic Acid; EPA,
Eicosapentaenoic Acid
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Table 5.3. Biochemical composition (g kg™ of fatty acid wet weight; media + standard deviation)
of seahorses fed on the different experimental diets.

LEA FEA M
Crude protein 147.0+16.9 137.3+4.8 147.6+1.6
Total lipid 4.6+0.9° 4.3+0.6° 7.5+1.6°
Ash 147.1+1.9 135.5+10.6 115.2+13.6
Moisture 725.3+58.1 709.1+12.3 711.7+22.8

Means with a common letter denote no significant differences (p<0.05)

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M, Mysis

Regarding the fatty acid profile of the seahorses, there were significant differences
in the content of oleic and linolenic acids and DHA between seahorses fed on
different diets (Table 4), being DHA the only fatty acid, which related to the diets
they had been fed on. Levels were significantly higher (p> 0.05) for those seahorses

fed on LEA.
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Table 5.4. Analysis of variance (ANOVA) of the main fatty acids (% of total £ SD) and their relation in
the whole body composition in seahorses fed different diets, p<0.05

Fatty acid LEA FEA M
AA 33.1+0.0.1 42.5+01.7 34.2+13.1
DHA 185.2+1.1.9° 119.1+15.9° 106.8+8.5°
EPA 53.7+7.0 38.3+1.9 37.5+1.5
Linolenic 28.7+0.2.3% 21.5+02.2% 14.7£3.2%
Linoleic 48.5+7.3 101.6+2.8 66.6+41.9
Oleic 158.3+0.3.8° 207.0+£9.8? 201.7+£20.42
AA/EPA 0.62+0.08 1.11+0.10 9.1£3.9
EPA/DHA 0.29+0.02% 0.32+0.06% 3.5+0.4%
Oleicc/DHA 0.85+0.08 1.74+0.32 18.9+0.4
Oleic/n-3HUFA  0.51+0.05° 0.97+0.09% 10.6+0.42
n-3/n-6 2.88+0.43 1.33+0.07 16.247.2
PUFA -3+ n-6  418.3+1.5.7 372.949.5 308.6+65.4

Means with a common letter denote no significant differences (p< 0.05).

LEA, Life Enriched Artemia; FEA, Frozen Enriched Artemia; M,
Mysis; DHA, Docosahexaenoic Acid; EPA, Eicosapentaenoic Acid;
HUFA, High Unsaturated Fatty Acids; PUFA, Poly-Unsaturated Faty
Acids

Regarding the histological study, after sacrificing the seahorses, the liver and
digestive tract were macroscopically identified and extracted. A long digestive
system devoid of stomach was observed, in which the only difference between the
three diets were their constituents. A lobed liver, bright orange in colour and slightly
elongated in shape was observed, showing no appreciable macroscopic differences

between the different diets (Fig.2).
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Figure 5.2.Image of a seahorse liver

In the intestine, lipid absorption by the enterocytes and many goblet cells were
observed, but no differences between the seahorses fed on the different diets were
detected. However, through and up till the midgut belonging to the seahorses fed
on LEA, whole undigested Artemia was observed (Fig. 5.3), whereas, in the

intestine of seahorses fed on M, no diet residues were found in the midgut.

G e £ vi
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Figure 5.3. Image (4x, bar = 500pum) midgut with a whole Artemia (left) and detail (10x, bar =
200um), revealing the eye, thoracopods and one antenna of Artemia (right). (H & E staining).A,
Artemia; E, Eye of Artemia; T, Thoracopods.
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The existence of a hepatopancreas was confirmed, with very dense liver tissue
(Fig. 5.4). Although no macroscopic differences were discernible, there were clear
differences between the livers of the seahorses fed on the 3 diets (LEA, FEA and
M). The livers of the seahorses fed on FEA and LEA, showed lipid accumulation
(this being slightly higher in LEA), subsequently, the hepatocytes exhibit lipid
vacuoles and peripheral displacement of the core; whereas, in the livers from the
seahorses fed on the M diet showed small circular hepatocytes with the core located

in the centre of the cell (Fig. 5.4).
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Figure 5.4. Seahorse liver at the end of the experiment: a) Diet LEA (Live enriched Artemia. x10,
bar = 200um and x40, bara = 50um) shows many lipidic vacuoles; b) Diet FEA (Frozen enriched
Artemia. x10 and x40) shows hepatic cells (H) surrounding pancreas (P) and many lipidic vacuoles;
c) Diet M (Frozen mysis. x10 and x 40), shows a liver with all the hepatocytes with centered nuclei.
(Staining: H&E)
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5.6.- Discussion

Much progress has been made concerning aquaculture nutrition in fish for human
consumption. There have been multiple species-specific experiences to discover
their nutritional requirements (Tibaldi et al., 1994; Schuchardt et al., 2006) and both
beneficial and harmful effects that may have been due to the different ingredients
incorporated into the diets (Cahu et al., 1999; Yigit et al., 2012). However, in the
case of aquaculture of ornamental species, little is known about their nutritional
requirements and the effects of diets on the organism. In this experiment we wanted
to evaluate the effect of three different diets on seahorse lipid composition and
digestive system histology. Thanks to the tests carried out, we have confirmed the
absence of any stomach and the benefits associated with the freezing of Artemia.
But in turn, it was concluded that the enrichment used was not adequate for this

organism.

Recent publications refer to the use of different diets for feeding seahorses. Job et
al. (2002) used wild plankton during the larval development stage, which
subsequently is eliminated from the diet for feeding seahorses with Artemia nauplii
and wild mysids in later life stages (Otero-Ferrer et al., 2010; 2012). Moreover,
Woods in 2005 carried out an experiment to find the ideal ration for Hippocampus
abdominalis, using frozen mysis. In this study we chose Artemia and mysis enriched
with different commercial products. The choice of Artemia is due to the fact that in
the recent history of aquaculture, live prey has been the most commonly used for
the culture of different ornamental species (Naz and Tirkmen, 2009; Gomez-
Requeni et al., 2010; Palma et al., 2011; Jafari et al., 2011; Tziouveli et al., 2012;

Segade et al., 2014). Artemia is an organism which is easily grown, relatively cheap
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and can be used by means of biocapsules that can be enriched and used as a vehicle
for different substances, such as nutrients, pigments and even antibiotics (Gomez-
Gil et al., 2001; Gelabert, 2003). Furthermore, frozen mysids are commercially
available and have been widely used as Artemia for growing ornamental species
with more-than-satisfactory results (Olivotto et al., 2004; Lin et al., 2007; Roopin
et al., 2008; Lin et al., 2009). Mysids are also an interesting foodstuff for
commercial producers who want to sell seahorses capable of feeding on inert prey

(Woods, 2005).

The absence of differences in growth was similar to that observed by Segade et
al. (in press) The low levels of total lipids in seahorse body content obtained in this
investigation correspond to those observed by Lin et al. (2008) in wild adult
specimens from other species. Furthermore, it has been observed that the amounts
of lipids in adults (5.4 £ 1.2g kg-1) were below those found in the larval and young
H. hippocampus (29.5 + 2.2g/kg-1) (Otero-Ferrer et al., 2010), reducing the total
lipid content in larvae from day zero as time progresses, as observed in H. guttulatus
by Faleiro and Narciso (2010). Comparing the nutrient content of the diets and the
seahorses fed on them, generally fish composition is directly related to the diet
composition, as seen in lipid contents of this experiment, showing a higher lipid
content in those seahorses fed on diets with a higher lipid content (Lee et al., 2002;
Orban et al., 2007; Velu and Munuswamy, 2007). There was an exception: the
mysids diet, characterized by having a low lipid content, gave rise to the higher fat
content in animals. This could be due to the lipid quality, their assimilation by
seahorses and the possibly higher digestibility of this kind of diet. Due to the fact

that the seahorses were being fed on mysids before starting the experiment, didn’t
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result in those fed on mysids modifying their initial lipid content, unlike Artemia-
based diets for which lipid values were significantly lower than the initial value,
accompanied by accumulation of fat in the liver. On the other hand, as discerned by
Segade et al. (in press) their body lipid content was directly related with the
seahorses’ weight (1?=0.96) (Fig.1), but not related to dietary lipid content (r?=0.57;

p< 0.05).

