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RESUMEN

USO DE CAROTENOIDES EN DIETAS PARA REPRODUCTORES DE
DORADA (Sparus aurata): RELACIONES CON OTROS NUTRIENTES Y SU
EFECTO SOBRE LA CALIDAD DE LA PUESTA

Las necesidades nutricionales de los reproductores de dorada han sido
poco estudiadas, esto unido al comportamiento reproductor imprevisible y
variable de las especies en cautividad, constituyen un importante factor limitante
para la produccién masiva de semilla. La adecuada alimentacion de los
reproductores no solo puede mejorar la calidad de huevos y espermatozoides si

no también aumentar la produccion de semilla.

El objetivo general de este trabajo fue el de realizar una aproximacion al
efecto de la inclusion de sustancias bioactivas como los carotenoides, en la dieta
de los reproductores de dorada (Sparus aurata),y su relacion con otros
micronutrientes (n-3 HUFA y vitamina E) sobre la calidad de la puesta de esta
especie bajo condiciones de cultivo. Se evaluaron los efectos de dietas
experimentales, sobre el numero de huevos producidos, morfometria de los
mismos, viabilidad, numero de larvas eclosionadas y supervivencia larvaria, entre
otros. En forma paralela se estudid, la composicion bioquimica de los huevos y su
relacion con la dieta suministrada, y con la calidad de la puesta.

Se realizaron una serie de experimentos, todos ellos con un disefo
experimental muy similar entre si, los objetivos especificos de los experimentos
realizados fueron: evaluar el efecto de la utilizacion de carotenoides de distinto
origen; determinar el requerimiento de carotenoides en dietas isoprotéicas e

isolipidicas; evaluar el efecto de la inclusion de carotenoides Yy distintos niveles
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de n-3 HUFA 'y evaluar el efecto de la inclusion de Vitamina E y carotenoides en
la dieta.

Los resultados de este trabajo sugieren que la calidad de la puesta de la
dorada puede mejorarse por la inclusion de carotenoides dietéticos. La inclusion
de carotenoides, como el pimentdén en polvo, de origen vegetal, produjo mejores
resultados en la calidad de la puesta que la harina de langostino, de origen
animal. Esto se podria deber al tipo de carotenoides que determinan también la
calidad nutricional. La calidad de la puesta de la dorada puede mejorarse con la
inclusion de entre un 1 y un 2 % de carotenoides, provenientes de pimenton
comercial, en la dieta de los reproductores. Los niveles de n-3 HUFA en dietas
para reproductores de esta especie podrian elevarse hasta un 3,5% cuando se
complementan conjuntamente con carotenoides provenientes de oleorresina del

pimentdn y con vitamina E, mejorando asi la calidad de la puesta

VI
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. DEFINICION DE ACUICULTURA

Segun la FAO, la acuicultura es la cria de organismos acuaticos, ya sean
peces, moluscos, crustaceos o plantas acuaticas. El cultivo implica algun tipo
de intervencién en el proceso para incrementar la produccion, por ejemplo el
almacenamiento regular, la alimentacion, la proteccion contra los
depredadores, etc. El cultivo implica también la propiedad individual o colectiva
del stock explotado. Con fines estadisticos, los organismos acuaticos que son
recolectados por un individuo o un colectivo que los ha tenido, bajo su control,
durante el periodo de cultivo constituyen la produccion de la acuicultura,
mientras que los organismos acuaticos que son explotables por todos como
recursos de propiedad publica, con o sin licencia apropiada, constituyen la

cosecha de las pesquerias.

1.2. ANTECEDENTES Y SITUACION ACTUAL DE LA ACUICULTURA

La Piscicultura como tal nacié hace 4000 afios en China con el cultivo de
la carpa. En la Edad Media es conocida la labor de cria de trucha y carpa que
realizaban diferentes monasterios y abadias europeas de una forma
continuada. Un gran avance tuvo lugar en Francia cuando se realizo la primera
fecundacion artificial de huevos de trucha en el siglo XIV. Hay pruebas de que

en Inglaterra se comenzo a cultivar peces planos en el siglo siguiente.

Hoy en dia la piscicultura es una realidad asentada que ha
experimentando en los ultimos afios un desarrollo espectacular (Halwart et al.,
2007), y es sin lugar a dudas la forma de ganaderia especializada que se
desarrolla mas rapidamente teniendo ciertamente un enorme porvenir en
cuanto a rendimientos, nuevas especies susceptibles de ser cultivadas vy

comercializacion de sus productos.
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Actualmente el cultivo del salmén, especialmente del salmon Atlantico
(Salmo salar), figura como la referencia y linea a seguir para cualquier forma de
piscicultura industrial moderna debido fundamentalmente al fuerte desarrollo
que se ha producido en las dos ultimas décadas en Noruega y Escocia, asi
como en otros paises con condiciones ambientales similares, de los cuales el
ejemplo mas destacado es Chile, donde se ha convertido, al igual que en
Noruega, en una de las principales actividades productivas del pais. En 1912
los noruegos comenzaron a cultivar la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
en el mar, sin embargo los primeros resultados exitosos no se produjeron
hasta los afios 50, llegandose en 1965 a una produccion de 500 toneladas

meétricas (t).

Considerando que el 70% de los caladeros internacionales se
encuentran en estado de sobreexplotacién y que el nivel de capturas actual es
practicamente el maximo que puede alcanzarse permaneciendo practicamente
constante desde los "90 (Fig. 1) el aumento del consumo de estos productos,
debido al incesante incremento de la poblacién mundial en los ultimos afos y a
su necesidad natural de alimentarse, debe fundamentarse en la acuicultura, lo
que confirma las altas expectativas de crecimiento para las producciones

acuicolas en un futuro préximo.
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Fig. 1.- Capturas mundiales de peces, moluscos y crustaceos en las dos
ultimas décadas (FAO, 2007).
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La acuicultura, posiblemente el sector de produccion de alimentos de
crecimiento mas acelerado, hoy representa casi el 50% de los productos
pesqueros mundiales (Fig. 2). El crecimiento de este sector es el mas elevado
entre los dedicados a la produccion de alimentos de origen animal. En los
ultimos 30 afos, la tasa de crecimiento anual de la acuicultura ha sido del 9,2
%, mientras que la de la pesca unicamente alcanzé el 1,4%, y la produccién
carnica basada en cria de animales el 2,8%. La produccion piscicola europea
alcanzo el millon y medio de toneladas métricas en especies de alto valor
comercial, en la Tabla | se indica la produccién de las principales especies de
peces de la acuicultura europea en el afio 2006.
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Fig. 2.- Capturas y produccion de la acuicultura de peces, moluscos y
crustaceos en las dos ultimas décadas (FAO, 2007).
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Tabla |.- Principales producciones de peces en Europa en el afio 2008 (FEAP,
2008)

ESPECIE NOMBRE CIENTIFICO TONELADAS METRICAS
Anguila Anguilla anguilla 5.124
Carpa comin Cyprinus carpio 70.440
Dorada Sparus aurata 148.430
Lubina Dicentrarchus labrax 138.156
Rodaballo Psetta maxima 7.962
Trucha arco iris Oncorhynchus mykiss 326.843
Salmon Atlantico Salmo salar 987.789
Bacalao Gadus morhua 11.680

El principal grupo de peces producidos fue el de los salmonidos. Salmén
Atlantico y trucha arco iris representan el 76,50% del total, siendo Noruega y
Reino Unido los principales productores de salmén, y Francia, Italia, Dinamarca
y Espana, los mayores productores de trucha arco iris. Ademas los ciprinidos
alcanzan el 4,1% del total, y los peces marinos, principalmente dorada y
lubina, producidos en los paises del area mediterranea llegan al 17,31% de la
produccion total. El cultivo de la dorada y la lubina, desarrollado en los afos 90,
ha crecido de forma espectacular y esta presente en la mayoria de los paises
de la cuenca mediterranea (Le-Breton, 1994). El pais mayor productor de
ambas especies es Grecia seguido por Turquia y Espafa. Hoy por hoy la
especie principalmente producida en nuestro pais es la trucha arco iris. Junto a
la trucha hay que destacar la produccion espafiola de dorada, especie que es
engordada fundamentalmente en jaulas flotantes en el Mediterraneo y
Canarias. Después, en orden de importancia, destacan los cultivos de lubina y
de rodaballo (Tabla II).
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Tabla Il.- Principales producciones de peces

(Jacumar, 2008)

en Espafia en el ano 2007

ESPECIE
Dorada

Lubina
Rodaballo
Anguila

Atin Atlantico

Corvina

Trucha arco iris

Besugo

Lenguado senegales

NOMBRE CIENTIFICO

Sparus aurata
Dicentrarchus labrax
Scophthalmus maximus
Anguilla anguilla
Thunnus thynnus
Argyrosomus regius
Oncorhynchus mykiss
Pagellus bogaraveo

Solea senegalensis

TONELADAS METRICAS

19.855, 41
10.040, 21
6.035, 17

278, 13
3.101, 58

260, 76
24.029, 64

195, 35
58,13

En Canarias la produccion de peces del afio 2007 ascendio a 8.123,94

t, de las cuales 3.547, 61 corresponden a lubina, lo que represento el 35,33 %

de la produccion nacional, y 4.576, 33 a dorada, lo que representd el 23,04 %

de la produccion nacional. En la Tabla Il se sefialan las producciones de estas

dos especies por Comunidades Auténomas.

Tabla IIl.- Produccion, en toneladas métricas, de dorada y lubina en Espana
en el ano 2007 (Jacumar, 2008)

COMUNIDAD AUTONOMA

ANDALUCIA

MURCIA

C. VALENCIANA
CATALUNA
BALEARES
CANARIAS

TOTAL

LUBINA

3.209, 70
1.476, 56
1.336, 11

470, 23

3.547, 61
10.040, 21

DORADA

3.620, 68
3.450, 84
6.507, 02
1.538,42
162, 17
4.576, 33
19.855, 46
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Se calcula que para producir 20 millones de toneladas métricas de
peces es necesaria la obtencion de 80 billones de juveniles (Lee, 2003). El
rendimiento en la cadena de produccién viene determinado en gran parte por la
cantidad, calidad y salud de las larvas y alevines que producen los
reproductores. En el caso de la dorada, la produccién de semilla en Europa el
afno 2008 ascendid a un total de 485, 21 millones de unidades repartidas entre
ocho paises (Tabla IV).

Tabla IV.- Produccion de semilla de dorada en Europa (FEAP, 2008)

PAIS UNIDADES (millones)
CROACIA 7, 00
CHIPRE 13, 00
FRANCIA 31, 31
GRECIA 214, 00
ITALIA 48, 00
PORTUGAL 20, 00
ESPANA 71, 90
TURQUIA 80, 00
TOTAL 485, 21

1.3. INDICADORES DE LA CALIDAD DE LA PUESTA

Las poblaciones de peces, tanto naturales como cultivadas, dependen
de la produccién de huevos de buena calidad. Las puestas de baja calidad
constituyen uno de los mayores impedimentos para la expansion de la
acuicultura tanto marina como de agua dulce. En la industria de la acuicultura
los huevos de buena calidad han sido definidos como aquellos que tienen baja
mortalidad en la fecundacién, formacién del embrion, eclosion, y antes de la
primera alimentacion exdégena, cuando la larva ha reabsorbido el saco vitelino
(Bromage et al., 1992). La morfologia de las larvas se ha usado como
indicador de la calidad del gameto en algunas especies de peces (Kjarsvik,
1994). Otros autores sugieren que la apariencia de la zona pelucida, la
esfericidad del huevo, su transparencia, y el numero y distribucion de las gotas

-6-
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de grasa, pueden relacionarse con la calidad del huevo (Kjarsvik et al., 1990;
Bromage et al., 1994; Mansour et al., 2007). En los criaderos de especies
marinas a menudo se distingue entre huevos de buena calidad y huevos de
mala calidad en funcién, respectivamente, de si flotan o no en la superficie del
agua (McEvoy, 1984; Carrillo et al., 1989; Kjarsvik et al., 1990). Sin embargo, la
correlacién positiva entre la flotacion y buena calidad de los huevos no es cierta
para varias especies marinas, por ejemplo para el halibut (Hippoglossus
hippoglossus). En esta especie el unico indicador de la calidad del huevo
establecido hasta ahora, esta basado en la valoracién de la simetria celular en
las fases tempranas del desarrollo embrionario (Bromage et al., 1994; Shields
et al., 1997). Otros indicadores de la calidad de la puesta que se han utilizado
son el tamano y la composicion bioquimica del huevo. Asi, el contenido en
lipidos (Sargent, 1995; Bell y Sargent, 2003; Tveiten et al., 2004; Bransden et
al., 2007), n -3 HUFA (Ling et al., 2006), aminoacidos (Rgnnestad y Fyhn,
1993) vitaminas (Rennestad et al., 1997, 1999; Maeland et al., 2003) o
carbohidratos (Giménez et al., 2006) han sido considerados como indicadores
de calidad de los huevos. Sin embargo en cuanto a la composicion bioquimica
del huevo, que en principio podria esperarse que fuera el parametro mas
determinante de la calidad de este, resultados obtenidos en varias especies
tanto marinas como dulce acuicolas, no han mostrado una clara relacion entre
la composicion bioquimica del huevo y la posterior supervivencia de huevos y
larvas (Craik y Harvey, 1984; Kjarsvik et al., 1990).

Aunque es conocido que huevos grandes producen también larvas mas
grandes, no existen evidencias de que el diametro del huevo sea un aspecto
determinante de su calidad (Kjgrsvik et al., 1990). En trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) el tamafio de los huevos no aparece como un
importante indicador de la calidad de la puesta (Springate y Bromage, 1985;
Bromage et al., 1992).

En la mayoria de los trabajos de investigacion sobre la calidad de la
puesta, las tasas de fecundacion y de eclosion han sido utilizadas como
criterios importantes  (Kjgrsvik et al., 2003). La supervivencia hasta un
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determinado estadio de desarrollo y la produccién final de larvas también se
han utilizado como medidas de la calidad (Fernandez-Palacios et al., 1995).

Recientemente se ha propuesto la utilizacion de nuevos indicadores de
la calidad de la puesta tales como marcadores genéticos (Kestemont et al.,
1999; Carnevali et al., 2000, 2001), peso de las cenizas del huevo (Trippel et
al., 2000), y el pH del fluido ovarico (Lahnsteiner et al., 2000; Denson et al.,
2001). Por otro lado, varios compuestos y enzimas involucradas en el
metabolismo de los carbohidratos han sido identificadas como excelentes
indicadores de la calidad en los huevos de algunos esparidos; como la
dorada (Sparus aurata) o el sargo picudo (Puntazzo puntazzo) (Lahnsteiner y
Patarnello, 2004 a,b).

Puesto que entre los diversos parametros y caracteristicas de los
huevos que han sido propuestos como indicadores de la calidad de la puesta
en peces ninguno de ellos por si mismo parece capaz de definir
completamente la calidad de la puesta, una combinacion de ellos
proporcionaria mejores resultados. Los indicadores comunmente utilizados en
los trabajos de investigacion referente a la calidad de la puesta, pueden

agruparse en dos categorias:

a) Caracteristicas de los huevos: medidas de huevos y larvas, esfericidad y
transparencia del huevo, flotabilidad del huevo, numero y distribucion de las
gotas de grasa, composicion bioquimica de los huevos, tasa de fecundacion,
apariencia del corion y simetria de los blastomeros.

b) Parametros productivos: porcentaje de huevos flotantes, de fecundacion,
de eclosion, y de supervivencia larvaria (desde la eclosidén hasta la primera
alimentacion exogena). Producciones por kg de hembra de huevos totales,

huevos viables, larvas nacidas y larvas con el saco vitelino reabsorbido.
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1.4. FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD DE LA PUESTA

Diversos factores, bidticos y abidticos, han sido propuestos como
posibles determinantes de la calidad del huevo o de su supervivencia, tanto en
condiciones naturales como en cautividad. Sin embargo, no existe un acuerdo
sobre que niveles de mortalidad pueden considerarse como indicadores de
buena calidad o sobre que factores del huevo o del reproductor pueden incidir
en la calidad del huevo (Bromage et al., 1992). En la bibliografia, el término
"calidad del huevo" ha sido utilizado en varios sentidos, Kjarsvik et al. (1990)
han propuesto una definicion de mayor validez, definiendo el término como "el
potencial del huevo para producir larvas viables". Dicha potencialidad estaria
determinada por varios parametros fisicos, genéticos y quimicos, asi como
por los procesos fisiologicos que suceden durante el desarrollo inicial del
huevo. Los factores que afectan a la calidad del huevo estan determinados por
las propiedades intrinsecas del propio huevo y el entorno en el que son
fecundados y posteriormente incubados. Algunos de los factores que afectan a
la calidad del huevo son conocidos, pero muchos (probablemente mas) son
desconocidos.

De todos de los factores que han sido sugeridos como determinantes de
calidad de la puesta solo unos pocos de estos han mostrado una clara
influencia en la calidad de la descendencia (Carrillo et al., 2000, modificado
por Alvarez-Lajonchére, 2006) y se pueden resumir en:

Factores que afectan a los reproductores: genotipo, nutricion, métodos de
induccion a la puesta, estrés, edad (pubertad y vejez) y sobremaduracién de

los huevos.

Factores que afectan al huevo: propiedades fisicas y fisiologicas,
aberraciones cromosoémicas, colonizacién bacteriana, propiedades fisico-

quimicas del agua de la puesta e incubacion.



INTRODUCCION GENERAL

1.5. EFECTO DE LA DIETA DE LOS REPRODUCTORES SOBRE LA
PUESTA

Aunque hace tiempo que se reconoce la importancia de una adecuada
alimentacion en la reproduccién y calidad de las puestas en los teledsteos
(Luquet y Watanabe, 1986), los requerimientos nutritivos de los reproductores
sigue siendo una de las areas menos estudiadas en el campo de la nutricidn
de los peces. Ademas, los escasos trabajos de los que se dispone estan
limitados a unas pocas especies (Brooks et al., 1997; Izquierdo et al., 2001).
En gran medida, esto es debido a la necesidad de grandes instalaciones,
interiores o exteriores, para mantener grupos numerosos de reproductores, y
al alto coste tanto para la construccion como para el mantenimiento de las
instalaciones requeridas para realizar experimentos de alimentacion de larga
duracion, con peces de gran tamafo. Sin embargo, como ocurre en nutricion
humana 6 en ganaderia (Leboulanger, 1977), es obvio que los requerimientos
nutricionales de los reproductores se diferencian claramente de los que
requieren los animales jovenes o los adultos fuera de la etapa reproductiva. Es
mas, como en otros animales, parece evidente que muchos de los problemas y
deficiencias que aparecen en las etapas tempranas del desarrollo de huevos y
larvas estan directamente relacionadas con el régimen alimenticio de los
reproductores. Asi, los componentes nutricionales de la dieta afectan
directamente la calidad de las puestas como sugieren las investigaciones
realizadas en algunas de las principales especies cultivadas: dorada (Sparus
aurata) (Mourente y Odriozola, 1990; Fernandez-Palacios et al., 1995, 1997,
2005), lubina (Dicentrarchus labrax) (Cerda et al., 1994; Carrillo et al., 1995;
Navas et al., 1997), pargo japonés, (Pagrus major) (Watanabe et al., 1984 a, b,
c, 1985 b, 1991 a, b), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Washburn et al.,
1990; Choubert y Blanc, 1993; Blom y Dabrowski, 1995; Choubert et al., 1998;
Pereira et al., 1998), salmon Atlantico, (Salmo salar) (Eskelinen, 1989;
Berglund, 1995; Christiansen y Torrissen, 1997), tilapia (Oreochromis niloticus)
(De Silva y Radampola, 1990; Cumaratunga y Mallika, 1991; Santiago y
Reyes, 1993; Gunasekera et al., 1995, 1996 a, b, 1997; Siddiqui et al., 1998),
carpa comun (Cyprinus carpio) (Manissery et al., 2001) o rodaballo
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(Scophthalmus maximus) (Lavens et al., 1999).