The use of mysids, specifically, in relation to DHA showed a 66% increase of this
fatty acid. In contrast, concerning the Artemia-based diets, there are differences
between both, so in the Life Enriched Artemia diet, DHA levels rose by 200% over
time, whereas in FEA, there was only a 37% increase compared to baseline values.
These results may be due to the differences in digestibility of both treatments, as
observed in the histological analysis. Whole Artemia appeared in the tract of
seahorses fed on Life Enriched Artemia and not on Frozen Enriched Artemia,
suggesting that there is low digestibility of the first as opposed to the latter. This
fact could lead to an accumulation of DHA as a backup source as described by other
authors (lzquierdo, 1996; Izquierdo et al., 1990; Otero-Ferrer et al., 2010; Van der
Meeren et al., 1993). It is likely that, by freezing the Artemia results in a rupture of

the structures and tissues that would improve digestibility by means of this diet.

Furthermore, in reference to the EPA, a decrease between the diet content and the
seahorse is obtained. It has already been widely documented that this fatty acid is
used as an energy source, compared to DHA which tends to be preserved as
demonstrated in subadults in the present study. Moreover, there are some major
differences in the content of linoleic acid between Artemia-based diets and mysids,

with a high content of this fatty acid in the former, possibly due to the presence of
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terrestrial plant sources in the feed given to the Artemia to grow. Moreover, the
observed differences for diets based on Artemia, could also related to the high levels
of HUFA diets containing 200g kg-1, in contrast to what was observed in wild prey
such as mysids, with a 42g kg-1 (Otero-Ferrer et al., 2010). These facts suggest that
neither live Artemia nor commercial enriching is the ideal food for seahorses. As
already illustrated, the seahorse has no stomach (Lourie et al., 2004); it is possible
that because of this their digestive capacity is weaker so it was possible to find
traces of undigested food in the digestive tract. In connection with lipid content of
the diets, in both diets with greater lipid values (LEA and FEA), lipid deposition
increased in the liver of the seahorses, which could be observed in the
corresponding stains (Fig 3). This fact cannot be considered as pathological, since
the accumulation may be an adaptive response to an excess of lipids, which
accumulate and create an energy reservoir (Mosconi-Bac, 1987). To determine if
their existence could be considered as a nutritional pathology, electronic
microscopy analysis should be carried out to observe the hepatocyte cell structure
(Strissmann and Takashima, 1990). Seahorses fed on a diet of Mysids, had a liver
without signs of fat accumulation. This could be affected by two factors, the first of
which would be due to the low levels of lipids in the diet, leading to its immediate
use as an energy source (Caballero et al., 1999; Figueiredo-Silva et al., 2005), and
a second factor that relates the phosphorus content of the diet with fat deposition,
since this element can cause a slight decrease in fat accumulation in the liver

(Robaina et al., 1998).

In conclusion, we have observed that seahorse lipid content is directly related to

its weight, this being lower than for larvae of the same species. Histological analysis
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showed that the seahorse has a hepatopancreas with a large number of small
hepatocytes. We may say that the requirements of lipids in the diet of this species
are low, because a high lipid content causes lipid accumulation in the liver, forming
large number of vacuoles. In turn, the quality and availability of dietary lipids affect
the animals’ fat content, resulting in differences in the use and deposition of fatty
acids. And finally, by freezing Artemia after enrichment improves the use of the
diet compared to the Live Enriched Artemia due to the rupture of structures that
facilitate their digestibility. Bearing in mind the above, similar studies with different
enriching should be conducted, to thereby further improve the techniques of this

culture and fight against overexploitation of these organisms.
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6.1.- Abstract

Artemia is the most used living organism as prey in aquaculture. Because of their
poor nutritional profile there are different commercial and handmade enrichment
products, which improve their biochemical composition depending on the final
objective.In this experiment adult Artemia (8.81 £ 0.95 mm) was enriched with 5
different products and dosis: S, DHA Easy Selco® (0.6g/l); SK06, a mix of 0.6g/I
of Selco® with 0.6 g/1 of Superba™; SK03, a mix of 0.6g/l of Selco® with 0.3 g/l
of Superba™, SMO06 a mix of 0.6g/l of Selco with 0.6g/l of mussel oil and SM03, a
mix of 0.6g/l of Selco with 0.3g/l of mussel oil. Artemia initial samples were taken,
and then every hour, until 8 hours from each treatment and finally one last sample
at 24 hours. Total carotenoids and fatty acid methyl esters were extracted from

samples.

In all five treatments both fatty acids and pigments increased in the first hour, and
may be related to a rapid filling of the digestive tract of Artemia. In addition EPA /
DHA ratios are higher in the SK06 and SMO6 treatments, and correlation is higher
in the first one (r> = 0.977) because it is more stable over time. In addition,
breathing analysis techniques confirmed that the Artemia begins to assimilate the
enriching around 5 hours of enrichment. After 24 hours the concentration of all
elements decreases to approximately baseline values, which may be due to

depletion in rich culture medium.
6.2.- Resumen

La Artemia es el organismo vivo mas utilizado como presa en acuicultura. Debido
a su pobre valor perfil nutricional existen diferentes productos enriquecedores

comerciales y experimentales, que mejoran su composicion bioquimica
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dependiendo del objetivo final. En este experimento se enriquecié Artemia adulta
(8.81 £ 0.95 mm) con 5 productos y dosis diferentes: S, DHA Easy Selco® (0.6g/1);
SKO06, una mezcla de 0.6g/1 de Selco® con 0.6 g/l de Superba™; SK03 una mezcla
de 0.6/l de Selco® con 0.3 g/1 of Superba™; SM06, una mezcla de 0.6g/l de Selco
con 0.6g/l de aceite de mejillon y SM03, una mezcla de 0.6g/l de Selco con 0.3g/I
de aceite de mejillon. Se tomaron muestras iniciales de Artemia, y cada hora, hasta
las 8 horas de cada uno de los tratamientos, asi como una muestra final a las 24
horas. De las muestras se extrajeron los carotenoides totales y metilésteres de acidos

grasos.

En los 5 tratamientos tanto los &cidos grasos como los pigentos incrementaron en
la primera hora, y puede ser debido a un llenado rapido del tracto digestivo de la
Artemia. Ademas los ratios EPA/DHA son mayores los tratamientos SK06 y SM06,
y la correlacion es mayor en el primero (r>=0.977) debido a que es mas estable en
el tiempo. Por otra parte las técnicas de analisis de la respiracion confirmaron que
la Artemia comienza a asimilar los enriquecedores alrededor de las 5 horas de
enriquecimiento. Tras 24 horas la concentrcion de todos los elementos disminuye
aproximadamente hasta los niveles basales, lo que puede deberse a su agotmiento

en el medio de cultivo.
Key Words: Artemia, enrichment, carotenoid, fatty acid
6.3.- Introduction

Different types of live prey have been used throughout the history of aquaculture
(copepods, rotifers, nematodes, amphipods, Artemia...). These organisms have
been mainly used to feed larvae (Sorgeloos et al., 2001) and juveniles of different

fish species and crustaceans, such as halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Olsen et
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al., 1999) or whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) (Sanudin et al., 2014).
Besides, some organisms do not accept dry food or prefer live or frozen prey at
certain stages of development. For example seahorses are often fed on planktonic
organisms, mainly mysis (Woods, 2005; Otero- Ferrer et al., 2012), although other
researchers have used amphipods (Murugan et al., 2009) or rotifers (Fulks and
Main, 1991). But the most commonly used prey is Artemia (Job et al., 2002). It has
been observed that coho salmon (Oncorhynchus kisuth) initially fed on adult
Artemia grows significantly faster compared to those fed with commercial diets
(Kim et al., 1996). Similarly, there are problems in culturing the Octopus vulgaris,
because their paralarvae must be fed on live prey; this problem has been solved by
feeding them Artemia and Maja zoeae (Iglesias et al., 2004; Viciano et al., 2011).
Also many crustacean species are often fed on adult Artemia at some stage in their
life (Nairetal., 1995; Tong et al., 1997; Ruscoe et al., 2004; Ut et al., 2007). Having
in mind all the above, it should be noted that Artemia is possibly the most widely
used live prey in aquaculture; this is due to its availability, price, and ease of

cultivation and enrichment.