Los pioneros trabajos de Watanabe y colaboradores en el afo 1984
mostraron que la composicion de las dietas para los reproductores del pargo
japonés (Pagrus major) constituye un factor determinante de la calidad de sus
puestas. Investigaciones posteriores indican que son varios los tipos de
nutrientes capaces de influir en la reproduccion, tales como: los lipidos polares
0 no polares (Watanabe et al., 1991a, b), los acidos grasos esenciales (Harel et
al., 1994; Fernandez-Palacios et al., 1995; Carrillo et al., 1995; Bruce et al.,
1999; Mazorra et al., 2003), los carbohidratos (Mangor-Jensen y Birkeland,
1993), las proteinas (Harel et al.,1995; Gunasekera et al, 1996 a, b), la vitamina
E (Emata et al., 2000; Fernandez-Palacios et al., 2005), el acido ascorbico
(Dabroswki y Blom, 1994; Blom y Dabroswki, 1995), la vitamina A (Furuita et
al., 2003 a), los carotenoides (Vasallo-Agius et al., 2001 a, b, ¢ ) 6 los

nucledtidos (Gonzalez-Vecino et al., 2004).

1.5.1. LIPIDOS

Los lipidos constituyen el componente dietético mejor estudiado en
nutricion de reproductores. Trabajos como los de Watanabe et al. (1984 a),
Mourente et al. (1989), Dhert et al. (1991), Bruce et al. (1993), Fernandez-
Palacios et al. (1995), Navas et al. (1997), Rodriguez et al. (1998), Lavens et al.
(1999), Furuita et al. (2002, 2003 b), Mazorra et al. (2003) y Aijun et al. (2005)
muestran que el contenido dietético en lipidos totales 6 de acidos grasos
esenciales constituye el factor nutricional que mas influye en la calidad de las
puestas, especialmente en aquellas especies de puestas continuas que
presentan periodos vitelogenéticos cortos y que son capaces de incorporar
estos componentes dietéticos en los huevos incluso durante el periodo de
puesta (Fernandez-Palacios et al., 1995).

La elevacion de los niveles de lipidos dietéticos de 12% a 18% en las
dietas para reproductores del pez conejo (Siganus guttatus) produce una
notable mejora en su fecundidad, determinada por el numero total de huevos

producidos (Duray et al., 1994). Aunque este efecto podria ser debido al
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incremento energético en la dieta, parece estar estrechamente relacionado con
un aumento gradual en los acidos grasos esenciales de la dieta. De hecho,
uno de los factores nutritivos que mas afectan la calidad de la puesta es el
contenido en acidos grasos esenciales (AGEs) de la dieta (Watanabe et al.,
1984 a, b). En la dorada (Sparus aurata), Fernandez-Palacios et al. (1995)
indican que la calidad de la puesta, que constituye un factor limitante para la
produccion masiva de juveniles de esta especie, se ve directamente afectada
por los niveles de n-3 HUFA (acidos grasos poliinsaturados con 20 o mas
atomos de carbono, esenciales para peces marinos) en las dietas de los
reproductores. Asi, por ejemplo, la fecundidad mejora significativamente con un
aumento en los n-3 HUFA dietéticos en la dorada (Fernandez-Palacios et al.,
1995, 2005) y otros esparidos (Watanabe et al., 1984 a, b, ¢, 1985 a, b). En
otras especies, como el bacalao (Gadus morhua), algunos autores como Lie
et al. (1993) no han podido demostrar un claro efecto de los acidos grasos
esenciales sobre la fecundidad utilizando dietas comerciales enriquecidas con
diferentes tipos de aceites (soja, capellan o sardina). De hecho, ni siquiera la
composicion del huevo se vio marcadamente afectada cuando los
reproductores de esta especie fueron alimentados con dichas dietas durante un
largo periodo de tiempo (Lie et al., 1993). Estos resultados, que parecen
contradictorios con los obtenidos en esparidos, podrian ser debidos a unos
menores requerimientos de AGEs en los reproductores de bacalao que
parecen ser cubiertos por los lipidos residuales presentes en la harina ¢ el
aceite de pescado que contenia la dieta comercial basal a la que se afadieron
los distintos tipos de aceites.

Otros acidos grasos distintos de los n-3 HUFA parecen jugar un papel
importante en la produccion de huevos en los peces. Asi, la presencia de acido
araquidonico (20:4 n-6, ARA) en las dietas para reproductores de halibut
(Hippoglossus hippoglossus) incrementa la fecundidad (Bruce et al., 1999).
También en el lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) el incremento
dietético de ARA de 0,1 a 0,6% (peso seco) mejora la fecundidad, mientras que
elevaciones hasta el 1,2% inhiben esta mejora (Furuita et al., 2003b). Sin

embargo, Mazorra et al. (2003) no encuentran diferencias en la fecundidad de
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reproductores de halibut alimentados con una dieta conteniendo aceite orbital
de atun, muy rico en ARA y acido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA) y otra
dieta basada en harina de krill. Aunque la dieta aceite orbital de atun tiene un
contenido en DHA significativamente mayor que la dieta a base de krill, no
aparecen diferencias significativas en su concentracion en los huevos,
probablemente debido a una acumulacién selectiva del DHA
independientemente de su nivel dietético. En especies de agua dulce, los
acidos grasos de la serie n-6 parecen jugar también un papel principal en la
reproduccion. Asi, estudios en la reproduccién de la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) indican que el numero de hembras que ponen, la
frecuencia de las puestas, el numero de larvas obtenido por cada puesta y la
produccion total de larvas tras 24 semanas, es mucho mayor en peces
alimentados con un dieta basal complementada con aceite de soja, con alto
contenido en acidos grasos de la serie n-6 esenciales para estas especies de
peces (Watanabe, 1982), que cuando la dieta se complementa con aceite de
higado de bacalao, rico en acidos grasos de la serie n-3 (Santiago y Reyes,
1993). Sin embargo, los reproductores alimentados con aceite de higado de
bacalao mostraron una mayor ganancia de peso (Santiago y Reyes, 1993).
Pero no solo el contenido total en acidos grasos de la serie n-6, sino su
proporcion con respecto a los de la serie n-3 parece ser importante para la
reproduccion en los peces de agua dulce. Asi, por ejemplo, Meinelt et al. (1999)
sefalan el incremento de la tasa de fecundaciéon en puestas del pez cebra
(Danio rerio) cuando la relacion n-3/n-6 disminuye en la dieta de los
reproductores. En otra de estas especies la catla (Catla catla) se ha
demostrado que es esencial complementar las dietas de reproductores con
acidos grasos de ambas series para completar la maduraciéon gonadal y

obtener una buena calidad de puesta (Nandi et al., 2001).

En general, los n-3 HUFA parecen ser determinantes en la tasa de
fecundacion o fertilizacion de los huevos (Fernandez-Palacios et al., 1995;
lzquierdo et al., 2001). En dorada, el porcentaje de fecundacién es menor en
una dieta deficiente en n-3 HUFA (Rodriguez et al., 1998). Esta reduccién en

la tasa de fecundacion puede ser debida, al menos en parte, a una menor
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calidad del esperma (Watanabe et al., 1984d). Asi, Vassallo-Agius et al.
(2001d) encuentran una reduccion en la motilidad de los espermatozoides de
machos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), alimentados con una
dieta deficiente en n-3 HUFA asociada a una disminucion en la tasa de
fecundacion, al fertilizar con este esperma huevos procedentes de hembras
alimentadas con una dieta control con n-3 HUFA. En particular, ciertos acidos
grasos como el acido eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y el ARA muestran
una marcada correlacion positiva con la tasa de fecundacion en la dorada,
Sparus aurata (Fernandez-Palacios et al., 1995, 1997, 2005). Igualmente, el
contenido de ARA en dietas para reproductores de halibut (Hippoglossus
hippoglossus) se encuentra directamente relacionado con la tasa de
fecundacion (Mazorra et al., 2003).

Dado que la composicion en acidos grasos del esperma depende de la
composicion en acidos grasos esenciales de la dieta de los reproductores
(Leray y Pelletier 1985), en especies como la trucha arco iris (Watanabe et
al., 1984 e; Labbe et al., 1993) o la lubina, Dicentrarchus labrax (Asturiano,
1999), es posible que la motilidad de esperma y a su vez la fecundacion se
vean afectadas por el nivel dietético de estos acidos grasos. Asi, el contenido
de EPA en el esperma regula la fluidez de las membranas celulares y podria
afectar directamente la actividad del espermatozoide y a su vez la tasa de
fertilizacion (Watanabe et al., 1984d). Particularmente en salmonidos, dénde la
criopreservacion del esperma es empleada frecuentemente, la composicion en
acidos grasos del esperma constituye un factor determinante de la integridad
de la membrana después de la descongelacion. Por otra parte, tanto EPA como
ARA son precursores de eicosanoides, entre ellos prostaglandinas (PG) de las
series |l (Stacey y Goetz 1982), una de las PG mayoritariamente sintetizadas
por los peces marinos (Ganga et al., 2005), y Il (Bell et al., 1994),
respectivamente. Puesto que estos acidos grasos regulan la produccién de
eicosanoides, estan indirectamente implicados en numerosos procesos
reproductores (Moore, 1985), incluyendo la produccién de hormonas
esteroides, el desarrollo gonadal y la ovulacion. Los ovarios de los peces
tienen una alta capacidad de generar eicosanoides, entre ellos, las
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prostaglandinas E (PGEs) liberadas por la accion de las ciclooxigenasas, y los
leucotrienos LTBs y LTBs, liberados por la accion de las lipooxigenasas
(Knight et al., 1995). Los inhibidores de esta ultima enzima reducen la
maduracion de los oocitos en lubina (Dicentrarchus labrax) inducida por la
gonadotrofina (Asturiano, 1999), sugiriendo que los productos derivados de la
accion de las lipooxigenasas también pueden estar involucrados en la
maduracion de los oocitos. Este hecho se ha demostrado en los mamiferos
donde algunos leucotrienos (LTB4) mejoran la accion esteroidogénica de la
hormona luteinizante (LH) (Sullivan y Cooke, 1985). “In vitro” el ARA, pero no
el EPA ni el DHA, estimula la liberacion de testosterona en los testiculos
del carpin (Carassius auratus) a través de su conversion en prostaglandina
PGE, (Wade et al., 1994). Por el contrario, el EPA o el DHA bloquearon la
accion esteroidogénica del ARA y de la PGE,. Asi, ambos acidos grasos, ARA
y EPA modulan la esteroidogénesis en los testiculos del carpin (Wade et al.,
1994). Por ello, una deficiencia o un desequilibrio de los AGEs en la dieta de
los reproductores puede ocasionar una cierta inhibicion de la esteroidogénesis
que retrase la espermiacién, y como consecuencia reduzca las tasas de
fecundacion. Es mas, también se conocen las prostaglandinas como
importantes feromonas en algunos teledsteos (Mustafa y Srivastava, 1989;
Sorensen y Goetz, 1993; Rosenblum et al, 1995), estimulando el
comportamiento sexual masculino y sincronizando las puestas de la hembra y
el macho, afectando directamente asi al éxito de la fecundacion (Sorensen et
al., 1988).

Varios autores (Sandnes et al., 1984; Craik 1985; Harel et al., 1992;
Parrish et al., 1994; Bell et al., 1997; Almansa et al., 1999) han sugerido que la
composicion quimica de los huevos de peces esta relacionada con la calidad
de las puestas, ya que la composicion del huevo debe satisfacer las demandas
nutritivas del embrién para su desarrollo y crecimiento. Fernandez-Palacios et
al. (1995) senalan que la composicion en acidos grasos de los huevos de
dorada esta directamente afectada por el contenido en n-3 HUFA de la dieta
de los reproductores. Los acidos grasos de la serie n-3 y los n-3 HUFA

contenidos en los huevos de dorada se incrementan cuando se incrementan los
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n-3 HUFA de la dieta, debido principalmente al aumento de 18:3n-3 (acido
linolénico), 18:4n-3 (acido estearidonico) y EPA.

Sin embargo, un alto contenido de n-3 HUFA en el huevo no siempre
esta asociado a una buena calidad de puesta (lzquierdo et al., 2001). Ademas,
la composicion en acidos grasos de los lipidos de los huevos de peces no solo
es determinada por la dieta de los reproductores, si no que también esta
relacionada con la especie y con diferentes lotes de la misma especie (Pickova
et al., 1997), o con las condiciones ambientales en las que se produce la
gametogénesis (Dantagnan et al., 2007). En trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), alimentada con una dieta deficiente en acidos grasos de la serie n-3
durante los tres ultimos meses de la vitelogénesis, se produce solo una
ligera reduccion del contenido de DHA en el huevo, mientras que la
concentracion de EPA disminuye drasticamente en un 50% (Fremont et al.,
1984). Esta retencion selectiva de DHA también se ha encontrado durante la
embriogénesis (lzquierdo, 1996) y durante la inanicién en los estadios larvarios
(Tandler et al., 1989) denotando la importancia de este acido graso para el
desarrollo del embrion y de la larva.

La viabilidad de los huevos también se ve claramente afectada por el
contenido en n-3 HUFA de las dietas de los reproductores. Fernandez-Palacios
et al. (1995, 2005) indican que el porcentaje de huevos viables, definidos como
huevos morfolégicamente normales, aumenta con la elevacion de los niveles
de n-3 HUFA en las dietas de los reproductores y con la incorporacion de
estos acidos grasos en los huevos, lo que indica la importancia de estos
acidos grasos esenciales para el desarrollo normal de huevos y embriones de
dorada. Resultados similares para esta especie han sido descritos por
Domarco (2001), utilizando dos dietas comerciales y dos dietas humedas
(calamar-gambas y calamar-caballa) encontré que el incremento de los niveles
de n-3 HUFA en los huevos implicaba un aumento en el porcentaje de huevos

viables, independientemente del ingrediente utilizado.

Asi, por ejemplo, la alimentacién de reproductores de dorada con dietas
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deficientes en AGEs ocasiona un aumento del numero de gotas de grasa en el
huevo (Fernandez-Palacios et al., 1997, 2005) como también se ha sefialado
en el pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1984 a). Makino et al.
(1999) observaron que era frecuente en las puestas del robalo japonés
(Lateolabrax japonicus) la existencia de huevos con mas de una gota de grasa
y siguiendo su desarrollo comprobaron que la fusion en una sola gota lipidica,
en la mayoria de las ocasiones, ocurria durante la formacion de las capsulas
opticas en el embrion en desarrollo, teniendo estos huevos altos porcentajes de
eclosion y de larvas normales. Asi mismo, la mejora en la viabilidad de la
puesta en lubina (Dicentrarchus labrax) alimentada con una dieta enriquecida
con aceite de pescado de alta calidad ha sido asociada con un alto contenido
en acidos grasos de la serie n-3 (Navas et al., 1997). De manera semejante, la
viabilidad de los huevos del cherne americano (Morone chrypsos), expresada
en términos de altos porcentajes de eclosion, estan asociados a un mayor

contenido de n-3 HUFA en las dietas y en los huevos (Lane y Kholer, 2006).

Por otra parte, la comparacién entre huevos de bacalao (Gadus morhua)
de agua salobre y agua marina muestran que el contenido en ARA y la
relacion DHA/EPA de la fraccidén polar de los lipidos de los huevos estan
correlacionados positivamente con la simetria del huevo y su viabilidad
(Pickova et al., 1997). Estos acidos grasos, en algunas especies, constituyen
importantes fuentes de energia durante el desarrollo embrionario temprano
(Tocher et al., 1985 a, b; Falk-Petersen et al. 1986, 1989; Rainuzzo, 1993;
Sargent, 1995). Ademas, tienen diferentes funciones en los peces, tales como
un importante papel estructural como componentes de los fosfolipidos en las
biomembranas del pez, regulando la fluidez de las mismas y su correcto
funcionamiento fisiologico (Bell et al., 1986, 1997; Takeuchi, 1997; Sargent,
1995; Sargent et al., 1999). En concreto, la estructura particular del DHA
confiere a este acido graso unas caracteristicas fisico-quimicas muy
particulares que le permiten jugar un papel esencial en diversos aspectos del
metabolismo en los peces. Su incorporacion a las membranas en los distintos
tipos celulares del organismo regula la integridad y funcionamiento de las

mismas, siendo un componente principal de los fosfoglicéridos, particularmente
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de las fosfatidiletanolaminas y fosfatidilcolinas. Este acido graso es
especialmente importante en el tejido neural, retina, nervio Optico y estructuras
relacionadas con los érganos de los sentidos (Sargent et al., 1993, Benitez et
al., 2007). Ademas puede ser un sustrato adecuado para las lipoxigenasas que
sintetizan eicosanoides (Asturiano, 1999) que regulan muchos aspectos del
metabolismo de los peces incluidos la esteroidogénesis (Ganga et al., 20006).
En muchas especies marinas el DHA ha demostrado ser mas determinante que
el EPA como acido graso esencial (Watanabe et al., 1989; Watanabe, 1993).
Puesto que ambos acidos grasos compiten entre ellos por las enzimas que
regulan la sintesis de eicosanoides, fosfoglicéridos, etc., la relacion entre
ambos en la dieta (EPA/DHA) sera determinante para las distintas funciones

fisiolégicas que regulan, incluida la reproduccion.

Algunos autores también han sefalado la importancia de la relacion
ARA/EPA en el desarrollo larvario (Sargent et al., 1999; Koven et al., 2001).
Esta relacion es ademas importante para muchas funciones fisiologicas que
dependen del estado evolutivo de la especie y de sus requerimentos (Pickova
et al., 2007). Bell et al. (1997), Bruce et al. (1999) y Omnes et al. (2004) han
sugerido la importancia de las relaciones ARA/EPA y EPA/DHA contenidas en
dietas para reproductores para mejorar la calidad de las puestas. Estos tres
acidos grasos ARA, EPA y DHA son importantes para el control de la
ovulacion (Mustafa y Srivastava, 1989) y estan probablemente implicados en la
embriogénesis, desarrollo del sistema inmune, eclosion y desarrollo larvario
inicial. EI ARA es un importante precursor de eicosanoides en las células de los
peces (Bell y Sargent, 2003) en competencia con el EPA que parece ejercer
una influencia moduladora sobre la produccion de eicosanoides derivados del
ARA. Puesto que estos eicosanoides juegan un papel fundamental en la
regulacion del desarrollo embrionario y larvario, del sistema inmune 6 en la
osmoregulacion, entre otras muchas funciones, pero presentan diferente
actividad fisiolégica segun sean derivados del EPA 6 el ARA, la relacion
dietaria, y por lo tanto tisular, ARA/EPA constituye un factor nutricional critico
en dietas para larvas y reproductores. Asi, el incremento de la relacién
dietética ARA/EPA mejora los porcentajes de huevos viables, eclosion vy
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supervivencia larvaria en la dorada (Sparus aurata), (Fernandez-Palacios et
al., 1995, 2005), de eclosion en lubina (Dicentrarchus labrax) (Navas et al.,
2001) y de huevos viables y eclosion en puestas del halibut (Hippoglossus
hippoglossus) (Mazorra et al., 2003). Este ultimo estudio sugiere tasas de 3-4:1
EPA/ARA como mas adecuadas en las dietas para reproductores de esta
especie. Sin embargo, un exceso en ARA o en su relacion con el EPA puede
ocasionar efectos perjudiciales para la reproduccion. En dorada, Fernandez-
Palacios et al. (2005) encuentran que un nivel dietario de ARA del 0,38%
mejora la calidad de las puestas, mientras que niveles superiores influyen
negativamente en dicha calidad, encontrando que la relacion EPA/ARA mas
adecuada para la mejora de la calidad de las puestas es de 13:1. También
Furuita et al. (2003 b) sefialan el efecto negativo de altos niveles de ARA en
dietas para lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) en la calidad de las
puestas, posiblemente debido a un potencial efecto inhibidor en Ia
bioconversion del EPA. Por otra parte, de manera general, Sargent et al.
(1999) indican que la relacion EPA/ARA oOptima en alimentos para larvas de
lubina es de 1:1, mientras que para rodaballo 6 halibut son de 10:1 o mayores.

Pocos estudios han podido demostrar la mejora de calidad de la semilla
a través de la dieta de los reproductores. En pez conejo (Signatus guttatus) se
ha comprobado que es posible mejorar la supervivencia de las larvas de 14
dias de edad incrementando los lipidos dietéticos en la dieta de los
progenitores (Duray et al., 1994). También la elevacion de los niveles dietéticos
de n-3 HUFA (particularmente del DHA) en las dietas de reproductores de
perca de rio (Perca fluviatilis) mejora significativamente el peso de las larvas
producidas y su resistencia al shock osmotico (Aby-Ayad et al., 1997). De una
manera similar, el aumento en los niveles de n-3 HUFA en las dietas de
reproductores de dorada mejora significativamente la supervivencia de larvas
con saco vitelino reabsorbido. Es mas, el crecimiento, supervivencia e inflacion
de la vejiga natatoria en larvas de dorada mejoran cuando se usa aceite de
pescado, en lugar de aceite de soja, en las dietas para los reproductores
(Tandler et al., 1995). En esta misma especie, la alimentacién de los

progenitores con niveles altos lipidos ocasiona un incremento en el peso y la
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talla de larvas de 28 dias de edad (Bueno, 2001).