However, it is known that Artemia has nutritional deficiencies, consequently
research is on-going to improve its biochemical composition. Different experiments
have been carried out to understand its physiology and its fate as a prey organism
(Navarro et al., 1999; Smith et al., 2002; Gelabert, 2003), resulting in many
different types of enrichment and concentrations used. A widely applied term that
refers to the enrichment of Artemia is bioencapsulation. This is because Artemia
may not change its biochemical profile by itself, although their gut content can be
manipulated by the investigator. The volume occupied by the Artemia digestive

tract is moreover very large. Thus, Artemia can be used as a vehicle to feed different
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organic compounds to prey organisms (Gonzalez et al., 2003; Palma et al., 2011).
Different metabolites from fatty acids to antibiotics such as erythromycin or

enrofloxacin have been used (Gomez-Gil et al., 2001; Cook and Rust, 2002).

Artemia is widely used for feeding ornamental fish (Lim et al., 2001 and 2003)
whose color directly affects their price (Wabnitz et al., 2003). For this reason, there
Is a strong interest in the ornamental-fish business to enhance fish coloration
through nutrition. It would be economically beneficial if different pigments could
be fed to fish via its prey. Unfortunately, Artemia, itself, is not highly pigmented
and there are no enrichments, including pigments, that will improve Artemia’s
coloration. However, an alternative solution would be to feed pigments to fish via

encapsulation in Artemia.

In the interests of efficiency and economy, it is important to assess the transfer
efficiency of organic enrichments, from their original strength or concentration, to
the predator species (target). One question that arises is, “Are the enrichments
being metabolized?” Are the Artemia converting them to CO», organic carbon, and
energy? Do the enrichments stimulate respiration above background or control
levels? To answer these questions measure both respiration and the respiratory
potential in Artemia fed with a nutritional suppliment are necessary. Respiration is
a good index of physiological activity and energy production in all zooplankton
(GOmez et al., 1996) including Artemia. Its biochemical basis, as well as its
potential, is the respiratory ETS (electron transport system) activity. It is life’s
universal foundation of energy production (Lane, 2005). In plankton it is used to

calculate the “potential” respiration (®) (Packard and Gomez, 2008), respiration,
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living biomass, and heterotrophic energy production (Packard et al., 2015); thus

could be used in present case to determine Artemia metabolism index.

The aim of present work was to investigate this approach. Two pigmented, lipid-
rich, commercial enrichments were tested for their accumulation in, and metabolic
impact on, Artemia, to better promote the efficiency of nutrient transport in this

commonly used live prey.

6.4.- Materials and methods

In this experiment Artemia cysts were hatched in 5L tanks at a temperature of
27+1°C. Subsequently nauplii were transferred to 50L fiberglass tanks with strong
aeration and a temperature of 21+ 1°C. They were fed for 29 days with 2 g daily of
a mixture of ORIGO, yeast and Nannochloropsis sp. powder (1:1:1 ratio). When
the Artemia reached an average size of 8.81+0.95 mm, they were rinsed and divided
into 45 tapered containers (9 per treatment) 1L capacity and provided with strong

aeration and natural photoperiod of 11h of light.

For this test 5 different enrichment were used: (S) DHA Easy SELCO® (INVE,
Dendermonde, Belgium) (0.6g/1) as control enrichment; (SK03) a mixture of 0.6g/l
of SELCO® with 0.3 g/l of Superba™ (Aker BioMarine AS, Fjordalleen, Norway);
(SKO06) a mixture of 0.6g/l of SELCO with 0.6g/1 of krill oil ; (SMO03) a mixture of
0.6g/l of SELCO with 0.3 g/l of mussel oil and (SMO06) a last mixture of 0.6g/l of
SELCO with 0.6g/l of mussel oil. SELCO and krill oil are commercial products,
but mussel oil was extracted in our laboratory from frozen mussels (Mytilus
galloprovincialis). To do this, mussels were cut into small pieces and dried at 30°C

for 48 hours. After being dried, mussels were ground and lipids and pigments were
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extracted, under vacuum, with chloroform (3/1 L/g; 3 consecutive times). Solvent
was finally removed with a rotary evaporator in a thermostatic bath at 30°C to obtain

the mussel oil.
6.4.1.- Sampling

Samples were taken at the beginning, every hour for the first 8 hours, and then at
the end of each of the five 24 h experiments. Photos of the Artemia's gut were taken
from each sample in order to observe the filling process of the digestive system. A
duplicate sample was rinsed with distilled water; dried with absorbent paper, quick

frozen, and stored at -80°C.

For the respiration experiments, after 24 h of starvation, Artemia was incubated in
SELCO. Respiratory oxygen consumption was monitored by oxygen electrodes for
6 hours. Parallel samples were taken from Artemia kept under identical conditions

every half hour. They were frozen in liquid nitrogen for ETS and protein analysis.
6.4.2.- Biochemical analysis

Enrichment products and enriched Artemia were analyzed for protein, moisture
and ash content according to AOAC (2010). For total lipid extraction the Folch et
al. (1957) procedure was used and for fatty acid methyl esters the methodology
described by Christie (1982) and Izquierdo et al. (1990) was used. Carotenoids were
extracted according to Scheldt et al. (1995). For carotenoid quantification in n-
hexane, the absorbance was read at A =470nm using E1%, 1cm = 2100 (Britton, 1995).

It wasexpressed as asthaxanthin equivalent using the following equation:

Mg gt sample =10 000 * V * A/W * E166, 1 cm
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where V is the total volume of the extract (mL), W is the weight of the sample (g),

A is the absorbance and E1% 1.¢m IS the extinction coefficient.
6.4.3.- Respiratory oxygen consumption

Respiration values, in plO2-h, were obtained with a clark-type oxygen electrodes
(Strathkelvin 928 6-Channels Oxygen System). The organisms were incubated in
60ml glass bottles, 6 individuals per bottle and monitored during 6h in the dark
under controlled temperature (~22°C).The O, consumption rate was determined as
the slope of the oxygen time-course by linear regression analysis. These values were
corrected for the signal obtained in bottles with only SELCO solution (blank) and
no Artemia. After incubation, Artemia were filtered out, frozen in liquid nitrogen (-

196°C), and stored at -80° C for ETS and protein analyses.
6.4.4.- ETS activity and potential respiration

Potential respiration (®), in plO2-h, was determined by the Gémez et al. (1996)
version of the original ETS assay (Packard et al., 1971; Owens and King, 1975).
Samples were homogenized for 2 min in a teflon-glass tissue grinder in 1-2 ml of
Tris solution (100mM; pH8.5). After centrifugation (10min, 0°C, 4000rpm), a
200ul subsample of the supernatant fluid was added to a reagent solution (600ul;
pH8.5) composed of NazHPOys, 0.1M; KH2PO4, 0.1M; MgSO4-7H20, 75uM; PVP,
1.5mg/ml; Triton X-100, 2ml/l with NADH (1.7mM; Sigma-N8129) and NADPH
(0.25mM; Sigma-N1630) enzyme substrates. Finally, 200ul of INT (p-
lodonitrotetrazolium Violet, Sigma-18377) was added and the formazan production
was kinetically monitored during 8 minutes at 490nm and controlled temperature
(22°C). A blank, for each sample without substrates, was run. ® was calculated from

the expression:
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@ = [(AXVR)/(Vexx E)] xH

where A is the formazan production rate in a spectrophotometer cuvette (absorbance
per minute per centimeter pathlength), Vr is the total volume of the reaction mixture
(1 mL), Vex is the subsample volume used in the reaction (0.2 mL), E is the value
of the specific absorptivity of the INT formazan in absorbance units (15.9 mM-