No solamente las deficiencias dietéticas de AGEs causan efectos
negativos en la calidad de las puestas, sino que, en ciertas condiciones, su
exceso también podria tener un efecto negativo sobre la misma. Por ejemplo,
niveles altos de n-3 HUFA en la dieta de los reproductores de dorada
acompafados de un aumento de su concentracion en el huevo, ocasionan una
disminucién en la cantidad total de huevos producidos (Fernandez-Palacios et
al., 1995, 2005). Similares resultados, en cuanto a la produccion de semilla,
son encontrados en el espada, Xiphophorus helleri, por Ling et al. (2006). Li et
al. (2005) encuentran en el crescent sweetlips (Plectorhynchus cinctus) que
dietas con exceso o deficiencia de n-3 HUFA, tienen efectos negativos en la
calidad de huevos y larvas. Furuita et al. (2002) sefialan en el lenguado del
Pacifico, Paralichthys olivaceus, una disminucion de los porcentajes de
huevos flotantes, eclosién y de larvas normales al aumentar los n-3 HUFA
dietéticos de 2,1 a 6,2%. Esta inhibicidén en la produccidon de huevos podria ser
debida a la accién directa de los niveles tisulares de n-3 HUFA en el eje
endocrino cerebro-pituitario-gonadal. Por ejemplo, se ha encontrado que los
acidos grasos EPA y DHA reducen “in vitro” la accion esteroidogénica de la
gonadotrofina en el ovario de los teledsteos (Mercure y Van Der Kraak, 1995).
Esto también ocurre en mamiferos en los que un alto nivel de acidos grasos en
la dieta retrasa la aparicion de la pubertad (Zhang et al., 1992). Aunque este
efecto negativo de un exceso de n-3 HUFA podria estar relacionado con una
carencia de antioxidantes en la dieta (Fernandez-Palacios et al., 2005).

En general, los requerimientos en acidos grasos esenciales para
reproductores de esparidos varian entre un 1,5% y un 2,5% de n -3 HUFA en
la dieta (Watanabe et al., 1984 a, b, c, 1985 a, b; Fernandez-Palacios et al.,
1995, 2005), siendo mas altos que los determinados para juveniles que varian
entre el 0,5% y el 0,8% de n -3 HUFA en la dieta (lzquierdo, 1996). Estos
valores son también mas altos que los determinados para salmoénidos,
aproximadamente alrededor de 1% de n -3 HUFA (Watanabe, 1990).
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1.5.2. PROTEINAS

La maduracién ovarica en los peces implica cambios bioquimicos
considerables que resultan en una masiva incorporacidn de lipidos y proteinas
en los oocitos durante la vitelogénesis (Frémont et al., 1984). En la dorada
(Sparus aurata), que desova continuamente durante 3-4 meses, estos
componentes bioquimicos deben proporcionarse continuamente a través de

dietas de alta calidad nutritiva.

Las proteinas constituyen el componente mas abundante de los
nutrientes contenidos en los huevos de peces (Watanabe y Kiron, 1994).
Ademas, son la principal fuente de energia durante el desarrollo embrionario de
muchas especies de teledsteos (Fynh y Serigstad, 1987; Rennestad et al.,
1992; Sivaloganathan et al., 1998). Las proteinas tienen un papel
particularmente importante en la fecundacion y desarrollo normal del embrién
(Fynh y Serigstad, 1987; Srivastava y Brown, 1992; Srivastava ef al., 1995).
Por ejemplo, las proteinas que envuelven el vitelo desempefian un papel muy
importante durante la fecundacion (Hart, 1990). La vitelogenina es la principal
proteina precursora de vitelo en los teledsteos y su composicidon en
aminoacidos se caracteriza por altos contenidos en alanina, acido glutamico y
leucina y bajos contenidos en serina. Por otra parte, la composicion en
aminoacidos de las proteinas que envuelven el vitelo en los huevos de la
dorada esta caracterizada por un alto contenido en prolina y en acido
glutamico y un relativamente bajo contenido en cistina (Hyliner et al., 1995).
Los aminoacidos libres también aparecen en altas cantidades en los huevos
de peces pelagicos, contabilizandose por encima de 43 nmol por huevo en
dorada, incluyendo leucina, lisina, valina, isoleucina, alanina y serina como

principales aminoacidos (R@nnestad, 1993).

Por ello, no es de extrafiar que la composicién proteica de la dieta de los
reproductores influya en la calidad de la puesta regulando la sintesis vy
seleccion de los componentes del saco vitelino. Asi, en la dorada una dieta
para reproductores bien equilibrada en aminoacidos esenciales mejora la

sintesis de vitelogenina (Tandler et al., 1995). Estas proteinas constituyen una
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importante fuente de aminoacidos y de reserva energética utilizadas durante la
intensa actividad biosintética en las etapas tempranas de la embriogénesis
(Metcoff, 1986). Por ello, el correcto desarrollo embrionario en los peces
depende en gran medida del contenido de aminoacidos presentes en el huevo
(Fynh 'y Serigstad, 1987; Fynh, 1989). En estudios llevados a cabo en
reproductores del pargo japonés (Pagrus major) se ha estimado que el nivel
optimo de proteinas en dietas, conteniendo harina de pescado como principal
fuente de energia, esta alrededor del 45% (Watanabe et al., 1984a, b, d, e).
Los reproductores alimentados por debajo de ese nivel producen
aproximadamente un 30% menos de huevos. La fecundidad también se ve
afectada por las proteinas dietéticas en los reproductores de Ilubina
(Dicentrarchus labrax), que al ser alimentados con altos porcentajes de
proteinas muestran una fecundidad 1,5 veces mayor que cuando la dieta es
baja en proteinas (Cerda et al., 1994). Es mas, la reduccion de los niveles de
proteina dietética del 51% al 34% junto con un aumento de los niveles de
hidratos de carbono del 10% al 32% produce un incremento en las
deformidades larvarias en la lubina (Cerda et al., 1994). Durante la puesta
de los reproductores de lubina, estas dietas bajas en proteina alteran la
secrecion de GnRH (Kah et al., 1994) y de gonadotrofina GtH Il, que juegan
un importante papel regulador de la maduracidén del oocito y la ovulacidon
(Navas et al.,, 1996). La fecundidad de los reproductores también se ve
afectada por el nivel de proteina dietética en otras especies como tilapia
(Oreochromis niloticus) (Al Hafedh et al., 1999; El-Sayed et al., 2003) 6 espada
(Xiphophorus helleri) (Chong et al. 2004). Ademas, en esta ultima especie, la
elevacion de los niveles de proteina incrementa la produccion total de larvas
(Ling et al., 2006). En concordancia con estos resultados, la fecundidad de los
reproductores del labeo roho (Labeo rohita) incrementa con la elevacion de los
niveles de proteina dietaria de 20 a 25 y 30%, mientras que su incremento
hasta el 35 6 40% reduce la fecundidad (Khan et al., 2005). Los niveles
optimos de proteina dietética en las dietas para obtener la maxima fecundidad
en reproductores del pez gato Mystus nemurus se situan entorno al 35% de
proteina (Abidin et al., 2006). En el caso del rodaballo (Scophthalmus

maximus), parece ser necesario elevar los contenidos de proteina y lipidos por
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encima de 45 y 10%, respectivamente, con contenidos de 2% de HUFA para
obtener las mayores fecundidades (Aijun et al., 2005). Asi, vemos que los
requerimientos de proteina encontrados en la bibliografia para las distintas
especies estudiadas varian entre 30 y 45%.

Pero no solamente el contenido total de proteinas dietéticas, sino
también el tipo de fuente de proteina utilizada en las dietas para reproductores
parece ser determinante de la calidad de las puestas. Varios estudios han
puesto de manifiesto el efecto beneficioso de la alimentacion de los
reproductores de esparidos con sepia, calamar o las harinas preparadas de
estos cefalopodos (Watanabe et al., 1984 a, b; Mourente et al., 1989; Zohar et
al., 1995), sugiriendo que presentan componentes nutritivos esenciales para la
reproduccion. Por ejemplo, la alimentacion de reproductores de pargo japonés
(Pagrus major) con una dieta a base de harina de sepia, en lugar de harina de
pescado, incrementa la produccion total de huevos y la viabilidad de los
mismos (Watanabe et al., 1984 a, b). Incluso la substitucion parcial del 50% de
la harina de pescado por harina de sepia (Watanabe et al., 1984 a, b) mejora la
viabilidad de los huevos, aunque sin alterar la tasa de fertilizacion de los
mismos. Mourente et al. (1989) relacionaron este efecto beneficioso con el
elevado contenido en acidos grasos esenciales de la sepia, mientras que
Watanabe et al. (1984a) sugirieron que el alto valor dietético de la sepia es
debido principalmente a algun componente presente en la fraccion hidrosoluble
de la misma. De una manera similar, la sustitucion del 50% de la harina de
pescado por harina de calamar en dietas para el jurel dentdn (Pseudocaranx
dentex) mejoro los porcentajes de huevos fecundados y eclosiéon aunque no
incrementd el numero de huevos producidos por hembra (Vassallo-Agius et al.,
2001 ¢). Emata y Borlongan (2003) sefialan que los porcentajes de eclosion y
de supervivencia larvaria mas altos, en puestas del pargo del manglar (Lutjanus
argentimaculatus), corresponden a los reproductores alimentados con harina y

aceite de calamar, en substitucion de la harina y aceite de pescado.

Fernandez-Palacios et al. (1997) realizaron algunas experiencias

encaminadas a discernir qué componentes de la harina de calamar son
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responsables de la mejor calidad nutritiva de esta harina en comparacion con la
de pescado, una de las principales fuentes de proteina utilizadas para la
alimentacion de los reproductores de peces. Para ello alimentaron
reproductores de dorada (Sparus aurata) con cuatro tipos de dietas basadas en
harina calamar, harina de pescado, harina de calamar desengrasada con
solventes organicos y completada con aceite de pescado o harina de pescado
desengrasada con solventes organicos y completada con aceite de harina de
calamar. Los resultados mostraron una mejora significativa en la calidad de las
puestas cuando los reproductores eran alimentados con las dietas que
contenian harina de calamar 6 harina de calamar desengrasada,
principalmente en términos de numero total de huevos producidos por kg de
hembra al dia, y porcentajes de huevos viables y fertilizados.

Por tanto, la proteina de la harina de calamar, como componente
principal tanto de la harina de calamar como, especialmente, de la harina de
calamar desengrasada, parece ser el principal nutriente responsable del alto
valor nutritivo de estos ingredientes para los reproductores de distintas
especies y la mejora que su inclusién dietética origina en la calidad de las
puestas (Fernandez-Palacios et al., 1997; |zquierdo et al., 2001). Puesto que
los perfiles de aminoacidos fueron muy similares entre las distintas dietas, el
valor superior de la proteina de calamar frente a la de pescado fue atribuido por
dichos autores, al menos en parte, a la mejor digestibilidad que encontraron
para la primera fuente de proteinas en comparacion con la de la harina de
pescado. De hecho, el contenido proteico de los huevos obtenidos de los
reproductores alimentados con proteina de calamar fue ligeramente superior al

de los alimentados con harina de pescado.

Por otra parte, a pesar de que se habia sugerido que el bajo contenido
en calcio de las harinas de calamar en comparacién con las de pescado podria
ser una caracteristica de este ingrediente determinante de su gran valor
nutritivo para los reproductores, la adiciéon de calcio a una dieta basada en
harina de calamar no afecta la calidad de la puesta de otro esparido, el pargo
japonés (Pagrus major) (Watanabe et al., 1991b).
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La substitucion de la proteina 6 la grasa dietética proveniente de la
harina de calamar por proteina ¢ grasa obtenida de la soja en las dietas para
dorada origina una reduccién significativa en los porcentajes de eclosion y de
supervivencia al tercer dia de vida de las larvas (Zohar et al., 1995). Pero este
detrimento en la calidad de las puestas puede ser ocasionado no solo por la
reduccion en la cantidad de harina de calamar, sino que bien podria deberse a
un efecto perjudicial de la harina de soja. Aunque varios autores (Robaina et
al., 1995) han sefalado el interés de la harina de soja como fuente de proteinas
para el engorde de la dorada y este ingrediente es utilizado de forma
generalizada en los piensos comerciales, la posible presencia de factores
antinutritivos puede limitar su inclusion en altos niveles. Mas aun, un
desequilibrio en la relacién de acidos grasos polinsaturados n-3/n-6 junto con la
reduccion en la disponibilidad del fosforo en las dietas para reproductores
basadas en harina de soja podria directamente reducir la calidad de las
puestas, pues tanto los acidos grasos como el fosforo son esenciales para la
reproduccion de los esparidos (Watanabe et al.,1984a; Watanabe y Kiron,
1995).

1.5.3. VITAMINAS

Se reconocen 15 vitaminas establecidas como esenciales para los peces
al igual que lo son para vertebrados terrestres (Woodward, 1994). Los
requerimientos de vitamina A (retinol), vitamina D (colecalciferol), vitamina E
(tocoferol), vitamina K (menadiona) y vitamina C (acido ascorbico), han sido
determinados sdélo para algunas especies de teledsteos (National Research
Council, NRC, 1993) y su efecto sobre la reproduccion y la calidad de las
puestas ha sido poco estudiado.

La vitamina E actua como un potente antioxidante natural, previniendo la
degeneracion peroxidativa de las grasas en las células animales y la
consecuente formacion de radicales libres (Huber, 1988). Mediante la captura
de radicales libres de oxigeno producidos habitualmente por el metabolismo, la
vitamina E repara la oxidacion de las membranas celulares (Horton et al.,

1996). Los radicales de oxigeno, en especial el radical hidroxilo, tienen gran
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afinidad por los acidos grasos poliinsaturados que forman parte de los
fosfolipidos de las membranas celulares. Durante esta union el radical hidroxilo
sustrae un hidrégeno del acido graso para dar lugar a la formacion de un nuevo
radical organico. Seguidamente este radical organico, en busca de una pareja
para su electron, ataca el lipido vecino y da lugar a un nuevo radical, y asi
sucesivamente, creandose una verdadera reaccion en cascada que dana de
manera practicamente irreversible la membrana celular. La vitamina E, que
normalmente se encuentra formando parte de las membranas bioldgicas, es un
potente inhibidor de la lipoperoxidacion (Coelho, 1991; Chew, 1996). Ademas,
la vitamina E juega un papel fundamental en la reproduccion. Asi, su
deficiencia causa tasas bajas de crecimiento muscular y degeneraciones en los
embriones de vertebrados, bajas tasas de eclosion, degeneracién y expulsion
de las células germinativas epiteliales de los testiculos, esterilidad y descenso
en la producciéon de prostaglandinas por los microsomas de los testiculos
(Lehninger et al., 1993).

Aunque los efectos negativos de la deficiencia de la vitamina E en la
reproduccion de otros vertebrados se conocen desde principios del siglo
pasado, la importancia de la vitamina E en la dieta para reproductores de
peces no se demostré hasta 1990. Deficiencias de esta vitamina en dietas de
reproductores de carpa comun (Cyprinus carpio) y de ayu (Plecoglossus
altivelis), inhiben la maduracion de las génadas y reducen las tasas de eclosion
y de supervivencia larvaria en el ayu (Watanabe, 1990). También en pargo
japonés (Pagrus major) la elevacién de los niveles dietéticos de vitamina E
(por encima de 2000 mg/kg) en las dietas de los reproductores incrementa la
calidad de las puestas aumentando los porcentajes de huevos flotantes con
desarrollo normal, de huevos eclosionados y de larvas con desarrollo normal
(Watanabe et al., 1991 a), lo que mejora notablemente la supervivencia
larvaria. Esta mejora en el desarrollo normal del embridén y la larva esta en
concordancia con los resultados obtenidos en ratas diabéticas, donde se ha
demostrado que los complementos de vitamina E en las dietas maternales
reducen las malformaciones congénitas, incrementandose las concentraciones

de tocoferol en los tejidos maternales, del embridn y del feto (Siman y Erikkson,
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1997). Estos resultados parecen estar relacionados con la funcién de vitamina
E como antioxidante inter e intra-celular para mantener la homeostasis de

metabolitos labiles en la célula y en el plasma tisular.

En la actualidad se reconoce que la vitamina E es uno de los nutrientes
mas importantes para la reproduccion de los peces (lzquierdo et al., 2001), y se
ha demostrado que su inclusion dietética mejora la calidad de las puestas en
un amplio rango de especies como carpa comun, Cyprinus carpio (Watanabe y
Takashima, 1977; Watanabe,1990), ayu, Plecoglossus altivelis (Takeuchi et al.,
1981a), carpin, Carassius auratus (Sutjaritvongsanon, 1987), pargo japones,
Pagrus major (Watanabe et al., 1985b; 1991 a, b), pez gato, Heteropneustes
fossilis (Dube, 1996), tilapia, Oreochromis niloticus (Schimittou, 1993), seriola
coreana Seriola quinqueradiata (Mushiake et al., 1993), el pearlspot, Etroplus
suratensis (Shiranee y Natarajan, 1996), la dorada Sparus aurata (Izquierdo et
al., 2001) y el mero de manchas naranjas, Epinephelus coioides (Xiao et al.,
2003), asi como en otras especies marinas (Verakunpiriya et al., 1997 a, b). Asi
mismo, su exclusion, junto con la de la vitamina C, en dietas para trompetero
australiano, Latris linneata, reduce de manera importante la calidad de las

puestas (Morehead et al., 2001).

En concreto, en la dorada, la alimentacion con dietas deficientes en
vitamina E reduce los porcentajes de huevos fecundados (Fernandez-Palacios
et al., 2005) lo cual podria estar relacionado con la reduccion en el numero y
motilidad de los espermatozoides que ha sido descrita para otros vertebrados
(Donnelly et al., 1999; Danikowski et al., 2002) y en peces como el ayu (Hsiao
y Mak, 1978).

Lee y Dabrowski (2004) alimentando reproductores de perca americana
(Perca flavescens) con dietas deficientes en vitamina E encuentran que el nivel
de tocoferol en el plasma espermatico decrece significativamente y la viabilidad
del esperma se ve seriamente comprometida. Ademas, la alimentacion con
niveles insuficientes de vitamina E reduce el porcentaje de huevos viables con

morfologia normal en especies como trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss
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(King, 1985), pargo japonés (Watanabe et al., 1991a, b), dorada (Fernandez-
Palacios et al., 2005) y, en el chano, Chanos chanos (Emata et al., 2000),
cuando los niveles de vitamina C también son bajos. Asi mismo, la
supervivencia larvaria mejora significativamente con al inclusion de vitamina E
en las dietas de reproductores de ayu, Plecoglossus altivelis (Takeuchi et al.,
1981a), trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (King, 1985) ¢ seriola coreana,
Seriola quinqueradiata (Mushiake et al., 1993). Las deficiencias en vitamina E
en la dieta para reproductores también ocasionan la perdida de la coloracién
sexual en especies como tilapia (Oreochromis niloticus) y reducen la actividad
reproductora (Schimittou, 1993).

El contenido de vitamina E es generalmente alto en los huevos y bajo en
los tejidos de los reproductores después del periodo de puesta (Mukhopadhyay
et al., 2003). Asi, durante la vitelogénesis en rodaballo Scophthalmus maximus,
(Hemre et al., 1994) o salmén Atlantico, Salmo salar (Lie et al., 1994) la
vitamina E es movilizada desde los tejidos periféricos hacia el ovario mediante
lipoproteinas (Lie et al., 1994). Por otra parte, Fernandez-Palacios et al. (2005)
encuentran un incremento significativo en la composicién en lipidos totales en
el huevo de dorada (Sparus aurata), cuando suplementan las dietas con niveles
elevados de vitamina E, acompafnado con un incremento en el contenido de
EPA si esos niveles eran iguales o superiores a 125 mg/kg, en concordancia
con la funcion protectora antioxidate de la vitamina E. También se encuentran
relaciones entre el contenido de acidos grasos y vitamina E en los huevos de
seriola coreana (Verakunpiriya et al., 1996) y robalo japonés Lateolabrax
Japonicus (Chou y Chien, 2006).

Por su funcion antioxidante sobre los lipidos corporales, y debido al
incremento en la susceptibilidad a la oxidacion ocasionado por el grado de
insaturacion de los acidos grasos, los requerimientos de vitamina E son
dependientes del contenido dietético de acidos grasos poliinsaturados,
considerados como esenciales para los teledsteos. Asi, un mayor contenido de
acidos grasos en la dieta requiere la inclusion de niveles superiores de vitamina

E (Watanabe et al., 1991a) y se ha sugerido que la presencia en la dieta de
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antioxidantes como la vitamina E es esencial para mantener la integridad
estructural de los fosfolipidos en salménidos alimentados con dietas ricas en n-
3 HUFA (Cowey et al., 1983). Por ejemplo, mientras que la elevacion de los
niveles de n-3 HUFA de 1,6 a 2,2 en dietas, para reproductores de dorada
(Sparus aurata), con 125 mg/kg de vitamina E, no solo no mejora la calidad de
las puestas sino que ademas ocasiona un alto porcentaje de larvas deformes
con hipertrofia del saco vitelino (Fernandez-Palacios et al., 1995), la elevacion
conjunta de los niveles de n-3 HUFA de 1,7 a 2,5 y de vitamina E de 125 a 190
mg/kg, mejora significativamente la calidad de las puestas y previene la
formacion de larvas deformes (Fernandez-Palacios et al., 2005). De manera
semejante, niveles altos de DHA en las dietas junto con bajos niveles de
vitamina E causan anormalidades en larvas de bacalao (Takeuchi et al., 1994).
Koprucu y Seker (2003) encontraron que la suplementacion con vitamina E en
dietas para reproductores de guppy (Poecilia reticulata) 6 espada (Xiphophorus
helleri) aumenta la fecundidad de las dos especies, obteniendo los mejores
resultados con 150 mg a-tocoferol/kg. Dube (1996) también obtiene la mayor
fecundidad en el pez gato Heteropneustes fossilis alimentando con dietas
suplementadas con 150 mg/kg de vitamina E. En la dorada, la elevacion del
contenido de vitamina E, en dietas practicas para reproductores, hasta 190 mg
a-tocoferol/lkg mejora notablemente la calidad de las puestas (Fernandez-
Palacios et al., 1998, 2005), mientras que estos niveles aun son suboptimos
para reproductores de rodaballo (Scophthalmus maximus) (Hemre et al.,1994).

El acido ascorbico juega también un papel relevante en la reproduccion
de los peces, como se ha visto particularmente en los salménidos (Eskelinen,
1989; Blom y Dabrowski, 1995) en donde se ha sefalado su importancia en la
esteroidogénesis y vitelogénesis (Sandnes, 1991). La funcion antioxidante de
la vitamina C, junto con la vitamina E, es fundamental para la proteccion de las
células del esperma durante la espermatogénesis y hasta el momento de la
fecundacién, reduciendo el riesgo de peroxidacion de los lipidos que iria en
detrimento de la motilidad del esperma. De hecho, el contenido de acido
ascorbico en la dieta de los reproductores afecta a la concentracion de esta

vitamina en el fluido seminal y, aunque no ocurre asi al principio de la puesta,
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esta directamente relacionada con la concentracion y motilidad del esperma
producido al final de la época de puesta (Ciereszco y Dabrowski, 1995).
También el contenido de vitamina C en los huevos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), refleja el nivel de este nutriente en la dieta y esta
asociado con la mejora de la calidad del huevo (Sandnes et al., 1984). Asi, el
incremento en los niveles dietéticos de vitamina C hasta 1200 mg/kg
incrementa el porcentaje de eclosion de sus puestas (Ridelman, 1981). Sin
embargo, en bacalao (Gadus morhua) no se pudo demostrar una relacién entre
los cambios en el contenido de vitamina C en el ovario y la calidad en términos
de tasas de eclosion de los huevos (Mangor-Jensen et al., 1993). Estos
mismos porcentajes dietéticos en dietas para reproductores incrementan
también el porcentaje de eclosion y de larvas normales en tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) (Soliman et al., 1986). De esta manera, la
supervivencia del embrion se ve claramente afectada por el contenido en
vitamina C de las dietas de los reproductores, siendo esta vitamina
particularmente importante en la sintesis de colageno durante el desarrollo del
embrion. Los estudios sobre requerimientos especificos de vitamina C son
escasos y muestran grandes diferencias para las distintas especies. Asi,
mientras que en la trucha arco iris los requerimientos de vitamina C en los
reproductores son ocho veces superiores que los de juveniles (Blom y
Dabrowski, 1995), en otras especies, como bacalao, se han citado
requerimientos menores (Mangor-Jensen et al., 1993). Ademas, la calidad de
las puestas en términos de fecundidad se ve afectada no sélo por el contenido
dietético de vitamina C (Blom y Dabrowski,1995) 6 vitamina E (lzquierdo y
Fernandez-Palacios, 1997; Fernandez-Palacios et al., 1998, 2005) como se ha
visto anteriormente, sino incluso por la relacion entre ambas vitaminas (Silveira
et al., 1996; Emata et al., 2000).

La vitamina A es necesaria para el crecimiento, la reproduccion y el
desarrollo embrionario de los peces y éstos deben obtenerla de la dieta porque
no son capaces de sintetizarla (Craik, 1985, Madden, 2001). La vitamina A esta
presente en los peces en varias formas incluyendo la vitamina A o Retinol y la

vitamina A; o Dehydroretinol (Palace y Werner, 2006). A pesar de que los
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requerimientos de vitamina A durante la maduracién gonadal y la puesta son
poco conocidos, esta vitamina es considerada importante para el embrion y el
desarrollo larvario debido a su importante papel en el desarrollo del esqueleto,
la formacion de la retina y la diferenciacidon de las células del sistema inmune.
En el higado de rodaballo (Scophthalmus maximus) se ha observado un
aumento de la concentracidn de retinol durante la maduracién de las gonadas,
lo cual sugiere la importancia de esta vitamina en la reproduccion (Hemre et al.,
1994). De hecho, Furuita et al. (2003a) sehalan que la alimentacion de
reproductores de lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) con vitamina A,
aumenta la fecundidad, porcentaje de huevos viables y porcentaje de larvas
normales obtenidas de dichos reproductores. Asi mismo, la vitamina A, junto
con la C, es importante para la fecundidad expresada en términos de
produccién de larvas de tres dias en carpa cabezuda (Aristichtys nobilis)
(Santiago y Gonzal, 2000), y junto con C y E para la maduracion gonadal y la

mejora del porcentaje de eclosion de esta misma especie.

Finalmente, otro componente dietético que parece ser importante para el
desarrollo normal del embrion y de las larvas, al menos en salmoénidos, es la
tiamina (vitamina B4). Por ejemplo, inyecciones de tiamina en hembras
gravidas de salmon Atlantico (Salmo salar) reducen la mortalidad de su
descendencia (Ketola et al., 1998). También la concentracion de tiamina en el
huevo o en el saco vitelino de la larva se relaciona con la reduccion del
sindrome de mortalidad temprana en la trucha lacustre Salvelinus namaycush
(Brown et al., 1998), trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y salmén coho
Oncorhynchus kisutch (Hornung et al., 1998) y salmén Atlantico (Wooster y
Bowser, 2000).

1.5.4. OTROS NUTRIENTES
Algunos ingredientes dietéticos han sido frecuentemente utilizados en la
dieta para reproductores de peces por su alto valor nutritivo. Este es el caso del

krill, cuya inclusién en las dietas para reproductores mejora notablemente la

calidad de las puestas del pargo japonés (Pagrus major) (Watanabe et al.,
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1991a). El estudio de los factores nutricionales responsables de esta mejora
demostré que los lipidos que componen este ingrediente, tanto en su fraccion
polar como en la apolar tienen un gran valor nutritivo para los reproductores.
Asi, Watanabe et al. (1991a) identificaron como principales nutrientes
funcionales a la fosfatidilcolina y astaxantina presentes en las fracciones polar y
apolar, respectivamente. Otras investigaciones con el pargo japonés (Pagrus
major) también corroboran que los fosfolipidos dietéticos mejoran la calidad del
huevo (Watanabe et al., 1991 a, b). Los efectos beneficiosos de los
fosfolipidos se han atribuido a su actividad inhibidora y a su capacidad para
estabilizar los radicales libres (Watanabe y Kiron, 1995), teniendo una
importante mision durante el desarrollo larvario (lzquierdo, 1996) y siendo
catabolizados preferentemente después de la eclosion y antes del primer
alimento exdgeno (Rainuzzo et al., 1997).

El triptéfano, precursor de la serotonina entre otras funciones, puede
afectar la maduracion de las génadas tanto en machos como en hembras.
Dietas para reproductores del ayu (Plecoglossus altivelis) complementadas
con un 0,1% de triptofano dan como resultado un aumento significativo de los
niveles de testosterona favoreciendo la espermiacion en los machos e

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

La taurina es uno de los aminoacidos libres mas abundantes en los
tejidos de peces y mamiferos y esta implicada en procesos de antioxidacion,
osmorregulacion, modulacion de neurotransmisores , de los niveles de calcio
en las células, en la liberacion de hormonas, y formacion de sales biliares
(Huxtable, 1992). Aunque se sabe poco de su valor nutricional para los
reproductores de peces, se ha determinado que la inclusion de al menos 1% de
taurina en dietas para reproductores de seriola coreana (Seriola
quinqueradiata) mejora la calidad de las puestas en términos de fecundidad,
porcentajes de huevos viables y de fecundacion (Matsunari et al., 2006).

A pesar de no constituir nutrientes esenciales en la dieta, los
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carbohidratos realizan importantes funciones biolégicas en los peces,
constituyendo una fuente energética elemental en algunos tejidos. Por ello, su
inclusion en la dieta para reproductores, dentro de niveles moderados que
permitan su buena utilizacion por los peces, ha sido considerada interesante
por algunos autores. Washburn et al. (1990) encuentran una reduccion en la
fecundidad relativa de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) cuando los
reproductores son alimentados con dietas bajas en carbohidratos. Sin
embargo, la alimentacion de reproductores de bacalao (Gadus morhua) con
distintos niveles de carbohidratos en sus dietas tienen un efecto pobre o incluso
nulo sobre la calidad de las puestas (Mangor-Jensen y Birkeland, 1993).

Otros nutrientes que pueden afectar la calidad de la puesta son los
nucleotidos. Asi dietas enriquecidas con nucledétidos producen una mejora en
la supervivencia de las larvas de eglefino (Melanogrammus aeglefinus)
determinada diez dias después de la eclosion, como resultado de un mejor
desarrollo del intestino y, en consecuencia, de la mejor utilizacion posterior del
alimento exdégeno (Gonzalez-Vecino et al., 2004). Ademas, los reproductores
de halibut (Hippoglossus hippoglossus) y de eglefino alimentados con dietas
enriquecidas con nucledtidos tienen una fecundidad relativa mas alta
(Gonzalez-Vecino, 2004).

Existen muy pocos trabajos publicados sobre el efecto de los minerales,
en las dietas de reproductores, sobre la calidad de la puesta. Takeuchi et al.
(1981 b) senalan que reproductores de trucha arco iris alimentados con una
dieta no complementada con minerales tienen puestas de peor calidad, en
términos de bajos porcentajes de huevos viables y eclosidn, que reproductores
alimentados con una dieta complementada con minerales. En concreto,
Watanabe et al. (1984a,b) seialan que deficiencias en el contenido en fosforo
de las dietas de reproductores de pargo japonés (Pagrus major) estan
relacionadas con una disminucion de la fecundidad, los porcentajes de huevos
viables y eclosion y un incremento del numero de larvas anormales. En el
mismo sentido Luquet y Watanabe (1986) correlacionan una menor fecundidad

en el ayu (Plecoglossus altivelis) con una deficiencia en fésforo en la dieta. Sin
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embargo, en otros estudios con el salmén coho (Oncorhynchus kisutch) Hardy
et al. (1984) y con el salmén Atlantico (Salmo salar) Ketola (1985) no
encuentran cambios en la calidad de las puestas de estas especies cuando

suplementan con minerales las dietas de los reproductores.

1.5.5.CAROTENOIDES

Los carotenoides constituyen uno de los pigmentos mas importantes
en peces, con una amplia variedad de funciones incluyendo la proteccion
frente a condiciones de iluminacion adversas, la de actuar como provitamina A,
la de regular la quimiotaxis en los espermatozoides y la de constituir potentes
antioxidantes. Por todo ello son muy importantes en la reproduccién de los
peces y en el desarrollo normal de embriones y larvas. Sin embargo, durante
mas de cinco décadas ha habido una gran controversia sobre la relacion entre
el contenido de carotenos del huevo y la calidad de los mismos en salmonidos,
encontrandose en la bibliografia varias revisiones sobre este tema (Tacon,
1981, Craik, 1985, Choubert, 1986, Torrissen,1990 y Torrissen y Christiansen,
1995). Asi, los trabajos publicados sobre el efecto de la concentracion de
carotenos en la calidad del huevo en salmonidos han sido frecuentemente
contradictorios. Mientras que algunos autores sefialan una relacion positiva
entre la pigmentacion del huevo y la fecundacion 6 la tasa de supervivencia en
trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (Harris, 1984; Craik, 1985), otros no han
encontrado evidencias de esta relacion (Torrissen, 1984; Craik y Harvey, 1986;
Torrissen y Christiansen, 1995). Estas contradicciones parecen ser debidas a
diferencias en la metodologia empleada por los distintos autores incluyendo la
edad de los reproductores, el contenido total de carotenoides de los huevos, el
tipo de carotenoide (astaxantina, cantaxantina, etc.) utilizado en la dieta o
determinado en el huevo, el tamafio de la muestra e incluso diferencias en el

indicador empleado en la determinacién de la calidad huevo.

La importancia de los carotenoides en la reproduccidén se puso
claramente de manifiesto con los estudios controlados de alimentacion de
reproductores con distintos contenidos en carotenoides (Harris, 1984; Choubert
y Blanc, 1993; Watanabe y Kiron, 1995). Tveranger (1986) alimentando
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reproductores de trucha arco iris con dietas complementadas con un 10% de
harina de krill encuentra una mejora en el porcentaje de fecundacion en las
puestas de estos reproductores comparadas con las de otros reproductores
alimentados con una dieta no complementada, auque estas diferencias no son
estadisticamente significativas. En el pargo japonés (Pagrus major) la adicion
de astaxantina purificada en las dietas de reproductores mejora notablemente
los porcentajes de huevos flotantes y de eclosién, asi como el porcentaje de
larvas normales (Watanabe y Kiron, 1995). También en especies de agua
dulce, como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la inclusion de
astaxantina en dietas para reproductores tiene efectos positivos en los
porcentajes de fecundacion, de supervivencia del huevo y de eclosion (Ahmadi
et al., 2006). Pero el efecto de los carotenoides parece depender de la especie
en estudio. Asi, Vassallo-Agius et al. (2001 a) muestran que la astaxantina
dietética aumenta la fecundidad pero no mejora la calidad del huevo del jurel
dentdn (Pseudocaranx dentex). Resultados similares se obtienen para la

seriola coreana (Seriola quinqueradiata) por Verakunpiriya et al. (1997 b).

Por otra parte, por su elevado poder antioxidante, el contenido adecuado
de carotenoides en las dietas para reproductores podria estar relacionado con
los niveles dietéticos de otros nutrientes. En la dorada (Sparus aurata), el
incremento conjunto de los niveles de n-3 HUFA de 2.5 a 4% junto con la
elevacion del contenido de carotenoides de 30 a 60 mg/kg, mejora
significativamente la calidad de la puesta en términos de produccion relativa y
porcentajes de huevos viables, de eclosién y de supervivencia larvaria Scabini
et al. (2006).

Sawanboonchun et al. (2008) encontraron mejoras en la calidad de la
puesta y en la produccion de larvas cuando suplementaron con astaxantina las
dietas de reproductores de bacalao (Gadus morhua). Los reproductores fueron
alimentados con una dieta control sin adicion de astaxantina, y una dieta
complementada con astaxantina (73,7 mg/kg de peso seco) durante 2 meses
antes de la puesta. Los resultados indicaron que la absorcion de la astaxantina
en los huevos de reproductores de la dieta fue muy eficiente. La dieta con
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astaxantina incremento la produccion un 20% en el numero de huevos totales, un
37% en el numero de huevos viables (flotantes) y un 47% en el numero de
huevos fecundados por kg de hembra con respecto a la dieta control. Diferencias
en concentraciéon de carotenoides han sido identificados entre reproductores
procedentes del medio natural y procedentes de acuicultura (Salze et al., 2005).
Estas diferencias se correlacionaron con las diferencias en la calidad de los
huevos, lo que sugiere que niveles sub-6ptimo de carotenoides pueden causar
algunos problemas de la calidad de los huevos en el bacalao (Salze et al., 2005).
Ellos ademas encontraron que las concentraciones de carotenoides en huevos
provenientes de reproductores procedentes de acuicultura fueron inferiores que
en los huevos de bacalao silvestres. Por lo tanto, las mejoras observadas en la
calidad huevos y larvas de bacalao, cuando la dieta se complementa con
astaxantina, podria explicarse por una mejor proteccion antioxidante en la dieta,
en los huevos y larvas, al igual que ocurre en salmones, Cowey et al.(1985) y

peneidos, Pangantihon-Kuhimann et al. (1998).

También se han ensayado distintas fuentes de carotenoides, como el
pimentdn, cuya inclusion en dietas para reproductores de jurel dentdn
(Pseudocaranx dentex), mejora la fecundidad, fecundacion, eclosion vy
supervivencia larvaria (Vassallo-Agius et al., 2001b, c). Sin embargo, la
inclusion de B-caroteno no parece ejercer un efecto importante sobre la
reproduccion. Es posible que la pobre absorcion intestinal de [B-caroteno
comparada con la de cantaxantina o astaxantina sea causante de la ausencia
de efecto de este pigmento en la reproduccion de los peces, ya que en estos
vertebrados se ha encontrado una absorcion y deposicion preferente de
hidroxi y keto carotenoides (Torrissen y Christiansen, 1995). Ademas, Miki et al.
(1984) demostraron que aunque cantaxantina y astaxantina de la dieta de los
reproductores se pueden incorporar a los huevos en el pargo japonés (Pagrus

major), no se convierten en (-caroteno.
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2.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

Las necesidades nutricionales de los reproductores de dorada (Sparus aurata)
han sido poco estudiadas. El objetivo general de este trabajo fue el de realizar
una aproximacion al efecto de sustancias bioactivas como aditivo nutricional,
para dietas de reproductores de esta especie. Para ello se estudiaron las
consecuencias de la inclusién de carotenoides en la dieta de los reproductores, y
su relacion-efecto con otros micronutrientes (n-3 HUFA y vitamina E) sobre la
calidad de la puesta de esta especie, bajo condiciones de cultivo. Se evaluaron
los resultados de la alimentacion sobre el numero de huevos producidos,
morfometria de los mismos, viabilidad, numero de larvas eclosionadas y
supervivencia larvaria, entre otros. En forma paralela se estudié la composicion
bioquimica de los huevos y su relacion con la dieta suministrada. Se realizaron
cuatro experimentos, todos ellos con un disefio experimental muy similar entre si,
siendo los objetivos especificos de cada uno de los experimentos realizados los

siguientes:

2.2. OBJETIVOS
Experimento |

Evaluar el efecto de la utilizacion de carotenoides de distinto origen, en dietas
para reproductores con niveles diferentes de lipidos.

Experimento Il

Determinar el requerimiento de carotenoides en dietas isoprotéicas e isolipidicas.

Experimento lll
Evaluar el efecto de la inclusion de carotenoides vy distintos niveles de n-3

HUFA, sobre las puestas y calidad larvaria.

Experimento IV

Evaluar el efecto de la inclusion y deficiencias de Vitamina E y carotenoides en
la dieta.
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3. MATERIAL Y METODOS GENERALES

3.1. Especie objeto de estudio
Nomenclatura:

Nomenclatura cientifica : Sparus aurata Linnaeus, 1758

Denominacion (FAO) : Dorada
Esparol : Dorada
Inglés : Gilthead seabream

Posicion taxondmica:

Phylum : Chordata
Superclase : Gnathostomata
Clase : Osteichthyes
Superorden : Acanthopterygi
Orden : Perciformes
Suborden  : Percoidei

Familia . Sparidae

Género : Sparus

Especie : S. aurata (L., 1758)

Distribucioén geografica

Es una especie muy comun en el Mediterraneo, que se extiende también
por el Mar Negro, el Mar Rojo y las costas orientales del Océano Atlantico, desde
Inglaterra hasta las costas de Mauritania (Suau y Lopez, 1976; Bauchot y Hureau,
1986). En las Islas Canarias, la Familia Sparidae se encuentra representada por
10 géneros y 24 especies, y la dorada esta citada como nativa segura (NSE)
(Moro et al., 2003) (Fig. 3).