L.em™) and H is homogenate volume (mL).
6.4.5.- Statistical analysis

To study the accumulation of nutrients in Artemia, a two-way analysis of variance
(Two way ANOVA) was performed. Time and enrichment were used as fixed
factors. All statistical analysis were tested at 0.05 significance level using the SPSS

statistical package (SPSS for Windows 11.5; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Respiration and potential respiration data were analyzed using oneway ANOVA
analysis with R program (v3.0.2, 2013, R Foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria).
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6.5.- Results

Biochemical analysis showed no significant differences in protein, ash, moisture
and total lipid contents (p>0.05) between Artemia fed on different enriching
products (Table 6.1). Likewise there were no variations in time of these contents
during the experiments. After comparing the Artemia carotenoid content of the 5
treatments in each of the sampling points, it was observed that SM03 and SMO06
carotenoid content was always significantly higher. The SELCO enriched Artemia,
although not always with significant differences, had the lowest total carotenoid
content (Table 6.2). The accumulation of the main fatty acids (docosahexaenoic
acid (DHA), eicosapentaenoic acid (EPA), and arachinodic acid (AA) (Figs. 6.1,
6.2 and 6.3), has a similar trend to that for total carotenoid content (Fig. 6.4). There
Is a rapid accumulation during the first 2 hours, followed by a decaying oscillation
during the next 3 hours and a second accumulation peak lower than the first one
around the 8 hours. Moreover, considering the EPA/DHA ratio, the lowest values
were obtained with SELCO enriched Artemia while the highest values were
obtained with mussel-oil based enrichment products. Finally Artemia enriched with

SKO03 and SKO06 reached the most stable ratio over time (Fig. 6.5).
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Table 6.1. Proximate composition (% wet weight) of Artemia enriched with five experimental

products.
S SKO3 _ SKO6 _ SMO03 _ SMO6
Crude 5.54 5.45 5.62 550 5.8
protein
Lipids 1.53 1.43 1.35 124 157
Ash 1.10 1.15 1.07 120 095
Moisture 9122 9124  91.02  90.95  91.12

Means without letter denote no significant differences.

S, Selco; SK03, mixture of 0.6g/1 of Selco with 0.3g/1 of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6g/l of Selco with 0.6g/l of mussel oil.

Table 6.2. Total carotenoid concentration (ug g) in Artemia enriched with five experimental
products along 24 h enrichment.

1h 2h 3h 4h
S 4.33+0.48* 3.31+0.82* 3.23+0.51* 3.23+0.63%

7h
4.16+0.91°

24h
3.27+0.16°

5h
2.66+0.062

6h
3.21+0.078

8h
4.10+0.44°

SKO03 6.06+0.39°
SKO06 5.28+0.24%
SMO03 17.11+1.28¢
SMO06 11.96+0.33°

5.3+0.71°
4.89+1.05°
11.02+0.40¢
9.52+0.50°¢

3.96+0.18* 3.76+0.04%
4.24+1.29* 3.63+0.31°
6.61+1.17° 6.75+0.21°
10.26+1.79° 8.24+0.64°

3.84+0.172

3.72+0.16%
7.8£1.01°

6.09+0.48°

3.78+0.31°
3.69+0.832
6.76+0.13°
5.03+0.86"

5.58+0.64°
5.52+0.82°
8.74+0.76¢
8.96+1.26°

4.77+0.75P
2.87+0.182
6.48+1.53¢
7.26+0.82°

3.83+0.06%
2.87+0.58?
5.38+1.79°
4.83+0.10"

Means with a common letter in the same enrichment time denote no significant differences (p<0.05)

S, Selco; SK03, mixture of 0.6g/1 of Selco with 0.3g/1 of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SM03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6¢/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.
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Figure 6.1. Variation in the mean values of DHA content in Artemia enriched with five different oil
mixtures.

S, Selco; SKO03, mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3g/l of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6g/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.
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Figure 6.2. Variation in the mean values of EPA content in Artemia enriched with five different oil
mixtures.

S, Selco; SK03, mixture of 0.6g/1 of Selco with 0.3g/1 of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SM03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6¢/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.
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Figure 6.3. Variation in the mean values of AA content in Artemia enriched with five different oil
mixtures.

S, Selco; SKO03, mixture of 0.6¢/l of Selco with 0.3g/l of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6g/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.
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Figure 6.4. Variation in the mean values of total carotenoid content in Artemia enriched with five
different oil mixtures.

S, Selco; SK03, mixture of 0.6¢/1 of Selco with 0.3g/l of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SM03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.69/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.
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Figure 6.5. Variation in the mean values of EPA/DHA ratio in Artemia enriched with five different
oil mixtures.

S, Selco; SK03, mixture of 0.6g/1 of Selco with 0.3g/l of krill oil; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco
with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil; SM06, mixture
of 0.6g/I of Selco with 0.6g/l of mussel oil.

Looking at the most important sampling times, it can be observed that in the first
two hours inside Artemia's gut, big oil drops were seen (Fig.6.6). However, from 5-

24 hours of enrichment time the big oil droplets had been reduced to small ones

inside the Artemia’s intestine (Fig. 6.6).

Figure 6.6. Image of Artemia's gut content at two hours of enrichment (left; x10, bar = 0.3mm) and
eight hours of enrichment (right; x20, bar = 0.1mm).
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The specific respiration and potential respiration data are in the same range as
Martinez et al. (2010) found. The respiration experiments shows that SELCO
stimulates respiration for the first 4 hours (Fig. 7, p < 0.05). However, after the
second hour the rate accelerates for 2 hoursand then plateaus until the end of the
experiment. During this time the potential respiration remains constant for the first
2 hours (p> 0.05). Then it increases and after the 4" hour, plateaus. The initial and
the final plateaus are significantly different (p < 0.05). The ratio between the
respiration and ® changes from 0.34 + 0.04 in the first 2 hours to 0.43 £ 0.06 in the

last 4 hours of the experiment.
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Figure 6.7.Respiration and potential respiration time-courses during the six hours experiments. Both
measurements are normalized by mg proteins and expressed as percentages of their initial value.
These initial values were: 7.93 pl O-ht-mg prot™? for respiration and 30.01 pl O,-ht-mg protifor
0.
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6.6.- Discussion

Throughout the history of aquaculture, different living organisms have been used
as live prey in cultures of various species, but the most commonly used organism
Is Artemia, because it is a commercial, affordable and easy to grow. However,

because of its nutritional deficiencies it must be enriched.

In this experiment the biochemical analysis does not change over time, this fact
may suggest that enrichment is not about quantity but quality. Regarding total
carotenoid content: it is higher in Artemia enriched with mussel-oil based mixtures.
This is because the concentration of pigments in this oil is high (1445 ug g™?).
However, SELCO lacks them and the pigments (echineone and canthaxanthin) are
provided by Artemia (Hsu et al., 1970) in a ratio of approximately 19: 1 (Krinski,
1965). The carotenoid and fatty acid accumulation are at their peak during the first
two hours and may be related to the content found in the Artemia'’s digestive tract,
which initially has few large droplets (a fact that probably does not allow proper
absorption of nutrients). However, after five hours elapsed, Artemia's digestive
tract contains many small drops of oil. This oil droplet accumulation could enhance
absorption and transformation of lipids and carotenoids present in the oils to the
same compounds found naturally in Artemia. First, the Artemia is capable of
metabolizing carotenoids by transforming them into canthaxanthin (Davies et al.
1970). Moreover, Artemia is capable of converting the fatty acid, DHA, into EPA

(Navarro et al. 1999).