Es una especie tipicamente litoral, eurihalina (entre 4 a 37 %o de salinidad)
y euriterma (entre 5 a 32 °C), los alevines y juveniles permanecen en aguas
someras (30 m) mientras que los ejemplares adultos pueden alcanzar aguas mas

profundas (150 m).
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reczisaadsfaysy/bioroeymmm:ajan

Fig. 3. Dorada (Sparus aurata L., 1785)
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Alimentacioén y reproduccion

Su dieta natural es preferentemente carnivora, depredadora de especies de
fondo (bivalvos y gasteropodos), crustaceos y pequefios peces. En general, se
considera como una especie de crecimiento rapido en estado silvestre, que
consigue los 300 g en el segundo afio y 600 g en el tercero, pudiendo alcanzar un
tamarfo de 70 cm y un peso de 5 kg (Castello, 1993).

Con respecto a su reproduccion, entre los teledsteos, los esparidos son
considerados como una de las familias mas diversas en lo que concierne a la
sexualidad. Ambas formas de hermafroditismo secuencial (protoginia vy
protandria), han sido descritas. Este variable patron de sexualidad esta
probablemente unido al caracter bisexual de la gdénada, la “ovotestis”, que es
caracteristica entre los esparidos (Kokokiris et al., 1999).

La dorada (Sparus aurata) es una especie hermafrodita proterandica cuya
estacion reproductiva tiene lugar durante un periodo mas o menos extenso, a
partir de octubre hasta diciembre en el Mediterraneo Occidental (Arias, 1980) o un
poco mas tarde, entre noviembre y febrero, en el Mediterraneo Oriental (Ben-
Tuvia, 1979). La primera maduracién sexual la alcanza entre el primer y segundo
afo, observandose notables diferencias entre autores que trabajan con
poblaciones distintas. El peso con que la dorada alcanza la madurez sexual es
variable, debido a que éste depende de muchos factores ademas de la edad.
Castell6 (1993) sefiala valores entre 250 y 400 g, mientras que Micale y
Perdichizzi (1990) indican que los machos llegan a ser totalmente funcionales
entre 200 y 250 g. Seguidamente, se inicia la transformacién en hembra de parte
de la totalidad de los individuos; conservando otra parte de ellos el sexo
masculino. Pudiéndose presentarse nuevamente el cambio de sexo, de hembra
a macho, después de varias temporadas de desoves sucesivos, en este caso los

nuevos machos ralentizan su crecimiento.

Los desoves se producen cerca de la costa, entre los 5 y 35 m de
profundidad. En aguas del Mediterraneo la época de puesta abarca desde octubre
hasta febrero, es decir, cuando el fotoperiddo es corto y la temperatura desciende
por debajo de los 19 °C, cesando por debajo de los 14 °C (Suau y L6pez,1976).
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En las Islas Canarias no existe informacién de la epoca de desove en
medio natural. En cautividad: el periodo de puesta comienza generalmente en
diciembre, extendiéndose normalmente hasta mayo (Rivas et al.,1987; Cejas et
al., 1992; Fernandez- Palacios, 2005). Aunque en ocasiones se han registrado
periodos de puesta que se extienden desde mediados de diciembre hasta finales

de julio (Fernandez-Palacios et al., 2009).

Los huevos de dorada son pelagicos, esféricos (de 1 mm de diametro
aproximadamente) y transparentes, con una o varias gotas de aceite en su interior
(permitiéndole una gran flotabilidad), pudiendo una hembra llegar a poner, por
kilo, cantidades que fluctuan entre los 500.000 y 6.000.000 huevos (Cejas et al.,
1992), llegando a veces hasta los casi 9.000.000 (Fernandez-Palacios et al.,
2009).

3.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Los experimentos llevados acabo en el presente estudio se realizaron en
la nave experimental de cultivos marinos del Instituto Canario de Ciencias Marinas
(ICCM), perteneciente a la Agencia Canaria de Investigacion, Innovacion y
Sociedad de la Comunicacién de la Presidencia del Gobierno de Canarias.

Los peces utilizados en los experimentos fueron individuos reproductores
entre dos y cuatro afnos nacidos y criados en las instalaciones del ICCM. Al inicio
de cada experimento los peces fueron anestesiados con una solucién que
contenia 300 g de clorobutanol (1,1,1-tricloro 2-metil 2- propanol) disuelto en 1l
de alcohol etilico y utilizado en una proporcién de 70 ml por 100 | de agua de
mar, también se utilizo esencia de clavo en una proporcion de 35 mi/100 | de
agua de mar. Los peces seleccionados eran pesados en forma individual con una
balanza Mettler PM3000 (0,1 g precision)(Gottingen, Alemania), también fueron
medidos (longitud estandar, LS) con un ictiometro. El sexo de los peces se
determino mediante masaje abdominal hasta la emision de los productos
sexuales. Los peces seleccionados fueron distribuidos en tanques circulares de
1000 1, con flujo de agua de unos 3l min ' y aireacién constante (Fig. 4). La
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proporcién entre sexos en todos los experimentos fue de 2 machos:1 hembra
(Fernandez-Palacios et al., 1990). Los datos biométricos de los reproductores
utilizados y la biomasa en cada tanque se detallan en cada uno de los
subcapitulos experimentales. Las condiciones de foto y termo periodo fueron
siempre las naturales. Las dietas se ensayaron por triplicado en cada uno de los
experimentos realizados. La cantidad de alimento fue establecida en base al 1,5
% del peso corporal de los reproductores, repartida en tres tomas diarias. Los
restos de comida y residuos fecales eran limpiados diariamente abriendo la
valvula de descarga de los tanques experimentales.

Fig. 4. Tanque experimental de 1000 | y tanque auxiliar con el colector de
huevos.

3.2.1. Control de las puestas
Durante la época de puesta los colectores de huevos, de cada tanque, se

controlaron diariamente a partir de las 07:00 a.m. y cada media hora con el
objetivo de determinar la hora aproximada de puesta.
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Las puestas fueron espontaneas, la primera recogida de las mismas se
realizaba cuando habian transcurrido aproximadamente dos horas desde el
momento en que se observaban por primera vez huevos en el correspondiente
colector. En ese momento los huevos se encontraban en el estadio de desarrollo
de 4 y 8 células. Durante este proceso de recogida, para evitar la perdida de
huevos y no alterar asi el parametro del numero total de huevos de la puesta, se
cerraba el circuito de los tanques mientras se manipulaba el colector de huevos;
una vez transferidos los huevos a un vaso de precipitado de plastico de 5 | de
capacidad se volvia a colocar el colector de huevos en su correspondiente

recipiente y se reabria el circuito.

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

la primera recogida quedaban en 51 los de la FF y en 2 1los de la FNF.

Como parametros para determinar la calidad de las puestas experimentales
se utilizaron los siguientes (Fernandez-Palacios, 2005):

a) indices de las puestas
% de huevos vivos
% de huevos muertos
% de huevos no fecundados
% de huevos anormales (morfologia)
% de huevos anormales (con mas de una gota de grasa)
% de eclosion
% larvas anormales (morfologia)

% de supervivencia larvaria

b) Producciones relativas

Numero de huevos puestos por kg de hembra y por puesta
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Numero de huevos vivos por puesta y por kg de hembra

Numero de larvas nacidas (eclosionadas) por puesta y por kg de hembra
Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido por puesta y por kg
de hembra

c) Medidas de huevos y larvas

Diametro de los huevos

Diametro de la gota de grasa

Longitud de larvas con un dia de vida

Longitud de larvas con el saco vitelino reabsorbido

Los calculos de los indices de las puestas y las medidas de huevos y
larvas se realizaron utilizando los huevos de la primera recogida. El resto de la
puesta, utilizado para determinar el numero total de huevos por puesta y por tanto
para el calculo de las producciones relativas, se recolectaba en una segunda
recogida, trascurridas aproximadamente 22 horas de la puesta cuando ya habia
salido el 100% de los huevos de los tanques. Las puestas en las que sélo se
determiné el numero total de huevos se recogieron a las 22 horas del inicio de la

puesta y se contaron cinco muestras de 5 ml en un volumen unico de 5 I.

A los recipientes de plastico que contenian los huevos se le suministraba
aireacion continua, para asegurar una buena homogeneizacion, y se tomaban,
tras remover vigorosamente, cinco muestras de 5 ml que eran contadas en placa
mediante lupa binocular para determinar el numero de huevos de cada categoria
en cada una de las puestas controladas. En el caso de la segunda recogida solo
se contaba el numero de huevos, para conocer la produccion total, sin distincion

de categorias.

Los huevos y larvas se clasificaron, siguiendo los criterios definidos por

Divanach (1985) y por Kjgrsvik et al. (1990) en las siguientes categorias:
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Huevos vivos: huevos morfolégicamente normales, transparentes, perfectamente
esféricos, y con blastomeros claros y simétricos. Estas caracteristicas continuan a

lo largo de todo el desarrollo hasta la eclosion.

Huevos muertos: huevos con iridisaciones en el vitelo, con vitelo opaco o con
perforaciones en la membrana que permite la penetracion del medio exterior

haciendo que el vitelo se condense y precipite.

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

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

o blastomeros irregulares. Huevos con mas de una gota de grasa.

Larvas anormales: larvas con el eje longitudinal del cuerpo no recto. Larvas con

la gota de grasa en posicién anormal.

En el anexo se detalla la descripcion del desarrollo embrionario y larvario
de la dorada, se ha seguido la realizada por Ezzat et al. (1982).

3.2.2. indices de las puestas

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

% Huevos vivos = (HVFF + HVFNF / HTFF + HTFNF) x 100
% Huevos muertos = (HMFF + HMFNF / HTFF + HTFNF) x 100
% Huevos no fecundados = (HNFFF + HNFFNF / HTFF + HTFNF) x 100
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% Huevos anormales (morfologia) = (HAFF + HAFNF / HTFF + HTFNF) x 100
% Huevos anormales (con mas de una gota de grasa) = (HGGFF + HGGFNF /
HTFF + HTFENF) x 100

HVFF = Total de huevos vivos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la
Fraccion Flotante

HVFNF = Total de huevos vivos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la
Fraccion no Flotante

HMFF = Total de huevos muertos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la
Fraccion Flotante

HMFNF = Total de huevos muertos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de
la Fraccion no Flotante

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

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

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

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

HGGFF = Total de huevos con mas de una gota en las cinco muestras de 5
ml sacadas de la Fraccion Flotante

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

HTFF = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de
la Fraccion Flotante

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

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

categorias de huevos, dado que el numero de huevos incubados no influye en
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la eclosion y supervivencia larvaria (Fernandez-Palacios, 2005). Estos
cubiletes median 9 cm de diametro y 20 cm de longitud y tenian un volumen util
de aproximadamente 1 |. EI fondo estaba constituido por una malla de plancton
de 500 ym de luz, si eran utilizados para el calculo de la tasa de eclosién y de
165 um de luz, si eran utilizados para el calculo de la supervivencia larvaria. Esta
diferente tela de plancton con menor luz de malla se utilizaba para evitar la
perdida de larvas. Una vez sembrados eran dispuestos en el interior de un tanque
rectangular de plastico de 500 | de capacidad dotado de circuito abierto con cuatro
renovaciones diarias y con aireacion permanente, de tal manera que la
renovacion del agua y la oxigenacion de la misma en el interior de los cubiletes
se realizaba a través de la tela de plancton sin aportacion de agua ni de aire a
cada cubilete individualmente.

El agua era pasada por un cartucho de filtracion, de 1 ym de poro, con el
objetivo de eliminar particulas en suspension que dificultasen el contaje de
huevos y larvas. Para el calculo de las tasas de eclosidon y supervivencia larvaria,
en cada una de las puestas en que se determinaron, se sembraron tres cubiletes
para cada uno de los indices. Durante todo el periodo de incubacion se mantuvo
fotoperiodo natural. Para el calculo de las tasas de eclosion y supervivencia

larvaria se utilizaron las siguientes formulas:

% Eclosién = (HVFF + HMFF +HNFFF + HAFF )- (HMFF +HNFFF + HAFF +
HMINC ) / HVFF x 100

% Larvas anormales = (LA / HVFF)

% Supervivencia larvaria = (LC / HVFF) x 100

HVFF = Total de huevos vivos en una muestra de 5 ml sacadas de la
Fraccion Flotante

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

HNFFF = Total de huevos no fecundados en una muestra de 5 ml sacadas de
la Fraccion Flotante
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HAFF = Total de huevos anormales en una muestra de 5 ml sacadas de la
Fraccion Flotante

HMINC = Total de huevos muertos durante la incubacién

LA = Numero de larvas anormales

LC = NuUmero de larvas con el saco vitelino reabsorbido

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

la malla o bien a la pared del cubilete.

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

Para el calculo del indice de eclosion se utilizaba la formula ya descrita.

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

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

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

formulas:

N° huevos = (HTFF / 25 x 5000) + (HTFNF /25 x 2000) + (HT2REC / 25 x
2000)

N° huevos = HT /25 x 5000 (Férmula utilizada en aquellas puestas en que solo

se determinaba el numero total de huevos).

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

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

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

larvaria / 100

HTFF = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la
Fraccion Flotante

HT = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml

HTFNF = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la

Fraccion no Flotante

HT2REC = Numero total de huevos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la
segunda recogida
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3.2.4. Medida de huevos y larvas

En los experimentos, se midieron a lo largo del periodo de puesta
diferentes lotes de huevos y larvas para controlar el diametro de los huevos, de
la gota de grasa y de la longitud de larvas de 1y con el saco vitelino reabsirbido.
Las larvas se midieron tras ser anestesiadas con una solucion al 1% en agua de
mar preparada de una solucion madre que contenia 300 g de clorobutanol (1,1,1-
tricloro 2- metil 2- propanol) en 1l de alcohol etilico. Para ello larvas procedentes
de los cubiletes de PVC se introducian en un vaso de plastico de 100 ml de
capacidad con agua de mar y se afiadia la minima cantidad de la solucion al 1%,
necesaria para que las larvas se anestesiasen y evitar las deformaciones que se
producen en las larvas al morir. Las medidas se realizaron utilizando un proyector
de perfiles (Nikon V -128, Nikon Co., Tokio, Japon).

3.3. PARAMETROS ABIOTICOS DEL AGUA DE MAR

En todos los experimentos se llevo a cabo el registro diario de
concentracion de oxigeno disuelto y temperatura del agua, utilizando un Oximetro
(YSI 95 Dissolved Oxygen, YSI Incorporated, modelo 95/10 FT CE, Ohio,USA). El
agua utilizada en todos los experimentos es agua bombeada directamente del
mar, cuya salinidad no sufre variaciones y permanece constante en torno a los
36%o £ 0,001 al igual que el pH= 8,14+0,03.

3.4. DIETAS EXPERIMENTALES

3.4.1. Formulacién

Para la elaboracion de las dietas se utilizaron: harina de langostino, harina

de calamar, aceite de pescado y pimentdn, en las cantidades que se detallan en
cada una de los subcapitulos experimentales.
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Las mezclas de vitaminas y de minerales (Tablas I, Il y Ill) fueron las
mismas en todas las dietas experimentales. Los minerales (Sigma Chemical Co.,
St.Louis, USA.) se mezclaron usando como base alfa-celulosa, y la mezcla se
conservo a -20 °C hasta el momento de ser utilizada. Las vitaminas (Sigma
Chemical Co., St.Louis, U.S.A.) se mezclaron de forma diferente. Las vitaminas
hidrosolubles, excepto el cloruro de colina y el acido ascorbico, se mezclaron con
alfa-celulosa y al igual que los minerales, se conservaron a -20 °C hasta su uso.
Las vitaminas liposolubles, junto con la etoxiquina, se mezclaron en el momento
de elaborar cada dieta, usando aceite de pescado como solvente, de igual
manera fueron agregados los carotenoides ya sea en polvo en el caso del
pimentdn (experimentos | y Il) o como oleorresina (experimentos Il y V). El
cloruro de colina se diluydo en agua y se anadié a la mezcla total de los
ingredientes. El acido ascorbico se anadio al final de la mezcla total de

ingredientes para minimizar las pérdidas de esta vitamina por oxidacion.

TablaV.- Mezcla de minerales utilizados en las dietas experimentales

COMPUESTO g/ kg DIETA
(H 2PO4),Ca 160
Ca CO3 4
FeSO4 7 H 0 15
MgS0.7 H 50 160
K oHPO4 28
NaH ,PO4 H,0O 1
Al(SO4)3 6 HO 2
ZnS0O,4 7 HO 24
CuSO,4 5 HO 12
MnSO4 H,O
Kl
CoS0O,4 7 HO 8
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Tabla VI.- Mezcla de vitaminas hidrosolubles utilizada en las dietas
experimentales

COMPUESTO g/ kg DIETA
Tiamina ( By) 4
Riboflavina ( B2) 5
Piridoxina ( Bg) 4
Pantotenato calcico 12
Acido nicotinico 2
Biotina (H) 1
Cianocobalamina (B12) 5
Acido félico 1
Mio-inositol 2
Acido ascorbico 2
Colina 2

Tabla VII.- Mezcla de vitaminas liposolubles y antioxidantes utilizada en las dietas
experimentales

COMPUESTO g/ kg DIETA
a- Tocoferol (E) 25
Menadiona (Ks)
Colecalciferol (D3) 5
Retinol acetato (A) 25
Etoxiquina 1

3.4.2. Elaboracioén

Para la elaboracion de las dietas se mezclaron en primer lugar los
ingredientes secos: harinas, fuentes de carbohidratos, mezclas de minerales y de
vitaminas hidrosolubles y aglutinantes, utilizando una mezcladora DANAMIX
BM 330 (Azpeitia, Gipuzcua, Espafa) durante 30 minutos. A continuacién se

afiadieron los aceites con la mezcla de vitaminas liposolubles y la etoxiquina, y
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posteriormente se anadié la cantidad de agua necesaria para permitir el
granulado, incluyendo el cloruro de colina. Para la elaboracion de los granos se
utilizé una granuladora CPM (Califomia Pellet Mill, CA.,USA) con una matriz de 7
mm. Los piensos se guardaron a -20 °C, desde donde una vez por semana se iba
sacando (y conservando a 4 °C) la cantidad necesaria con la que ir alimentando

a los peces.

3.5. ANALISIS PROXIMALES

En este apartado se describen los métodos utilizados para el analisis de la
composicion de los huevos y dietas de los distintos experimentos realizados.
Todos los analisis se hicieron por triplicado para asegurar el error analitico minimo
en los datos obtenidos. Las muestras de huevos, recogidas a lo largo del periodo
experimental fueron lavadas con agua destilada y luego secadas con papel filtro y
guardadas en atmodsfera de nitrégeno. También se guardaron en nitrégeno
muestras de las dietas a -80 °C en un congelador, Thermo Electron Corporation,
modelo Genesys 10UV (Texas, USA). Todas las muestras fueron homogenizadas
antes de ser analizadas, las dietas experimentales fueron homogenizadas con un
mortero de porcelana, y los huevos fueron homogenizados con un Ultra Turrax
IKA, modelo T25(Frankfurt, Alemania) a 11 000 rpm durante 5 min.

3.5.1. Cenizas

El contenido en cenizas de las muestras fue determinado mediante
incineracion de las mismas en un horno Mufla CARBOLITE, modelo ELF 11/6B
(Londres, Inglaterra) a 450 °C, hasta alcanzar un peso constante segun el método
de la AOAC (1995).