The EPA/DHA ratios for Artemia exposed to SELCO are low which was expected
since it is a DHA-based enrichment. SELCO was formulated to provide high

quantities of DHA, which is both an energy source and a precursor of multiple
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molecules necessary for larval growth in various species (Watanabe, 1993; Sargent

etal., 1999).

The respiration shows that even from the beginning of the experiment the SELCO
stimulated oxygen consumption. However, a strong shift, or acceleration, in the
respiration occurs between the second and the fourth hour. This occurs roughly
when the large oil droplets in the Artemia gut begin to be transformed into small
ones. The implication is that this size transformation of the oil droplets is
accompanied by enhanced metabolism. Between 4 and 6 hours the respiration rate
plateaus at a higher level that during the initial part of the experiment indicating 2-
fold increase in metabolism. The shift in the plateau levels of the ® from the first
to the last two hours of the experiment supports this enhanced metabolism.
Moreover, this transition is also observed in the increase in the R/® from the
beginning to the end of the experiment. These biochemical and physiological
measurements indicate a shift from standard to a more active metabolism

(Herndndez-Leo6n and Gémez, 1996).

Definitively, this experiment showed an evolution in the enrichment of Artemia,
which can help to design further experiments. If the objective is to produce a
biocapsule then a 2 h nutrient-enrichment exposure period is sufficient to guarantee
nutrient delivery to the target species. This is supported by Tocher et al. (1997). If
instead the objective is the enriching Artemia assimilation and transformation, the
enrichment time must be increased to, at least 7 or 8 hours. In the case where the
enrichment must be longer, the enriching product must be renovated after 8 h
because a part is assimilated by the Artemia and remainder could suffer

autoxidation (McEvoy et al., 1995).
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7.1.- Abstract

Color is a very important parameter in our daily life, from recognizing an
electronic mark until the election of our pets, especially in ornamental fish where
the color is directly related to the final price of the animal. That is why in this
experiment 3 different feeds were tested to observe the effect on seahorse color
expression. Three different experimental diets were tested in triplicate: SELCO
enriched Artemia (S), Artemia enriched with krill oil (SK06) and Artemia enriched
with mussel oil (SMO03). The seahorses were fed twice a day, six days a week during
the 90 days of experiment. At the beginning of the experiment and every 30 days
until the end of the experiment weight measurement was taken and the color was
analyzed using colorimeter and also image analysis software (FISCEApp). At the
end of the experiment biochemical analysis of the seahorses were carried out. There
was not effect of the diets on the sea horses growth along the trial. It was observed
that the pigment content of the horses is directly related to the diet content, also was
observed that seahorses fed on SK06 had higher amount of EPA and seahorses fed
on SMO03 showed a tendency to accumulate AA. No relationship between the
amount of pigments and color expression was observed. But it was determined that
although both color analysis techniques are valid, the colorimeter results are more
accurate but less real and the data from the image analysis although more real are

less accurate.
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7.2.- Resumen

El color es un parametro muy importante en nuestro dia a dia, desde ayudar a
reconocer una marca de electronica hasta la eleccion de nuestras mascotas,
especialmente en peces, ya que este factor influye directamente en su precio de
venta al publico. En esta linea, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar la
variacion de color en el caballito de mar (Hippocampus hippocampus) alimentado
con dietas basadas en Artemia, la dieta mas utilizada para estas especies. En el
experimento se prueban por triplicado 3 enriquecedores diferentes para este
crustaceo: Artemia enriquecida con SELCO (S), Artemia enriquecida con aceite de
krill (SKO06) y Artemia enriquecida con aceite de mejillon (SMO03). Los caballitos
fueron alimentados dos veces al dia, seis dias a la semana durante los 90 dias de
experimento. Al comienzo del experimento y cada 30 dias hasta el final del mismo
se tomaron medidas de peso y se analiz6 el color utilizando un colorimetro y un
software de analisis de imagen (FISCEApp), este Gltimo desarrollado para tal fin.
Al final del experimento se llevaron a cabo analisis bioquimicos de los caballitos.
Se observd que el contenido de pigmentos de los caballitos estd directamente
relacionado con el contenido en la dieta, de la misma forma que los acidos grasos;
de esta manera, los caballitos alimentados con SK06 presentaban un alto contenido
en EPA mientras que los caballitos alimentados con SM03 mostraban una tendencia
aacumular AA. No se observo una relacion entre la cantidad de pigmentos presente
en los caballitos y la expresion del color. Atendiendo a los resultados de color se
determind que aunque ambas técnicas de analisis son validas, el colorimetro es mas

preciso pero menos real y el software es mas real y menos preciso.

Keywords: Seahorse, diets, enrichment, color analysis, image analysis
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7.3.- Introduction

The color is an important characteristic present in the lives of most living
organisms. It usually affects their lifestyle because many species use color to choose
their partners, others express their mood through color changes and also can use it
to camouflage itself from possible predators (Stuart-Fox et al., 2006) or even to
hunt their prey (Abbot, 2010). The color changes to blend with the environment
have been widely studied as the example of seahorses (Segade et al., 2014) or
flatfishes (Ryer et al., 2008) that are capable of changing color to blend with the
substratum. Humans are affected in the same way; many of our decisions are
affected by color, from choosing a drink or a television (Labreque and Milne, 2012)
to buy fish for eat (Garcia et al., 2010) or for an aguarium (Molina and Segade,

2011).

However the perception of color is subjective; although our evaluation of color
under different types of light is good, determination varies from person to person.
This is why different methodologies to determine the color and pigments in fish
have been used. For pigment analysis invasive techniques are used, in which the
fish must be sacrificed. Some of these techniques are spectrophotometry and HPLC
(High-Performance Liquid Chromatography), which have-been wused in
experiments with different species like seahorses (Hippocampus hippocampus)
(Segade et al., 2014), red porgy (Pagrus pagrus) (Kalinowski et al., 2005; Garcia-
Romero et al., 2014); goldfish (Carassius auratus) (Wallat et al., 2005) or
clownfish (Amphiprion ocellaris) (Yasir and Quin, 2009a and 2009b). Moreover
there are non-invasive techniques, among them the use of colors as standard

reference (Sandusky and Heath, 1998; Erikson and Misimi, 2008), which slows
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down the process and requires more trained observers. That is why different tests
are performed to analyze the color and thus try to connect color with its respective

pigment content.

The most commonly used color equipment is a tristimulus colorimetry with
CIELAB scale, given by the Commision Internationale de L'eclairage (CIE, 1976).
It consists of a three-dimensional space, where the color is placed as a point. The
luminosity L * ranges from 0 (black) to 100 (white), while a* and b* determines
the color, being a* green-red and b* blue-yellow ranges. Due to the high cost of
colorimeters and the difficulty or impossibility of use on some surfaces, new
techniques have been developed for color evaluation. The technique with the most
potential for future is image analysis since it is a simple noninvasive and

economical process (Urban et al., 2013; Kouba et al., 2013).

Multiple studies have used this technique or compared with colorimetry. But there
are not well-established protocols, so it is often used in image analysis programs
like Image Pro or Photoshop (Yam and Papadakis, 2004; Novelo and Gomelsky,
2009; Yasir and Quin, 2009a and 2009b; Ho et al., 2013) even programming
language (Ledn et al., 2006). Evaluation of the results in biological experiments
highly depends on image interpretation. There are two major problems in this field:
color interpretation and color representation. The root cause of color interpretation
is the fact that due to physiological reasons there is a difference in color perception,
which varies from one individual to another. It means that there is a need in
objective properties using which one can describe color. Color representation

problem comes from technical limitation of the digital devices: each device has its

132




STUDY IV

own gamut, the color area that can be represented in this particular device.