3.5.2. Humedad

La humedad de las muestras se determind por desecacion en estufa a 105
°C hasta obtener peso constante segun el método de la AOAC (1995).
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3.5.3. Proteinas

El contenido en proteinas se calculé mediante el método Kjeldhal
(AOAC,1995), a partir de la composicion en nitrogeno total de las muestras. El
método consiste en la digestion de las muestras con acido sulfurico concentrado
(10 ml) a 420 °C en presencia de un catalizador de cobre, seguido de una
destilaciéon con Na(OH) al 40%, con acido bdérico como sustancia receptora, en
una unidad de destilacién Kjeltec System 1003 (Hoganas, Suecia). Por ultimo, se
realiza una valoracién con HCI 0.1 N. La conversion a porcentaje de proteina

bruta se realizé mediante la siguiente formula:

Proteinas(%) ={(V— P ) x 0.1 x 14.007 x 6.25 x 100} / M

V = Son los ml de HCI utilizados en la valoracion de la muestra
P = Media de la valoracion de los patrones expresado en ml

N = Normalidad del HCI

14,007 = Peso molecular del nitrégeno

6,25 = Factor de conversién empirico de la proteina

M = peso de la muestra expresada en mg

3.5.4. Lipidos totales

El contenido en lipidos de las muestras de dietas y huevos fueron extraidas
en frio para la determinacion de su composicién en acidos grasos, el método
utilizado fue el descrito por Folch et al. (1957), usando una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) conteniendo 0,01% de BHT (2,[ 6]-Di-tert-Butyl-p-cresol), la que
es filtrada afadiendo una sal (CIK) para aumentar la polaridad de la fase acuosa.
Por decantacion se separan las fases acuosa y organica. El contenido en lipidos
totales de la muestra se determina después de la evaporacién completa del
cloroformo con una corriente de nitrégeno. Los lipidos se guardan a — 80 ° C, en
viales etiquetados, disueltos en cloroformo y en atmoésfera de nitrogeno para

evitar la oxidacion.
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Para la determinacion de acidos grasos, los lipidos obtenidos por el método
Folch se transesterificaron con acido sulfurico al 1% en metanol segun la tecnica
desarrollada por Christie (1982), y modificada por lzquierdo et al. (1990) y luego
se afnade tolueno para favorecer la disolucion de los lipidos neutros, diluyendo las
FAMES en hexano HPLC a una concentracion de 20 mg por ml de hexano. Los
ésteres metilicos fueron identificados y cuantificados mediante cromatografia de
gases Shimadzu nstrument Division (I Kyoto, Japdn), e integrador Shimadzu, en

los experimentos |, Il, 1ll, bajo las siguientes condiciones operativas:

- Columna: capilar de silice fundida de 30 x 0,32 mm x 0,25 ym D.I. (Supelco,
Bellefonte, E.E.U.U.)

- Gas carrier o portador : ( Helio)

- Presion de gas: constante 100 k Pa

-Temperatura: inicial 180° C durante 10 min, rampa de 2,5 ° C/min hasta
llegar a 215 °C a los 14 min

- Flujo : 1.0 std cc/min

- Velocidad : 29.5 cm/sec

- Duracién de analisis. 14 min  35/2,5

- Deteccion F 1D (Flame lonisation Detector)

Mientras que los ésteres metilicos del experimento IV fueron identificados
y cuantificados mediante cromatografia de gases Shimadzu (Instrument Division,
Kyoto, Japodn), e integrador Shimadzu bajo las siguientes condiciones operativas:

Se uso He como gas portador (a presion constante de 100 KPa) usando
una columna 10 Supelcowax (28 mm x 0.32 mm y 0,25 i.d.). La temperatura
inicial de la columna fue 270 °C (10 min), luego la temperatura del horno es
mantenida a 220 °C a una tasa de 2,5°C min" y luego mantenida a 220 °C (5
min) temperatura final. Duracion total del analisis fue 35 min. La temperatura del
inyector fue de 250 °C. Los acidos grasos fueron identificados por comparacion

con un estandart externo.
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3.5.5. Carotenoides

Los carotenoides totales de huevos y de las dietas fueron extraidos con
hexano siguiendo el método de Barua et al. (1993). La cuantificacién del
contenido de carotenoides totales se determino por espectrofotometria. Todos los
sobrenadantes conteniendo los carotenoides extraidos se evaporan a sequedad
en atmosfera de nitrégeno. El extracto de carotenoides fue resuspendido en un
volumen de hexano cuya absorbancia este comprendida entre 0,2 y 0,8. Una vez
extraidos los carotenoides de un determinado peso de muestra, se procede a la
cuantificacion, previa medicion de la absorbancia se filtraron los carotenoides
haciendo uso de pipetas Pasteur rellenas algodon. A continuacion se obtiene el
espectro de absorcion y el valor de la extincion E, a la longitud maxima de
absorcion (A max). de 470 nm. y con un coeficiente de extincion de 2500 para

astaxantina en hexano (Britton, 1995).

El total de carotenoides en gramo de muestra fue determinado con la

siguiente ecuacion:

ug/g=10000x VxA/PxE1%1cm donde

V = volumen total de la extraccion en mi

P = peso de la muestra en gr

A = valor de absorbancia medida en el espectrofotometro
2500 = coeficiente de extincion de la astaxantina en hexano

3.5.6. Vitaminas
Las vitaminas A (retinol) y E (a- tocoferol) fueron determinadas en dietas y

huevos mediante HPLC, segun el método modificado por Lambertsen (1983) y Lie
et al. (1994). Las muestras fueron homogeneizadas y extraidas con hexano
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mediante el método de Barua et al. (1993). El extracto de carotenoides fue

resuspendido en Diclorometano/Acetonitrilo/Metanol (5:75:20).

Preparacion de materiales y estandares

e Lavar todos los materiales con hexano y secar
e Calibrar todas la pipetas con agua
e Poner los reactivos en un matraz de 10 ml ; la preparacion de los

estandares de mayor concentracién a menor.

Estandares

a) (+/-) — a —Tocoferol

b) (+/-) —y- Tocoferol

c) Retinol all trans

d) DL- Tocoferol Acetato ( estandar interno)

Soluciones Stock

a) (+/-) — a —Tocoferol .... 1.5009 g en 100 mL ( Etanol +0.05%BHT)

b) (+/-) —y- Tocoferol.... 5 mg en 25 mL (Etanol + 0.05 %BHT)

c) Retinol all trans .... 0.1 g en 100 ml ( Etanol + 0.05%BHT), 500ul en 5mL con
(Etanol + 0.05%BHT)

d) DL- Tocoferol Acetato ( estandar interno)...1.016 g en 100 mL ( Etanol +
0.05%BHT)

Soluciones estandares

A partir de las soluciones stock preparar las soluciones estandares en matraces
de 10 mL

e Secar con nitrégeno

e Anadir 0.5 mL de Diclorometano al matraz y mezclar

e Enrasar con ( acetonitrilo : metanol ) ( 15 mL ACN ; 4mL Metanol)
e Guardar a—-80 °C
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Condiciones cromatograficas

El equipo de cromatografia liquida empleadoShimadzu Corp. (Kyoto,
Japon) y las condiciones para la determinacion de la vitamina E se describe a

continuacion:

Equipo : HPLC tipo :espectro lote 074/13110-5 marca :Thermo
Fase movil : Diclorometano/Acetonitrilo/Metanol (5:75:20)
Columna : Hypurity C18 dim(mm) 1500x4.6

Flujo :1ml/min

Longitud de onda : 280nm

Volumen de inyeccion : 50uL

Tiempo del cromatograma : 15 min.

La concentracion de la vitamina E en las muestras fue determinada
mediante estandar externo, que fueron preparados el dia del analisis y las

concentraciones (ug/ml) fueron cuantificadas por espectrometria UV.

Compuesto Identificacion tr #(min) A (mn)
numero

Retinol all trans 2.5 2.00 280

y- Tocoferol 9.1 9.40 280

a —Tocoferol 9.9 14.50 280

Tocoferol Acetato 11.7 15.90 280

Fase movil

Solvente A : Diclorometano

Solvente B : Metanol

Solvente C : Acetonitrilo

Time (min) Solvente A (%) Solvente B ( %) Solvente B (%)
0 5.0 20.0 75.0
15 5.0 20.0 75.0
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3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos en este estudio se expresan como media de los
valores con sus correspondientes desviaciones estandar. Los datos de un mismo
experimento se compararon estadisticamente utilizando el analisis de varianza
(ANOVA) (Sokal yRohlf, 1979). Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando P<0,05.

Detectadas las diferencias estadisticamente significativas con el ANOVA,
las diferencias entre medias fueron comparadas mediante el test de comparacién
multiple de medias de Tukey (como criterio general se tomo el 5% de nivel de
significacion). Para otros niveles de significacion se utilizo el test de comparacion
multiple de las medias de Duncan.

Cuando las varianzas eran heterogéneas o los datos no tenian una
distribucion normal se intentaba hacerlas homocedasticas y/o que los datos se
distribuyesen normalmente transformando las variables en sus logaritmos o bien
con la funcion arco seno. Si la heterogeneidad o la no distribucion normal de los
datos persistian, se empleaba el test no paramétrico de rangos multiples de
Kruskal-Wallis (Sokal yRohlf, 1979). Detectadas diferencias estadisticamente
significativas con el test de Kruskal-wallis, se utilizd el procedimiento de caja y
bigotes con muescas para determinar la diferencia entre las réplicas. Los datos se
analizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS 8 Version 3.1 Plus for
Windows; Graphic software Systems, Inc.USA).

3.7. NOMBRES VULGARES DE LAS ESPECIES UTILIZADOS

Los nombres vulgares de las especies, utilizados en este trabajo fueron
tomados del “Diccionario multilinglie de especies marinas para el mundo hispano”
de Vera, (1992). En caso de no figurar, la especie, en dicho diccionario se utilizd
la denominacion FAO en espafiol de la base de datos “Fishbase” y en el caso de
no existir el nombre en espafiol, se utilizé la denominacion FAO en inglés de esa

base de datos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 INCLUSION DE CAROTENOIDES NATURALES EN DIETAS PARA
REPRODUCTORES DE DORADA (Sparus aurata L.) Y SU EFECTO EN LA
PUESTA

4.1.1. INTRODUCCION

Es sabido que numerosos factores nutricionales estan relacionados con la
reproduccion en Teledsteos, siendo el tamafio de la racidén y los niveles vy tipo de
nutrientes empleado los mas importantes. Estos factores afectan a varios
parametros reproductivos, siendo los principales: el desarrollo gonadal, la
fecundidad, la calidad del huevo vy la calidad larvaria (Izquierdo et al., 2001,
Watanabe y Vassallo-Agius, 2003).

Las tendencias mas recientes en la investigacion nutricional en peces estan
basadas en la busqueda de ingredientes alternativos a los comunmente usados:
harina y aceite de pescado obtenidos de stocks naturales, y cuyas pesquerias
muestran signos de sobreexplotacion (Bransden et al., 2003). Hoy en dia la
industria de piensos para la acuicultura continua en la busqueda de fuentes
alternativas de alta calidad basada en ingredientes provenientes de plantas.
Incorporando ademas ingredientes bioactivos, también llamados nutraceuticos
que otorgan beneficios sanitarios a los peces mantenidos en condiciones
adversas. Asimismo, muchos de estos nutrientes estabilizan la microflora
intestinal y mantienen el estatus antioxidativo de los peces (Castro-Gonzalez et
al., 2007). Entre ellos, y junto con el a-tocoferol, los carotenoides ejercen una
funcién antioxidativa importante. Varios estudios han puesto de manifiesto la
importancia de los carotenoides en los procesos reproductivos de organismos
marinos como crustaceos (Lifian-Cabello et al., 2002) y peces tanto marinos
(Watanabe y Kiron, 1995; Verakunpiriya et al., 1997; Vassallo-Agius et al., 2001
a,b,c, 2002; Watanabe y Vassallo-Agius 2003) como de agua dulce (Choubert y
Blanc, 1993; Watanabe y Kiron, 1995; Ahmadi et al., 2006). Por ejemplo, la
astaxantina dietética mejora la fecundidad en especies como jurel dentén

(Pseudocaranx dentex) (Vassallo-Agius et al., 2001a) o seriola coreana (Seriola
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quinqueradiata) (Verakunpiriya et al., 1997). En algunos esparidos, como el pargo
japonés (Pagrus major), se ha demostrado que la inclusion de astaxantina
purificada en dietas para reproductores incrementa el porcentaje de huevos
flotantes, eclosionados vy larvas viables (Watanabe y Kiron, 1995). Sin embargo,
no hay datos suficientes sobre la importancia de los carotenoides en las dietas

para dorada.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la inclusion en
la dieta para reproductores de dorada de carotenoides naturales, tanto de origen

animal como vegetal, en la calidad de la puesta de esta especie.

4.1.2. MATERIAL Y METODOS

Reproductores

Treinta y seis reproductores de dorada (Sparus aurata) de 2-4 afios de
edad, provenientes de la granja de jaulas del Instituto Canario de Ciencias
Marinas (ICCM), fueron seleccionados y distribuidos al azar en doce tanques
circulares de fibra de 1000 I con circuito abierto de 160 I/h lo que implicaba una
renovacion diaria de 4 veces el volumen del tanque y provistos de aireacion
complementaria. La temperatura del agua de los tanques de reproductores
durante la experiencia se registro en forma diaria y fue de 19,5 + 0,5 °C
(mediazDE), mientras que la salinidad y saturaciéon de oxigeno del agua se
registraron semanalmente, siendo los valores de salinidad de 36,8+0,001 ppm, y
de 67 a 90 % la saturacion de oxigeno. El foto periodo fue natural, siguiendo la
extension del dia respecto a la posicion geografica local (27° 59’ 31.46” N; 15° 22
08.50” W). La relacion macho: hembra fue 2:1, Fernandez-Palacios et al. (1990).
El peso medio fue de 1,68 kg y 0,91 kg para las hembras y para los machos,
respectivamente. Las caracteristicas biométricas de los reproductores se
especifican en la Tabla VIII. Las puestas fueron espontaneas, y la calidad de las
mismas fue determinada segun Fernandez-Palacios et al. (1995).
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Tabla VIIl.- Caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en el

experimento

Grupo experimental 20 20P 15 15L
Machos

Peso Corporal (kg) 1,02 + 0,35 1,01 £ 0,31 0,94 + 0,27 0,79+ 0.1
Long.estandar (cm) 34,3 +1,63 35,3+ 0,84 36,2+ 1,43 32,4 +0,79
Factor Condicion 232+3,38 221142 21,9+ 2,81 23,427
Hembras

Peso Corporal (kg) 1,79 £ 0,07 1,66 £ 0,18 1,89 £ 0,10 1,85 £ 0,07
Long.estandar (cm) 429+11 43,1+2,2 43,4+ 25 4415 +1,2
Factor Condicion 22,8+0,9 20,8+1,3 22,6 £3,0 21,3+1,9
Densidad (kg/m®) 3,74 £ 0,62 3,63+ 0,41 3,94 + 0,54 3,70 £ 0,42

(Media + (DE); Factor de Condicién =[Peso corporal(g)x1000]/[longitud Estandar (cm)[°).

Dietas

Se formularon cuatro dietas isoprotéicas, usando harina de calamar y de
pescado como fuente de proteinas. Con dos niveles de lipidos (20 Y 15 %)
utilizando como fuente aceite de sardina. Ademas, se incluyeron dos tipos de

carotenoides naturales: pimenton en polvo y harina de langostino. La

denominacion e ingredientes utilizados en la composicion de las dietas

experimentales se indica a continuacion:

20: Sin carotenoides afiadidos
20 P: Con carotenoides, pimentén en polvo (P)
15 : Dieta comercial para reproductores (PROAQUA)

15 L: Con carotenoides, harina de langostino (L)

La composicion y analisis proximal de las dietas experimentales se
muestran en la Tabla IX.
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Tabla IX.- Composicion y analisis proximal de las dietas experimentales
Grupo experimental

Ingredientes (g /100g dieta) 20 20P 15 15L
Harina de pescado ® 28,86 28,34 - 24,38
Harina de calamar” 27,85 27,34 - 23,52
Harina de carcasa de langostino © -- -- -- 13,74
Aceite de pescado 12,37 12,14 -- 7,91
Almidon de maiz ¢ 13,12 12,88 - 12,92
Vitaminas (mezcla) ® 1,86 1,82 - 1,83
Minerales (mezcla) ® 1,86 1,82 - 1,83
Pimenton ' - 1,82 - -

o — Celulosa® 13,15 12,93 - 12,96
Carboximetil celulosa 0,93 0,91 - 0,91
Anadlisis Proximal (% peso seco)

Proteina 48,81 48,69 48,7 48,77
Lipidos 20,94 20,94 14,61 15,8
Ceniza 5,37 5,31 7,43 5,31
Carotenoides totales (ug/g) 1,05 8,78 4,0 4,5
Humedad 6,16 6,58 11,6 7,36
Carbohidratos ' 24,88 25,06 29,26 30,12

* Norsildmel, Bergen, Noruega

" Rieber & Son Ltd., Bergen, Noruega

¢ Sopropeche

4 Merigel 100 Amylum Group

¢ Fernandez-Palacios et al. (1998).

fPimenton “Titan” José Martinez y Cia. S.A. (Murcia, Espafia)
8 Carboximetil celulosa CMC (Sal de sodio, Sigma C-5678)

' Calculados como 100 — (%Proteina + % Lipidos + % Ceniza ) %

En la Tabla X se muestran los acidos grasos de las dietas asi como

algunas relaciones entre ellos.
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Tabla X.- Composicion y relacion entre algunos acidos grasos de las dietas
experimentales (% total de acidos grasos)

Grupo experimental

ACIDOS GRASOS 20 20P 15 15L
14:0 5,74 5,54 5,72 5,57
15:0 - 0,37 -
16:0 18,64 18,35 16,46 19,70

16:1n-7 6,58 6,80 7,05 6,54

16:1n-5 - - 1,11 -
17:0 0,43 - - -

16:4n-1 - - - 0,31
18:0 2,10 2,09 2,90 2,23

18:1n-9 14,31 14,32 22,49 15,05

18:1n-7 0,55 0,64 11,19 0,22

18:2n-9 0,04 - 0,07 0,02

18:2n-6 1,39 2,44 0,07 1,76

18:3n-9 0,07 - 0,14 0,07

18:3n-6 0,08 - 2,24 -

18:4n-6 0,63 - 0,15 -
18:3n-3 0,09 - 1,50 -

18:4n-3 1,74 1,82 5,76 1,60

18:4n-1 0,12 0,13 0,03 0,09

20:1n-9 0,16 0,17 - 0,16

20:1n-7 11,60 11,46 - 11,28

20:2n-6 0,18 0,18 - -

20:4n-6 0,41 0,43 0,50 0,46

20:3n-3 0,18 0,17 - 0,19

20:4n-3 0,31 0,33 0,03 0,30

20:5n-3 7,89 8,25 6,97 8,07

22:1n-11 14,45 13,81 6,17 13,52

22:4n-6 0,08 - 0,12 0,08

22:5n-3 0,32 0,37 0,79 0,31

22:6n-3 11,87 12,70 8,10 12,42

Saturados 26,48 25,99 25,47 27,68

Monoenoicos 48,07 47,20 46,89 46,61
n-3 22,40 23,64 23,15 22,90
n-6 2,82 3,04 3,13 2,34
n-9 14,58 14,49 22,70 26,42

n-3 HUFA 20,57 21,82 15,89 21,29

AA /EPA 0,05 0,05 0,07 0,06

EPA / DHA 0,66 0,65 0,86 0,65

Oleico / DHA 1,21 1,13 2,77 1,21

Oleico / n-3HUFA 0,70 0,66 1,42 0,71

n-3 / n-6 7,95 7,76 7,40 9,80
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Una vez distribuidos los reproductores en los tanques, se les alimentd con
el pienso comercial durante tres semanas. Posteriormente se comenzd con las
dietas experimentales, estas fueron suministradas diariamente al 1,5 % de la
biomasa del tanque, repartida en tres tomas 08:00, 12:00 y 15:00 h durante el

periodo experimental.

Analisis bioquimicos

Muestras de huevos, recogidas a lo largo del periodo experimental, fueron
guardadas a - 80 °C en atmosfera de nitrogeno y protegidas de la luz para su
posterior analisis bioquimico. Con este mismo objetivo también se guardaron

muestras de las dietas.

Las muestras de dietas y huevos fueron analizadas por triplicado de
acuerdo con los siguientes procedimientos: humedad y proteinas siguiendo los
protocolos de AOAC (1995). Los lipidos totales fueron extraidos por el método
descrito por Folch et al. (1957) y guardados disueltos en cloroformo en viales
etiquetados a - 80 ° C y en atmdsfera de nitrégeno para evitar la oxidacion, hasta
su metilacion para identificacion de los acidos grasos.

Los acidos grasos de las dietas y huevos fueron obtenidos por
transmetilaciéon con el método descrito por Christie (1982). Los FAME fueron
separados, identificados y cuantificados por cromatografia de gases, Shimadzu
(Instrument Division, Kyoto, Japodn), e integrador Shimadzu bajo las condiciones
operativas descritas por lzquierdo et al. (1990).