Therefore it is necessary to make sure the device provides adequate information.

Different color spaces can be used in order to provide more complete and
objective information about color. Color space is a combination of color model
(mathematical representation of color based on several values) and color mapping

function.

Generally standard model of color representation in digital devices (photo and
video cameras, displays, etc.) is RGB color space. In this space each pixel is
represented by a three-dimensional vector (Red, Green and Blue) where values are
intensities for each channel. Adding it together increases the overall intensity of
light (additive color mixing). In case of 8-bit images, the value range is from 0 to
255. While RGB is very convenient for storing color values taken by digital devices,

it is a difficult model from the human-eye perception pint of view.

The color in ornamental fish is of great importance, since it determines their
acceptance and market price (Wabnitz, 2003; Molina and Segade, 2011 ). Several
experiments have conducted worldwide to determine factors affecting the color of
the fish. These factor are genetics (David et al., 2004), or caused by feeding (Kop
and Durmaz, 2008) and the surrounding environment (Yasir and Quin, 2009a and
2009b), among others. Seahorses can change their color depending on the
surrounding environment but also it has been observed that food can influence their
color (Segade et al., 2015). All seahorses have been included in Appendix Il of the
Convention on International Trade in Endagered Species of Wild Fauna and Flora
(CITES) (Gonzélez et al., 2006). This is because of the decline of natural

populations due to anthropogenic causes such as habitat degradation or trawls. That
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is why there have been several studies with different species of seahorses to
improve cultivation and decrease sales of wild specimens. These organisms in the
environment usually feed on copepods, mysids and amphipods. But in captivity is

usually fed on mysids or Artemia.

Artemia is a crustacean not present in the ocean but rather in saltworks and large
lakes. This organism has been widely used in aquaculture (Ut et al., 2007; Viciano
et al., 2011; Otero-Ferrer et al., 2012), and is considered as biocapsule (Fernandez,
2001), because their digestive tract represents a large volume of biomass, which
can be fed with different products to change their biochemical composition or
provide specific elements. Various experiments have been used to provide fatty
acids for fish larvae, crustaceans, like lobsters, or provide antibiotics (Cook and
Rust, 2002) to fish, which rejected medicated feed. Thus either the Artemia nauplii

or adult Artemia both can be enriched with different elements.

In present experiment the growth and color changes in seahorses fed 3 Artemia
enrichment diets with different carotenoid content was studied. Moreover image
analysis software (RGB scale) for the color determinations was implemented and

used to compare the results with the wider used tristimulus (CIE Scale) colorimeter.
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7.4.- Materials and Methods
7.4.1.- Seahorses and culture conditions

Thirty-six captive bred seahorses with a mean weight of 1.47+0.66 g were used,
all of them came from the same broodstock, and were randomly distributed in nine
34.96 L (23 x 40 x 38 cm) glass aquaria (4 seahorses in each aquaria). They were
maintained with a 10h light/14h dark photoperiod (T5 tubes, 24W and 10000K;
AguaMedic, Bissendorf, Germany). Throughout the experiment, tanks were
provided with physical (Riff 500; AquaMedic, Bissendorf, Germany) and UV (TR
10 series, Teco, Ravenna, Italia) pre filtered seawater, with a daily renewal rate of
100ml L-1. Each aquarium had slow aeration, a 30 L h-1 flow rate. Temperature
ranges 23.52+1.31°C and 8.03+0.97mgL™? of dissolved oxygen during the

experimental period.
7.4.2.- Diets and feeding

Artemia was enrichedwiththree different products and tested in triplicate groups

of seahorses for 90 days:

1 (SEA), control diet consisted of on-grown Artemia enriched with Easy DHA

Selco® (INVE, Dendermonde, Belgium) (1 h of enrichment, 0.6g L-1).

2 (SKO06), on-grown Artemia enriched with a mixture of 0.6 g L-1 of Selco with
0.6 g L-1 of krill oil (Superba™; Aker BioMarine AS, Fjordalleen, Norway)(1 h of

enrichment).

3 (SMO03), on-grown Artemia enriched with a mixture of 0.6 g L-1 of Selco with

0.3 g L-1 of mussel oil.
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Selco and krill oil are commercial products, but mussel oil was extracted from
frozen mussels (Mytilus galloprovincialis). To do this, mussels were cut into small
pieces and dried at 30°C for 48 hours. After being dried, mussels were grinded and
lipids and pigments were extracted with chloroform by means of a vacuum pump,
for finally removing the solvent by a rotary evaporator with a thermostatic bath at

30°C.

The proximate composition and total carotenoid content of the three diets are
shown in table 7.1. Seahorses were fed on the correspondent diet at two rations
(09:00 and 14:00), six days per week. Feeding was maintained at approximately

150 mg g* (Segade et al., 2015).

Table 7.1.Proximate composition and total carotenoid content (mg kg* wet weight) of diets

S SKO06 SMO03
Crude protein 5.54 5.45 5.50
Lipids 1.36 1.55 1.50
Ash 1.10 1.07 1.20
Moisture 91.22 91.02 90.95
Carotenoids(ug g) 4.16 5.24 7.17

S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/1 of krill oil; SMO03, a mixture
of 0.6g/1 of Selco with 0.3 g/l of mussel oil

7.4.3.- Sampling and color measurement

At the beginning of the experiment and each 30 days until day 90, whole body
mass (Job et al., 2002) and skin color parameters were measured in all seahorses,
to evaluate the body mass gain and the color change during the trial. At the end of
the experiment, seahorses were fasted for 1 day. Two individuals of each aquarium

were sacrificed and stored as a pool at -80°C prior to proximate analysis.
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Two different techniques were used for color measurement, colorimetry and
image analysis. For colorimetry, measurements were taken from the left abdominal
area, using a portable colorimeter (Minolta Chroma Meter CR-400; Minolta, Osaka,
Japan). Color parameters directly determined were redness (a*), yellowness (b*)
and lightness (L) in accordance with the recommendations of the International
Commision on llumination (CIE 1976), from where the overall color [Hue; Hab =
arctan (b*/a*)] and the intensity of the color [chroma; Cab = (a*2 + b*2)] were

calculated from a* and b*.

For the image analysis, a Canon EOS 650D (Canon, Tokyo, Japan) was used.
Camera was used in manual mode, and white balance was performed with a
white/grey card. Seahorses were placed over a white uniform surface and one
picture of the left side was taken from each seahorse. For image analysis and
extraction of pixel values Fisceapp software (Fig. 7.1) was used (Urban et al.,
2015). This software performs image segmentation and image conversion from
RGB to HSV, CIE L* a*b* and CIE L*c*h* color spaces. After that it calculates
the basic statistics for each color space: mean, median, mode values and standard
deviation of the pixels as well as dominant wavelength of the image. Results

obtained from Fisceapp are used for further analysis.
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Figure 7.1. Image of the Fisceapp interface, showing the different
options for working with the images.

Another color spaces, which can highlight different aspects and properties of the
color, can be employed instead of RGB. HSV (Hue, Saturation, Value) color space
uses cylindrical representation. The central vertical axis is brightness or lightness
(in range from 0 which is black to 100 which is white). The angle around vertical
axis corresponds to hue (0-360 degrees) and the distance from the axis corresponds

to saturation.
7.4.4.- Biochemical analysis

Enrichment products and enriched Artemia were analyzed for protein, moisture
and ash content according to AOAC (2010). For total lipid extraction the Folch et
al. (1957) procedure was used and for fatty acid methyl esters the methodology
described by Christie (1982) and Izquierdo et al. (1990) was used. Carotenoids were
extracted according to Scheldt et al. (1995). For carotenoid quantification in n-
hexane, the absorbance was read at A =470nm using E19, 1cm = 2100 (Britton, 1995).

It wasexpressed as asthaxanthin equivalent using the following equation:
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Mg gt sample =10 000 * V * A/W * E166, 1 cm

Where V is the total volume of the extract (mL), W is the weight of the sample (g),

A is the absorbance and Eix, 1 cm is the extinction coefficient.
7.4.5.- Statistical analysis

All data were tested for normality and homogeneity of variance. To study the
effect of the diets on growth and color, a multivariate method MANOVAR with
two fixed factors, time and diet, was used. Differences in biochemical composition
between groups were determined by one-way ANOVA, using Tukey’s test for
multiple comparisons. All statistical analyses were tested at 0.05 significance level
using the SPSS statistical package (SPSS for Windows 11.5; SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Finally a PCA (Principal Component Analysis) with Fisceapp data was

performed with Unscrambler X (CAMO AS; Oslo, Norway) statistical package.

7.5.- Results

Along the trial the observed diet acceptance was similar for all the diets. No
differences in mortality were found between diets (8% on average in all treatments,
1 dead per triplicate). After 90 days of experiment the body mass gain was low and
no significant differences (P > 0.05) between diets were found (Table 7.2).
Biochemical analysis (Table 7.3) showed no differences between treatments in
protein, lipids ash or moisture contents, but showed two different levels of
carotenoid content, higher for the seahorses fed on Artemia enriched with mussel

and lower for Selco enriched Artemia, but having between both levels the Artemia
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enriched with krill oil. The total carotenoid content in seahorses was directly related

(r?=0.94) with carotenoid content of the diets (Fig. 7.2).

Table 7.2. Seahorse body mass values (g + SD) in each samplingfrom the beginning to the end of
the experiment, p<0.05

Day S SKO06 SMO03
0 1.16+0.16  1.46+0.20 1.34+0.28
30 1.17+0.12 1.44+0.19 1.30+0.23
60 1.20+0.13  1.45+0.19 1.36+0.27

90 1.18+0.16  1.50+0.20 1.38+0.27
Means without letter denote no significant differences.
S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.3g/l of
Selco with 0.3 g/l of mussel oil.

Table 7.3. Proximate composition (mg kg wet weight + SD), total carotenoid body content (ug g-
1+ SD) and weight (g) of whole fish at the end of the trial.

S SKO06 SM03
Crude protein 14+1.12 13.05+0.97 14.3+£1.03
Lipids 1.02+0.15 0.94+0.1 0.81+0.1
Ash 13.21+1.06 13.37+1.31 13.55+1.53
Moisture 72.3+1.21 73.06+1.63 72.19+1.09
Carotenoids 16.27+3.462 20.28+0.46% 23.24+0.48"

Means without letter denote no significant differences.
S, Selco; SK06, a mixture of 0.6¢/l of Selco with 0.6g/1 of krill oil; SMO03, a mixture
of 0.3g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil.
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Figure 7.2. Relation between seahorses carotenoid content and enriched Artemia
carotenoid content.

Regarding the fatty acid profile of the seahorses, there were significant differences
in the content of eicosapentaenoic acid (EPA) between seahorses fed on different
diets (Table 7.4). Taking a look to araquidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid
(DHA) a clear tendency can be observed, the highest levels were found on seahorses
fed on SMO03 and the lowest for the seahorses fed on S, but no differences were
observed for the rest of main fatty acids. Seahorses fed on SK06 diet had significant

higher (P>0.05) values of EPA.
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Table 7.4. Analysis of variance (ANOVA) of the main fatty acids (g kg of fatty acid+ SD) in the whole

body composition in seahorses fed different diets, p<0.05

i ;?» :'.
¥

S SKO06 SMO03

AA 38.9+11.8 33.940.3 46.4+7
DHA 107.1+31.4 122.1+3.5 129.9+17.2
EPA 42+04.4° 65.3+2.92 39+3.6°
Linolenic 10.1+02.4 11.3+0.5 7.741.2
Linoleic 116.2+13.3 117.1+6.7 106.3+6
Oleic 199.5+17.8 192.4+4.8 191.3+75

Means without letter denote no significant differences.
S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/1 of krill oil; SM03, a mixture of 0.3g/l of
Selco with 0.3 g/l of mussel oil

Regarding seahorses color, differences in b* (yellowness), Hue and Chroma were
found between diets (Table 7.5). There was observed an increment in the
yellowness in seahorses fed on SELCO enrichment Artemia, while an increment in
the redness with higher intensity of this color was obtained in those seahorses fed
both SK60 and SM30, but even higher in the latter case. Thus, color differences
were only significant (P>0.5) between diets S and SMO03, with seahorses color
changing from yellowish to reddish color from S to SMO3 diets. There was a general
increasing of Hue and Chroma values between day 0 and the end of the experiment
(Fig. 7.3), although no effect on the lightness was observed. From the camera
dataset no significant differences were found but we could see the same tendency
between the beginning and the end of the experiment in the PCA analysis (Figs. 7.4

and 7.5).

Finally an inversely proportional relationship (r>=0.9979) was found between
color expression measured from HUE and the total carotenoid content in the
animals, telling us that the higher carotenoid content in seahorses, either red or
yellow ones, may not be directly related with the color expression (Fig. 7.6) at the

observed carotenoid content in the animals.
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Table 7.5. Colorimeter fish color parameters at the beginning and the end of the experiment.

| S SKO06 SMO03
L 32.3242.9 30.09+3.01 29.84+1.69 31+2.35
a 6.94+1.1 5.49+1.14 6.1+0.85 5.67+1.07
b -1.57+2.4 7.2242.928 524+2.09% 3.87+2.11°
Hue -10.95+18.75 50+15.58% 39.45+13% 32.54+17.80°

Chroma 7.47+1.18 9.33+2.14% 8.22+1.37%" 7.14+1.19°
Means without common letter denote significant differences.
I, Initial values. Final values of: S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/1 of krill oil;
SMO03, a mixture of 0.3g/l of Selco with 0.3 g/l of mussel oil.

15

0 20 40 60 80 100
Time (days)

Figure 7.3. Variation in the mean values of Hue over time in seahorses fed with the three different
diets.

S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/1 of krill oil; SMO03, a mixture of 0.3g/l of
Selco with 0.3 g/l of mussel oil.
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Figure 7.4. Plot of the PCA study of Hue comparing data between day 0 and day 90.
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Figure 7.5. Plot of the PCA study of HUE comparing data between samplings (D, day) and diets.
S, Selco; SK06, a mixture of 0.6g/l of Selco with 0.6g/l of krill oil; SMO03, a mixture of 0.3g/l of
Selco with 0.3 g/l of mussel oil.

144



STUDY IV

25 4
R?=0,9979

10

Carotenoids (pg g?)
[N
()]
—¢

Hue

Figure 7.6. Relation between seahorses carotenoid content and and seahorses Hue.

7. 6.- Discussion

In recent years, several studies have been carried out about seahorse feeding, these
studies have determined its feeding in the wild (Woods, 2002; Castro et al, 2008;
Kitsos et al., 2008; Corse et al., 2014), there have also been carried out biochemical
analysis of wild individuals (Lin et al., 2008b) and multiple culture tests have been
performed, including all stages of development of this group of fish from larval
culture and ongrowing to breeding (Hora and Joyeux 2009; Otero-Ferrer et al., 2010
and 2012). In these experiments different feeds have been used, but they are always
natural organisms either live or frozen, such as, copepods, mysids, Artemia or
amphipods (Job et al., 2002; Woods 2005; Murugan et al., 2009). However,
Artemia is the most often used prey to feed seahorses and should always be enriched
due to their poor nutritional profile (Palma, 2011; Segade et al., 2014), in this

experiment three different enriching sources of different fatty acids and carotenoids
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were selected to feed the seahorses in order to observe its effect in coloration and

fish performance.

At the end of the 90 days of experiment an average value of 8% mortality,
percentage within acceptable values for experimentation as similarly as obtained by

Segade et al. (2014) with this species.