El contenido de carotenoides fue analizado de acuerdo a Barua et al.
(1993). La cuantificacion total de carotenoides se determino por
espectrofotometria, la absorbancia fue leida a una longitud de onda A-max de 470
nm. El coeficiente de extincion (E1%.1cm) usado fue 2500 para astaxantina en
hexano (Britton, 1995). El total de carotenoides en gramo de muestra fue

determinado con la siguiente ecuacion:
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ug/g=10000x VxA/PxE1%1cm donde

V = volumen total de la extraccion en mililitro

P = peso de la muestra en gramo

A = valor de absorbancia medida en el espectrofotometro
2500 = coeficiente de extincion de la astaxantina en hexano

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos se han expresado siempre como media *
desviacion estandar de la media. Los datos se compararon estadisticamente
utilizando el analisis de la varianza ANOVA (Sokal y Rohlf, 1979).

Una vez habian sido detectadas diferencias estadisticamente significativas
con el ANOVA, las diferencias entre medias fueron puestas de manifiesto
mediante el test de comparacion multiple de las medias de Tukey (como criterio
general se tomo el 5 % de nivel de significacion).

Cuando las varianzas eran heterogéneas y/o los datos no se distribuian
normalmente se intentaba hacerlas homocedasticas y/o que los datos se
distribuyesen normalmente transformando las variables con la funcion arco seno.
Si la heterogeneidad o la no distribucion normal de los datos persistia, se
empleaba el test no paramétrico de rangos multiples de Kruskal-Wallis (Sokal y
Ronhlf, 1979). Detectadas diferencias estadisticamente significativas con el test de
Kruskal-Wallis, se utilizaba el procedimiento grafico de caja y bigotes con
muescas para determinar las diferencias entre los replicados. Los datos se
analizaron utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS (version 3.1 Plus

for Windows; Graphic Software Systems, Inc. USA).
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4.1.3. RESULTADOS

Parametros biologicos de las puestas

Los reproductores aceptaron y comieron bien las dietas experimentales, no
existiendo mortalidad durante el desarrollo del experimento. Durante las
primeras tres semanas de alimentacion comun, con la dieta comercial, no se
observaron diferencias significativas en ninguno de los indicadores de la calidad
de las puestas de los grupos experimentales. Tras este periodo de alimentacion
comun se comenzo a alimentar con las dietas experimentales a tres de los grupos
de reproductores experimentales, un cuarto grupo continuo alimentandose con la
dieta comercial. Se compararon los datos de parametros de calidad entre los
replicados de una misma dieta y se encontr6 que no habia diferencias
significativas entre ellos. Después de tres semanas de alimentacion el porcentaje
de huevos vivos de los reproductores alimentados con la dieta 20 P, que contenia
el nivel mas alto de carotenoides y el nivel mas alto de lipidos, fue
significativamente mejor que el porcentaje de huevos vivos de las puestas de los
reproductores alimentados con la dieta 20 que contenia el mismo nivel de lipidos
pero sin carotenoides (Tabla Xl). Se encontraron correlaciones significativas entre
el contenido en carotenoides de las dietas con el porcentaje de huevos vivos (Fig.
5) y con el porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido (Fig. 6).

Tabla Xl.- indices de las puestas de los reproductores de dorada, alimentados
con las dietas experimentales (media + DE)

Grupo % Huevos Vivos % Huevos % Huevos no
experimental muertos fecundados
20 (n=21) 80,28 + 12,25 ° 19,08 +11,90° 0,62 +1,87
20P (n=21) 90,67 £ 5,64 ° 9,01 £5,59 ® 0,31 +0,89
15 (n=23) 88,90+7,71 % 11,52 + 7,68 *° 0,03 + 0,08
15L (n=22) 88,68 + 9,85 10,91+ 9,39 ° 0,40+ 0,76
% Con mas de una % Eclosion % Larvas saco
gota lipidica vitelino reabsorbido
20 (n=21) 0 73,01+£21,80° 41,54 + 27,16
20 P (n=21) 0 77,30 £10,01° 49,98 + 21,39
15 (n=23) 0 68,73+ 17,87 ° 44,81 + 21,46
15 L (n=22) 0 79,30 +10,41° 43,84 + 27,99

Valores en la misma columna sin o con igual superindice no tienen diferencias significativas.
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Fig. 6.- Relacion entre el contenido en carotenoides de las dietas y el porcentaje
de larvas con el saco vitelino reabsorbido.

El porcentaje significativamente mas bajo de eclosion correspondio a las
puestas de los reproductores que fueron alimentados con la dieta comercial. Se
encontraron correlaciones significativas entre este indice y el contenido dietético
de n — 3 HUFA, DHA, y EPA (Fig. 7).
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HUFA, DHA y EPA de las dietas.
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Las dietas experimentales también afectaron las producciones relativas
(por kg de hembra y por puesta). Asi los reproductores alimentados con la dieta
20P produjeron un numero significativamente mas alto de larvas eclosionadas
que los reproductores alimentados con la dieta 15. De la misma forma los
reproductores alimentados con esta dieta (20P) produjeron un numero
significativamente mayor de larvas con saco vitelino reabsorbido que los

reproductores alimentados con las dietas 20 y 15 (Fig. 8).

NUMERO

50000 -

45000 - a a T a EHUEVOS B HUEVOS VIVOS

O LARV. ECLOS. OLARV. SACO REABSORBIDO

40000 -
a a
35000 -
30000 -

25000 -

20000 -

15000 +

10000 +

5000 -

0

20 15 15L

DIETA

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

Fig.8.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los
reproductores de dorada alimentados con dietas experimentales.
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Composicion bioquimica de los huevos

En la Tabla Xl se indica el contenido en proteina, lipidos, carotenoides y
humedad en los huevos producidos por los reproductores alimentados con las
distintas dietas. Se encontraron diferencias significativas en el contenido lipidico
de los huevos, siendo mayor el de los huevos de los reproductores alimentados
con las dietas con mas bajo contenido lipidico. No se encontrarén relaciones
entre al contenido dietético en proteinas, lipidos o carotenoides y su nivel en los
huevos. Tampoco se encontraron relaciones entre el contenido, en los huevos de

estos componentes y los parametros de calidad de las puestas.

Tabla Xll.-  Contenido en proteina, lipidos, carotenoides y humedad en los
huevos (mediat desviacion tipica)

Grupo experimental

Composicion analitica 20 20P 15 15L
Proteinas 4410+1,27 4429+042 40571046 39,99+0,07
Lipidos 21,47 +0,65° 26,66 +1,56° 30,36 +0,66° 31,45%1,55°
Carotenoides 3,821 8,5+34 3,819 6,4+ 28
Humedad 93,07+0,57 9345+0,52 94,09+0,25 94,48+0,29

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

Los acidos grasos encontrados en mayor proporcion, en los lipidos totales,
en los huevos de los reproductores alimentados con las diferentes dietas (Tabla
XIl), fueron: DHA, observandose una correlacion significativa entre el nivel
dietético de n — 3 HUFA y este acido graso en los huevos (Fig. 9), 16:0 (acido
Palmitico) y 18:1n9 (acido Oleico). Los valores mas altos de estos tres acidos
grasos, correspondieron a los huevos producidos por los reproductores
alimentados con la dieta que contenia el nivel mas alto de carotenoides (20 P). Se
encontro una correlacion significativa entre los niveles de acido oleico contenido

en los huevos y el porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido (Fig. 10).
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Los acidos grasos que siguen en orden de abundancia son el 20:5 n-3
(acido Eicosapentaenoico, EPA) y 16:1n-7 (acido Palmitoleico). Los valores mas
altos de estos acidos grasos corresponden, de nuevo, a los huevos de los
reproductores alimentados con la dieta con mas alto contenido en carotenoides.
Se observdo una correlacion significativa entre los niveles dietéticos de
carotenoides y los niveles de n-3 HUFA en los huevos de los reproductores
alimentados con las diferentes dietas (Fig 11), y del contenido en n-3 HUFA de los
huevos con el porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido (Fig. 12).
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Fig.11.- Relacion entre el contenido dietético en carotenoides, y el contenido en
n -3 HUFA de los huevos.
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Tabla XIlIl.- Composicidn en acidos grasos (% total de acidos grasos) de los
huevos de los reproductores alimentados con diferentes dietas
Grupo experimental

Acidos Grasos 50/15 HL 50/20 50/20 Pn 50/15 PR
14:0 2,69 4,21 2,74 3,30
14:1 0,05 0,12 0,08 0,05
15:0 0,21 0,25 0,26 0,24
16:0iso 0,25 0,30 0,44 0,19
16:0 15,49 16,89 20,79 15,68

16:1 n-7 4,22 4,59 5,42 4,31

16:1n-5 0,15 0,19 0,21 0,16
17:0 0,16 - - 0,44
17:1 - 0,18 0,32 -

16:2n-4 - 0,44 0,47 0,04

16:2n-3 - - 0,16 -

16:3n-4 0,26 - - 0,12

16:4n-3 0,0 0,28 0,10 0,04
18:0 2,58 2,68 3,70 3,12

18:1n-9 13,76 13,90 17,37 14,88

18:1n-7 2,00 2,12 2,45 2,16

18:1n-5 0,20 0,21 0,23 0,15

18:2n-9 0,15 0,02 0,19 0,13

18:2n-6 4,10 2,94 4,51 7,45

18:3n-6 0,09 0,11 0,14 0,16

18:4 n-6 0,16 0,07 0,07 0,02

18:3 n-3 0,67 0,58 0,76 1,34

18:4n-3 0,39 0,63 0,61 0,59

20:1n-9 1,36 1,75 1,71 1,02

20:1n-7 0,09 0,10 0,11 0,08

20:2n-6 0,11 0,11 0,13 0,13

20:4n-6 0,49 0,56 0,61 0,55

20:4n-3 0,41 0,48 0,48 0,44

20:5n-3 4,38 6,31 6,79 4,64

22:1n-11 0,41 0,52 0,46 0,28

22:1n-9 0,11 0,11 0,11 0,07

22:4n-6 0,10 0,12 0,04 0,06

22:5n-6 0,10 0,10 0,15 0,13

22:5n-3 1,26 1,17 1,31 1,27

22:6 n-3 18,41 18,50 22,46 14,36

Saturados 21,43 22,95 28,33 23,05

Monoenoicos 22,61 21,48 28,27 23,11

n-3 25,64 21,19 32,70 22,80

n-6 5,20 11,69 5,72 8,58

n-9 15,46 14,22 19,45 16,22

n-3HUFA 24,58 19,16 31,22 20,83

AA/EPA 0,11 0,09 0,09 0,12

EPA/DHA 0,24 0,34 0,30 0,32

oleico/DHA 0,75 0,75 0,77 1,04

oleico/n-3HUFA 0,56 0,73 0,56 0,71

n-3/n-6 4,93 1,81 5,72 2,66
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4.1.4. DISCUSION

Los estudios que relacionan el contenido en carotenoides con la calidad de
la puesta son escasos y de resultados contradictorios, aunque se sabe que
influyen marcadamente en la calidad de las puestas de peces marinos (Harris,
1984; Watanabe y Kiron, 1995). La importancia de los carotenoides en la
reproduccion de peces, se manifestd claramente en los estudios llevados a cabo
con reproductores en ambiente controlado (Harris, 1984; Choubert y Blanc, 1993;
Watanabe y Kiron, 1995).

Una mejora en la calidad de las puestas se observd cuando los
reproductores  fueron alimentados con dietas que contenian carotenoides,
especialmente astaxantina (AST) en: pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et
al.,1991a, b), seriola coreana, Seriola quinqueradiata (Verakunpiriya et al.,1997)
jurel dentdn, Pseudocaranx dentex (Vassallo-Agius et al., 2001 b, c) y trucha arco
iris, Oncorhynchus mykiss (Ahmadi et al., 2006). Tveranger (1986), encontré en
puestas de trucha arco iris alimentadas con dietas complementadas con 10% de
harina de krill, una mejora en el porcentaje de fecundacion, comparado con el de
otros reproductores alimentados con una dieta no complementada, aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas

En el presente estudio, se obtuvieron diferencias significativas (P < 0,05)
en el porcentaje de huevos vivos, entre las puestas de los reproductores
alimentados con la dieta con mas alto contenido en carotenoides (8,78 pg/g), y las
puestas de los reproductores alimentados con la dieta sin complementar con
carotenoides (1,05 ug/g). De hecho, se encontré una correlacion positiva entre el
contenido en carotenoides de las dietas y los porcentajes de huevos vivos y de
larvas con el saco vitelino reabsorbido. Sawanboonchun et al. (2008), sehalan
una mejora en el porcentaje de huevos vivos, cuando reproductores de bacalao
(Gadus morhua), son alimentados con una dieta  complementada con
carotenoides en comparacion con las puestas de reproductores alimentados con

una dieta sin complementar.
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Los mejores resultados en cuanto al porcentaje de eclosion, se obtuvieron
en las puestas de los reproductores a los que se suministraron las dietas
complementadas con carotenoides (20 P y 15 L), y se diferenciaron
significativamente, de las de los reproductores alimentados con la dieta sin
complementacion, y, por ello, con mas bajo contenido en carotenoides (20). En
pargo japonés (Pagrus major), El porcentaje de eclosion se incrementa
notablemente en puestas de reproductores alimentados con una dieta
complementada con carotenoides (Watanabe y Kiron, 1995).

Se encontraron correlaciones positivas entre los niveles dietéticos de n —
3 HUFA, DHA y EPA y el porcentaje de eclosion. La complementacion de dietas
de reproductores, con nutrientes especificos especialmente con determinados
acidos grasos y micronutrientes liposolubles, como los carotenoides, incrementan
de manera notable la calidad de las puestas (Verakunpiriya et al., 1997; Czesny y
Dabrowski, 1998; Sargent et al., 2002; Fernandez-Palacios et al., 2009).

Estudios realizados con reproductores de seriola coreana (Seriola
quinqueradiata) utilizando dietas secas elaboradas con otra fuente de
carotenoides (esteres de pimenton) pusieron de manifiesto la mejora de la
calidad de las puestas (Vassallo-Agius et al., 2001a, 2002). Asi, niveles dietéticos
de pimenton en polvo de alrededor de 30mg/kg mejoraron el rendimiento de las
puestas en términos de produccidén. Resultados similares se observaron en el
presente experimento utilizando como fuente de carotenoides el pimenton en

polvo.

La mejora en la calidad de las puestas, podria deberse a las habilidad de
los ésteres pimenton como potentes eliminadores de radicales libres (Matsufuji el
al., 1998). Estos ésteres son capaces de sustituir a la astaxantina como fuente
de carotenoides, tal como fue observado en el camardn blanco (Penaeus
vannamei) (Wyban el al., 1997). Los carotenoides tienen una serie de funciones
biologicas (Latscha, 1990) y su capacidad de inhibir la formacion de oxigeno
depende de la duracion de los dobles enlaces conjugados y la de los grupos
funcionales (Hirayama el al., 1994). Especies reactivas del oxigeno (ERO), tales

como: aniones superoxidos, peroxido de hidrogeno y oxigeno singlete pueden
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inducir la inactivacion de enzimas, division DNA y peroxidacién lipidica de las
membranas (Hirayama el al., 1994). Por lo tanto, es importante que estos
carotenoides neutralicen a los radicales libres deteniendo la cadena de
propagacion resultando productos finales inocuos.

Matsufuji el al. (1998) sugieren que la capacidad anti-radicales libres de la
capsoburina que junto con la capsantina son los principales carotenoides del
pilmenton, es debida a su conjugado del grupo ceto y a la cadena de polienos.
Estos autores especularon que se trataba de la razén por la que la capsoburina,
que ha conjugado dos grupos ceto, mostraba una actividad mas potente. El
superior rendimiento en las puestas de peces alimentados con dietas
complementadas con pimenton confirma el hecho de que la capsoburina y la
capsantina pueden tener una mejor capacidad que la AST para eliminar los
radicales libres (Hirayama el al., 1994).

Se encontraron diferencias significativas, en el contenido lipidico, entre los
huevos procedentes de los reproductores alimentados con las diferentes dietas.
Mostrandose en el presente estudio, que los niveles de lipidos en los huevos son
independientes de los niveles de lipidos dietéticos. Similares resultados han sido
observados en lubina, Dicentrarchus labrax (Navas et al., 1997), en pargo
japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1984) y en el crescent sweetlips,
Plectorhynchus cinctus (Li et al., 2005). No se encontraron relaciénes entre los
componentes principales de los huevos y los parametros de calidad de las
puestas. Resultados similares son sefalados por Fernandez-Palacios et al.
(1997) en lo que se refiere a lipidos y proteinas.

Los niveles de lipidos de los huevos fueron superiores a los descritos por
Mourente et al. (1989) para dorada (10% en p.s.) pero comparables a los
descritos para esta misma especie por Almansa et al. (1999) y Domarco (2001),
en condiciones de mantenimiento de los reproductores mas parecidas a las de
este estudio. Por otro lado, indices de eclosidn o de viabilidad muy bajos han
sido asociados con altos contenidos de lipidos en huevos de Scophthalmus
maximus (rodaballo), Solea solea (lenguado) y Dicentrarchus labrax (lubina)
(Devauchelle et al., 1984; Serrano et al., 1989), en el presente estudio la elevada
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cantidad de niveles de lipidos en los huevos de dorada no afecto el porcentaje de
eclosion o al de huevos vivos. Resultados similares respecto al porcentaje de
eclosion fueron reportados por Furuita et al. (2000) en lenguado del Pacifico
(Paralichthys olivaceus).

Los acidos grasos mas abundantes en los lipidos totales de los huevos no
se diferencian entre los distintos tratamientos y son los mismos descritos para
varias especies de peces marinos (Falk-Petersen et al., 1989; Izquierdo et al.,
1989; Mourente y Odriozola, 1990; Fernandez-Palacios et al., 1997; Bruce et al.,
1999; Lavens et al., 1999; Morehead et al., 2001; Vassallo-Agius et al., 2001 a, b,
c; Cejas et al, 2003; Furuita et al., 2003). En el presente estudio, dos de los
acidos grasos mas abundantes en los huevos, de los distintos tratamientos,
fueron DHA y EPA, encontrandose una correlacién positiva, estadisticamente
significativa, entre lel contenido en n — 3 HUFA de los huevos y el porcentaje de
supervivencia larvaria. Fernandez-Palacios et al. (2005) encuentra una correlacion
positiva entre la relacion de estos dos acidos grasos y el porcentaje de
supervivencia larvaria en puestas de reproductores de esta misma especie.
También, se encontré una correlacion significativa entre el contenido dietético de
carotenoides y el contenido de los huevos en n - 3 HUFA. Vasallo-Agius et al.
(2001 b), encuentran un contenido mas alto de n-3 HUFA en huevos, de jurel
denton (Pseudocaranx dentex), alimentados con una dieta que contenia el 4,6%
de lipidos y 21,9 ppm de axtasantina que en huevos de reproductores
alimentados con una dieta con 16,2 de lipidos y 1,5 ppm de axtaxantina.

En los esparidos, la composicion en acidos grasos de las génadas de la
hembra es afectada por el contenido en acidos grasos dietéticos que a su vez
afecta significativamente la calidad del huevo en un periédo corto de tiempo.
Diversos estudios han mostrado que la composicion lipidica de los tejidos de
reproductores de dorada alcanza un equilibrio con los lipidos de las dietas en tan
solo 15 dias de alimentacion (Harel et al., 1992; Tandler et al., 1995). Los
reproductores de dorada continuan alimentandose durante la maduracion sexual
ya lo largo del periodo de puesta llegando a producir una biomasa de huevos
equivalente a su propio peso corporal. Bajo estas circunstancias los lipidos
depositados en los ovarios deben de proceder de la dieta de los reproductores y/o
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reservas exogenas. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, la mayoria de los
acidos grasos esenciales de los huevos pueden ser cambiados durante la época
de desove y por consiguiente afectar a la calidad de la puesta (Almansa et al,,
1999). En esta especie, la calidad de la puesta puede modificarse variando la
calidad nutritiva de las dietas de los reproductores incluso durante la época de
puesta (Harel et al., 1994; Zohar et al., 1995). En este sentido, el contenido en
carotenoides de las dietas experimentales se vio reflejado en los huevos de las

puestas de los grupos de reproductores experimentales

Numerosas funciones han sido propuestas para los carotenoides en peces
Estos compuestos juegan un papel importante como antioxidantes y ofrecen
proteccion contra dafios causados por los radicales libres (Miki et al., 1984; Edge
el al., 1997; Shimidzu et al., 1996), son precursores de vitamina A, y mejoran la
funcion respiratoria (Craik, 1985; Mikulin, 2000). Estas caracteristicas sugieren
que los carotenoides son importantes para garantizar el normal desarrollo
embrionario y también podrian afectar a las tasas de eclosion y supervivencia

larvaria en peces y otros grupos zoologicos (Craik, 1985; George et al., 2001).