The lack of differences in growth in this experiment may be associated with two
factors. First the biochemical profile of diets (proximate analysis) is similar except
for the fatty acid profile, which mean that fatty acids have not clearly affect
seahorses performance. Moreover, as already observed in other experiments, the
growth rate of this species is low (Otero-Ferrer et al., 2010, 2012; Segade et al.,
2014), issue that can lead to the absence of significant differences between
treatments. Moreover, it can be observed that the total carotenoid content in
seahorses is proportional to its diet content as observed for other nutrients in some

other experiments (Lin et al., 2008; Segade et al., 2014).

In this experiment low lipid content was observed according to other seahorse
body analysis (Lin et al., 2008b; Segade et al., 2014), which could be related to the
low lipid requeriment of these fishes (Segade et al., 2015). Referring to the main
fatty acid levels obtained results are however consistent with those obtained for this
and other species of seahorse (Lin et al., 2008b; Segade et al., 2015), being also
related with the respective dietary levels. Thus, the differences obtained in EPA
may be due to high content of this fatty acid in the diet as krill oil contains high

levels of EPA (Tou et al., 2007; Gigliotti et al, 2011).

It was observed that reddish color remains stable over time with three different

diets, while the yellowish of the fish increases from the beginning to the end of the
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experiment in all diets, obtaining significant differences between them. The same
fact was observed by Segade et al. (2014), where the ability of this species to
express the yellowish of its skin was described. Color expression will vary
depending on different factors such as the environment, the type of pigment and the
target species as each species has different metabolic pathways of carotenoids
(Chatzifotis et al., 2004). In this experiment it has been achieved that seahorses
accumulate high quantities of pigments in its body, but only showed a slight
modification of the color of their skin. This could be due to environmental factors,
which include the color of the elements surrounding the fish, walls, background,
holdfast and lighting. It has been reported that seahorses can change color to blend

with the surrounding environment.

In present trial was confirmed that the high content of carotenoids in the diet and
consequently in fish not always will lead a greater color expression. Moreover,
according to the present results it seems that the redness of this seahorses species
appear to be saturated at a value between 5-6. Besides, it is also relevant that any
increment in the carotenoid content in the fish around this a* values promote a
reduction in the b* color expressionthus increasing the final observed HUE in fish
skin; so at the end skin redness in the seahorses are being promoted by lowering in
the skin yellowness, both for red (krill) and yellow (mussel) increasing carotenoid
levels in the diets. New trials are necessary to better elucidate this observations,
which in turn will be of importance not only to go deeper in seahorses color

physiology but also from the economic and marketing point of view for this species.

Regarding color measurement, taking into account the different techniques used

to measure color, it could conclude that is statistically more potent the use of
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colorimeter, although the color values move away from reality accuracy is much
higher resulting in a decrease of the deviation between data. Unlike the data
obtained by image analysis and FISCEApp software offer us colors closer to our
eyes reality. This is mainly because the software while eliminating all those pixels
that provide reflections to the image, scans all pixels that form the image of the fish
leading to thousands of data per image, with a greater dispersion of the data which
shows a true color, however the data deviation does not allow a favorable statistical

analysis.

In conclusion, in this experiment a large amount of pigments (up to 3 pg g* more
than the control enrichment) was supplied to seahorses through only one hour
enriched Artemia. In this short time, the enrichment is not metabolized by the
Artemia, so it saves time and effort. Even taking into account the large amount of
pigments obtained in seahorses compared to the control diet (between 4 and 7 ug g’
1, no improvement in color expression was observed with lower redness but also
lower color intensity. Besides, it was confirmed the ability of this species to better
express yellow color versus red color. First data for a redness saturation of around
5-6 for the a* was observed although this needs future confirmation. Finally, the
image analysis software does not provide or improve the subsequent analysis of the
data regarding the colorimeter, but provides more real color data. To further
enhance the culture of seahorses and their color expression new dietary studies
should be carried out with lower quantity and mixed carotenids content and also

observing the environmental effect (aquarium, background, lighting ...).
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1.-El crecimiento del caballito de mar (H. hippocampus) y sus diferencias entre
dietas es un parametro poco determinante en estudios de 3 meses de duracion,

debido a la baja tasa de crecimiento de esta especie.

2.- Obsevaciones histoldgicas en tejido hepatico como la acumulacion de lipidos y
aparicion de gran numero de vacuolas son indicativo de exceso de grasa en la dieta

para esta especie. Esto quedo reflejado para 40g kg™ de grasa en el alimento.

3.-El contenido graso en los animales no aparece relacionado con el mismo en las
dietas, no asi el perfil de los &cidos grasos que si se muestra directamente
relacionado. Asi, animales alimentados con Artemia enriquecida con SELCO
presentan mayor cantidad de DHA, mientras que la alimentacién con aceite de krill
y de mejillon promueven mayor contenido en EPA y AA, respectivamente en los

animales.

4.- Atendiendo a los resultados del presente trabajo, la utilizacion de misis
comerciales con respecto a la Artemia, no mejora ni la coloracion ni el crecimiento

para los diferentes enriquecedores utilizados.

5.- Los resultados muestran la aplicabilidad del procesado y congelacién de la
Artemia adulta tras su enriquecimiento, mostrando ademas una mejora la
digestibilidad de la dieta con respecto a la Artemia viva enriquecida. Este resultado
es de gran interés desde el punto de vista comercial para la aplicacion de dietas

especificas con menor costo de produccion y manejo.

6.- La Artemia adulta puede ser utilizada como biocapsula con un tiempo de
enriquecimiento de aproximadamente 2 horas si lo que se pretende es hacer
transferencia de un determinado nutriente que es afiadido en el enriquecedor.

Tiempos de enriquecimiento mayores de 3 h serian recomendables, si lo que se
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pretende es hacer tranferencia de microvacuolas, dado que la Artemia comienza la

asimilaciéon y metabolizacion del enriquecedor a partir de este momento.

7.- Los resultados de histologia del higado muestran que la alimentacién de los
caballitos con Artemia enriguecida con Selco, tanto viva como congelada, provocan
una acumulacién lipidica dando lugar a grandes vacuolas de grasa en los

enterocitos.

8.- En los caballitos de mar existe un periodo de adaptacion de 30 dias cuando se
realiza un cambio de dieta, que se ve reflejado en la expresion del color de los
animales y que debe ser tenido en cuenta en sucesivas pruebas de color en esta

especie.

9.- Se comprueba que el caballito de mar H. hippocampus tiene una gran facilidad
para acumular y expresar el color amarillo, alcanzando un méximo de expresion a

los 180 dias cuando son alimentados con Artemia.

10.- Se observa una relacion directa (R?=0.9276) entre el incremento del contenido
dietético en pigmentos y la concentracion de los mismos en el cuerpo del caballito,
si bien esto no pudo ser a su vez correlacionado con la modulacion directa del color

de la piel en los animales.

11.- Se muestra por vez primera la posible saturacion de la tonalidad roja en el H.
Hippocampus alrededor de valores de la a* entre 5 y 6 unidades. Esta saturacion
del rojo puede ser indicativo de la poca relacion encontrada entre los pigmentos
dietéticos suministrados y la respuesta de coloracion de los animales. Este resultado
promueve la realizacion de nuevas pruebas orientadas al color mediante aplicacion

de mezclas de diferentes carotenoides, si bien a dosis mas bajas en el alimento.
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12.- Se comprueba que el método més fiable de medida de respuestas de color frente
a modificaciones dietéticas en dietas para H. Hippocampus es el determinado por
colorimetria CIELAb convencional. El analisis de imagen (escala RGB) no mejora
el andlisis estadistico de los datos del colorimetro, aunque proporciona valores de
color mas cercanos a la realidad visual del ojo humano. Ambos métodos son por
tanto complementarios, recomend el andlisis de imagen con objeto de estudios de

mercado.
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