Los resultados de este trabajo sugieren que la calidad de la puesta de la
dorada puede mejorarse por la inclusion de carotenoides dietéticos. La inclusion
de carotenoides, como el pimentdén en polvo, de origen vegetal, produjo mejores
resultados en la calidad de la puesta que la harina de langostino, de origen
animal, si bien la primera dieta aport6 un mayor porcentaje de carotenoides
totales. Por ello es también necesario determinar los niveles de carotenoides

dietéticos Optimos en las diietas para reproductores de dorada.
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4.2 EXPERIMENTO II. EFECTO DEL NIVEL DE CAROTENOIDES EN DIETAS
PARA REPRODUCTORES DE DORADA (Sparus aurata L.) SOBRE LA
CALIDAD DE LAS PUESTAS

4.2.1. INTRODUCCION

La mayor parte de los estudios sobre el efecto de los carotenoides, en
animales, acuaticos estan realizados con salmonidos, ciprinidos y peneidos,
debido fundamentalmente al efecto que estos tienen sobre la pigmentacion. Los
carotenoides son compuestos que no son considerados esenciales, pero tanto en
invertebrados como vertebrados, tienen diversas funciones que todavia no se
conocen muy bien. La complementacion de dietas con carotenoides no solo tiene
efecto sobre la pigmentacion, sino que también juega un papel nutricional en
animales acuaticos, particularmente en peces y crustaceos (Torrisen, 1990;
Latscha, 1991). Varias funciones de los carotenoides en peces han sido
sugeridas, lzquierdo et al. (2005) sefialan algunas: precursores de vitamina A,
mejoran el sistema inmune y actuan como antioxidantes (incluyendo la proteccion
de los lipidos a la oxidacion). De hecho, los requerimientos de antioxidantes
dietéticos aumentan durante la reproduccion (Fernandez y lzquierdo, 2009) y se
ha visto que su proporcion en dietas para reproductores estan relacionado con el
nivel de acidos grasos altamente insaturados en dichas dietas.

Diferentes autores han observado el efecto positivo de diversas fuentes de
carotenoides sobre la puesta: en peces (Verakunpiriya et al., 1997a,b; Vassallo-
Agius et al., 2001, 2002; Watanabe y Vassallo-Agius 2003; Ahmadi et al., 2006),
en equinodermos (Tsushima, et al., 1997; George et al., 2001) y en crustaceos
(Linan-Cabello et al., 2004), y también en larvas de crustaceos mejorando
problemas asociados a deficiencias de pigmentacion (Regunathan y Wesley,
2006). Sin embargo, existe gran discrepancia en los trabajos publicados sobre la
relacion entre los carotenoides dietéticos y diversos parametros de la calidad de la
puesta, cuando se utiliza como fuente la astaxantina (Ahmadi et al., 2006). Sin
embargo, Vassallo-Agius et al. (2001, 2002) sefalan el efecto positivo de los
carotenoides cuando utilizaron esteres de pimentdn en dietas para reproductores
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de seriola coreana (Seriola quinqueradiata) en la calidad de la puesta. Esto fue
probablemente debido a la potente accidon antioxidante de los esteres del
pimentdn debido a su afinidad por los radicales libres (Matsufuji et al., 1998).
Watanabe et al. (1991 a, b), sefialan que, la vitamina E y los carotenoides juegan
un papel determinante en la calidad de la puesta y su capacidad antioxidante ha
sido demostrada, pero sus niveles 6ptimos en las dietas de muchas especies no
han sido determinado. Incrementos de los niveles de vitamina E de 22 a 190
mg/kg en dietas para reproductores de dorada (Sparus aurata) redujeron
significativamente el numero de huevos anormales en las puestas (Fernandez-
Palacios et al., 2005). Los niveles dietéticos de n-3 HUFA en la calidad de las
puestas, en dorada, también han sido investigadas (Fernandez-Palacios et al.,
1995). Sin embargo, en esta especie no hay estudios sobre el efecto de los
carotenoides dietéticos en la puesta. El objetivo del presente estudio es
determinar el efecto de diferentes niveles de carotenoides, utilizando pimentén
comercial, como fuente de los mismos, sobre la calidad de la puesta de la

dorada.

4.2.2. MATERIAL Y METODOS

Reproductores

Treinta y seis reproductores de dorada (2-4 afos de edad) procedentes de
las instalaciones de jaulas del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM),
fueron distribuidos al azar, en una proporcion de 2 2:19 (Fernandez-Palacios et
al., 1990), en doce tanques circulares de fibra de vidrio de 1000 I, con una
renovacion diaria de cuatro veces el volumen del tanque. Las puestas fueron
espontaneas y los huevos fueron colectados diariamente. La calidad de la puesta
fue determinada segun la metodologia descrita por Fernandez-Palacios et al.
(1995). Las caracteristicas biométricas de los reproductores se muestran en la
Tabla XIV. La temperatura del agua de los tanques de reproductores durante la
experiencia se registro en forma diaria y fue de 20,4 + 1,27 °C (mediatDE),
mientras que la salinidad y saturacion de oxigeno del agua se registraron
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semanalmente, siendo los valores de salinidad de 37 ppm, y de 7,55 + 2,47 ppm

la saturacion de oxigeno. El foto periodo fue el natural.

Tabla XIV.- Caracteristicas biométricas de los reproductores y condiciones de

cultivo durante el periodo experimental

Grupo experimental PO P1 P2 P4
Machos

Peso corporal (kg) 1,20 £ 0,28 1,03+£0,27 0,85+0,24 0,84 £ 0,10

Longitud estandar (cm) 37,41+228 3528+0,63 32,45+2,33 33,23 + 2,92

Factor Condicion 27,98+143 2866+124 2593+168 2563+1,75
Hembras

Peso corporal (kg) 1,73+0,83 1,41+ 0,37 0,87+ 0,08 1,5+0,39

Longitud estandar (cm) 43+ 6,1 40 + 6,1 34+1,2 41+9,0

Factor Condicién 21,38+1,32 21,87+1,22 2213+1,16 21,76 £1,37

Densidad (kg/m"’) 1,16 £ 0,27 1,13£ 0,23 0,96 £ 0,26 1,09 £ 0,35

*(Media * (DE); Factor de Condicién =[Peso corporal(g)x1000]/[longitud Estandar (cm)T°).

Dietas

La composicion y analisis proximal de las dietas experimentales se
muestran en la Tabla XV. Se formularon cuatro dietas isolipidicas e isoprotéicas
con harina de calamar y aceite de pescado como fuentes proteicas y de lipidos, y
la inclusion de carotenoides en cantidades crecientes utilizando como fuente
pimentén en polvo: sin (PO), con 1% (P1), 2% (P2) y 4% (P4). En la Tabla XVI
se muestran los acidos grasos de las dietas asi como algunas relaciones entre

ellos.
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Tabla XV.-. Composicion y analisis proximal de

las dietas experimentales

Grupo experimental

Ingredientes (g/100 g dieta) PO P1 P2 P4
Harina de calamar? 64,52 64,52 64,52 64,52
Aceite de pescado 3,45 3,45 3,45 3,45
Mezcla Vitaminas ° 2,0 2,0 20 20
Mezcla Minerales ° 2,0 2,0 20 20
Almidén gelatinizado © 23,3 23,3 23,3 233
Pimenton ¢ 0 1,0 20 40
a — Celulosa 4,0 3,0 2,0 0
Carboximetil celulosa ® 1,0 1,0 1,0 1,0
Composition Analitica (%peso seco)

Proteinas (%) 51,81 51,60 51,82 50,59
Lipidos (%) 15,16 16,08 15,77 14,46
Cenizas (%) 4,26 4,23 4,19 4,38
Humedad (%) 10,64 11,21 11,21 9,57
Carbohidratos’ 28,77 28,09 28,22 30,57
n-3 HUFA (% peso seco) 1,82 1,04 1,17 1,07
Total carotenoides (ug/g muestra) 1,06 4,73 7,73 14,97
Total carotenoides / n-3 HUFA 0,58 4,54 6,60 13,99

* Rieber y Son Ltd., Bergen, Noruega

® Fernandez-Palacios et al. (1998).

¢ Merigel 100 Amylum Group

¢ Pimentén “Titan” José Martinez y Cia. S.A. (Murcia, Espafia)

¢ Carboximetil celulosa CMC (Sal de sodio, Sigma C-5678)

' Calculados como 100 — (%Proteina + % Lipidos + % Ceniza ) %
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Tabla XVI.- Composicion en acidos grasos de las dietas experimentales (% Total

de acidos grasos)

Grupo experimental

ACIDOS GRASOS PO P1 P2 P4
14:0 6,32 6,50 7,11 5,74
15:0 0,64 0,78 0,79 0,61
16:0 30,69 40,34 39,25 30,88
16:1 n-7 5,59 4,29 4,26 5,35
16:1n-5 0,25 0,26 0,23 0,00
17:0 0,44 0,51 0,65 0,42
16:4n-1 0,06 0,02 0,09 0,04
18:0 4,33 5,00 4,48 4,56
18:1 n-9 9,79 9,14 9,74 10,52
18:1 n-7 2,59 2,82 2,94 2,69
18:1 n-5 0,57 0,45 0,51 0,44
18:2 n-6 1,98 2,56 4,07 6,74
18:2n-4 0,08 0,06 0,07 0,07
18: 3n-6 0,14 0,12 0,11 0,13
18:3n-4 0,09 0,06 0,06 0,08
18:3 n-3 0,50 0,30 0,36 0,49
18:3n-1 0,00 0,00 0,00 0,00
18:4 n-3 0,61 0,28 0,32 0,38
18:4 n-1 0,02 0,02 0,04 0,02
20:1 n-9 10,55 8,57 9,37 10,11
20: 1n-7 0,14 0,27 0,26 0,17
20: 1n-5 0,06 0,05 0,05 0,00
20:2 n-6 0,34 0,27 0,27 0,28
20:3 n-9 0,02 0,00 0,00 0,01
20:3 n-6 0,03 0,02 0,02 0,02
20:4 n-6 0,62 0,36 0,41 0,43
20: 3n-3 0,41 0,27 0,28 0,30
20:4 n-3 0,19 0,11 0,12 0,13
20:5n-3 415 2,21 2,53 2,58
22:1 n-11 8,53 6,97 7,65 8,94
22:1 n-9 0,92 0,00 0,48 0,68
22: 1 n-7 0,00 0,07 0,00 0,00
22:4 n-6 0,13 0,51 0,08 0,08
22:5n-6 0,03 0,07 0,01 0,02
22:5n-3 0,24 0,11 0,16 0,14
22:6 n-3 7,05 3,81 4,34 4,29
Saturados 42,75 54,30 53,51 43,09
Monoenoicos 39,27 33,01 31,57 39,18
Poli 17,98 11,97 14,92 17,72
n3 13,65 7,66 8,62 8,74
né 3,30 3,49 5,00 7,98
n9 26,86 18,29 19,61 26,73
n-3 HUFA 12,06 6,50 7,44 7,44
AA | EPA 0,03 0,03 0,03 0,03
EPA / DHA 0,59 0,58 0,58 0,60
oleico / DHA 1,39 2,40 2,24 2,45
oleico / n-3HUFA 0,81 1,41 1,31 1,41
n-3/n-6 413 2,19 1,72 1,09
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Analisis bioquimicos

Las muestras por triplicado de dietas y huevos fueron analizadas de
acuerdo con el siguiente procedimiento: humedad, proteina y cenizas fueron
llevadas a cabo siguiendo los protocolos de AOAC, (1995). Los lipidos totales
fueron extraidos por el método descrito por Folch et al. (1957). Los acidos grasos
de las dietas y huevos fueron obtenidos por transmetilacion descrita por Christie
(1982). Los FAME fueron separados, identificados y cuantificados por
cromatografia gas-liquido bajo condiciones descrita por Izquierdo et al. (1990).

La extraccion de carotenoides de las dietas y huevos fueron realizadas
siguiendo el método de Barua et al. (1993). Para su cuantificacion se utilizo un
espectrofotometro UV/V, la absorbancia A-max y el coeficiente de extincidon
(E1%.1cm) de 2500 segun la formula descrita por Britton (1995).

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se han expresado como media + desviacién
estandar de la media. Los datos se compararon estadisticamente utilizando el
analisis de varianza ANOVA (Sokal y Rohlf, 1979). Detectadas las diferencias
significativas a travées del ANOVA, las diferencias entre medias fueron
comparadas mediante el test de Duncan, como criterio general se tomoé un 5 %

de nivel de significacion.

Cuando las varianzas eran heterogéneas y/o los datos no presentaban una
distribucion normal se intentaba hacerlas homocedasticas y/o que los datos se
distribuyesen normalmente transformando las variables en sus logaritmos o bien
con la funcion arco seno. Si la heterogeneidad persistia en los datos, se
empleaba el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (Sokal y Rohlf, 1979).
Detectadas diferencias estadisticamente significativas con el test Kruskal-Wallis,
se utilizaba el procedimiento grafico de caja y bigotes con muescas para

determinar las difrencias entre los replicados. Los datos se analizaron con el
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programa estadistico STATGRAPHICS (Version 3.1 Plus para Windows; Graphic
Software Systems, Inc.USA).

4.2.3. RESULTADOS

Parametros biolbégicos de las puestas

Las dietas experimentales fueron aceptadas satisfactoriamente y no se
observo ninguna mortalidad durante el periodo experimental. En todos los tanques
se obtuvieron puestas. Durante las cuatro primeras semanas del experimento se
suministro, a los grupos experimentales, una dieta comercial (Proaqua, Palencia,
Espafia), no se observaron diferencias significativas en los parametros de calidad
de las puestas durante este periodo de alimentacion comun. Finalizado dicho
periodo se continuaron alimentando todos los dias de la semana pero con las
dietas experimentales al 1,5 % de la biomasa de cada tanque repartidos en tres
tomas diarias (9:00, 11:00 y 15:00 h). Se compararon los datos de parametros de
calidad entre los replicados de una misma dieta y se encontr6 que no habia
diferencias significativas entre ellos.

Al analizar los indices de calidad de las puestas (Tabla XVII) se observa
que los mejores resultados en cuanto a porcentaje de huevos vivos, de huevos no
fecundados y eclosion corresponden a las puestas de los reproductores
alimentados con la dieta P2 que se diferencian estadisticamente (P < 0,05) con
los indices de las puestas de los reproductores alimentados con la dieta P4,
también existen diferencias estadisticamente significativas, en el porcentaje de
huevos no fecundados, con las puestas de los reproductores alimentados con la
dieta P1.

En el porcentaje de huevos vivos y de eclosidn también las puestas de los
reproductores alimentados con la dieta P2 se diferencian significativamente de los
reproductores alimentados con la dieta PO. No se observaron huevos ni larvas

morfolégicamente anormales.
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Tabla XVII.- indices de calidad de las puestas

Grupo experimental

Indices de las puestas (%) PO P1 P2 P4
n=>53 n=>52 n =59 n =63
Huevos vivos 84,20 + 16,00° 89,28 + 13,83 92,49 +10,73° 72,26+ 20,26 °
Huevos muertos 14,54 + 16,40° 8,01+13,58° 7,03+10,88° 21,86 +20,70°
Huevos no fecundados 0,96 + 1,84°2 2,71+4,85° 0,20+ 0,64 ° 58+13,73°
Eclosion 80,75+ 19,37 ° 89,72 +19,59° 91,27 + 11,13 73,63 +22,08°

Larvas saco vitelino reabsorbido 73,85+ 19,41° 77,35+ 13,14° 76,12+ 16,372 68,7+2225°%

Valores en la misma columna sin o con igual superindice no tienen diferencias significativas.

No se observaron diferencias significativas en cuanto al diametro del
huevo, de la gota lipidica o de la talla de la larva con el saco vitelino reabsorbido
(Tabla XVIII).

Tabla XVIII.- Medidas de huevos y larvas

Grupo experimental

Medidas (mm) PO P1 P2 P4
Diametro huevo 0,987+0,016  0,986+0,018  0,987+0,017  0,985+0,019
Didmetro gota lipidica 0,234 + 0,007 0,235+0,006 0,237 +0,006 0,234 +0,007

Longitud larvas saco vitelino reabsorbido 3,549 £ 0,20 3,529 £ 0,26 3,55+0,18 3,546 £ 0,16

Valores en la misma columna sin o con igual superindice no tienen diferencias significativas.

Respecto a la composicion de las dietas y su relacion con los indices de las
puestas se han encontrado relaciones polinomiales entre el porcentaje de huevos
muertos (Fig.13) y el porcentaje de eclosion (Fig.14) con la cantidad de
carotenoides totales. Entre la relacion carotenoides totales / n-3 HUFA de las
dietas y el porcentaje de huevos muertos (Fig. 15), y el porcentaje de eclosion
(Fig.16). Por otro lado, se encontraron correlaciones negativas entre el porcentaje
de supervivencia larvaria y el contenido de acido oleico de las dietas (Fig. 17).
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Las producciones relativas (por kg de hembra y por puesta): numero de
huevos, de huevos vivos, de larvas eclosionadas y de larvas con saco vitelino
reabsorbido se indican en la Fig.18, observandose que la produccion de los
reproductores alimentados con la dieta P2 es la mas elevada mostrando
diferencias significativas (P < 0,05) en todos los parametros calculados con las
producciones de los reproductores alimentados con la dieta P1. En el numero de
huevos vivos se diferencia significativamente de los reproductores alimentados
con la dieta P4. En el numero de larvas eclosionadas y de larvas con el saco
vitelino reabsorbido con los reproductores alimentados con las dietas PO y P4.

-99 -



RESULTADOS Y DISCUSION — EXPERIMENTO II

130 -
120 -
110 - a

100 4 4 a

90 - b a
80 -
70 1 b a
60 A ¢ c
50 -
40 A c
30 1
20 1
10 1

NUMERO x 1000

PO P1 P2 P4

OHUEVOS BHUEVOS VIVOS OLARV.ECLOS. DOLARV.SACOREABSORBIDO

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

diferentes letras presentan diferencias significativas (P < 0,05)

Fig. 18.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los
reproductores de dorada alimentados con las diferentes dietas durante el periodo

experimental.

Composicion bioquimica de los huevos

En la Tabla XIX se muestra la composicién, de los huevos de dorada

producidos por los reproductores alimentados con las diferentes dietas

experimentales.

Tabla XIX.- Composicion de los huevos de los reproductores alimentados con las

diferentes dietas (media + desviacion estandar)

Grupo experimental

Composicion analitica PO P1 P2 P4
Lipidos % p,s, 21,11 £ 3,36 b 2482 +441° 24,08 +3,92° 2472 +3,89°
Proteinas % p,s, 58,64 + 13,73 58,89 + 18,0 61,47 £ 12,99 66,8 + 14,28
Cenizas (g) 0,52 +0,10 0,43 0,15 0,46 £ 0,10 0,45+ 0,11
Humedad % 89,36 + 0,27 88,79 + 0,61 89 £ 0,51 90,43 + 0,64
Carotenoides (ug/g) 10,52 + 2,98 ° 16,12+2,06° 1517 +8,28 % 18,19 + 5,73 °

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

indican diferencias significativas (P<0,05)
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Al analizar los resultados obtenidos se observa que el contenido en lipidos
totales es significativamente mayor en los huevos procedentes de los
reproductores alimentados con inclusion de carotenoides en las dietas (P1, P2 y
P4), que en los huevos de los reproductores alimentados con la dieta sin inclusion
de carotenoides (P0O). EIl contenido de proteinas en los huevos es mas alto en
aquellas dietas con niveles mas altos de carotenoides. Los huevos procedentes
de los reproductores alimentados con la dieta PO presentan niveles de cenizas
ligeramente mas altos que los precedentes de los reproductores alimentados con
las otras dietas. También el contenido en carotenoides es mas elevado en los
huevos de los reproductores alimentados con las dietas complementadas con
carotenoides diferenciandose significativamente (P < 0,05) los de las dietas P4 y
P1 con las de la dieta PO. Los de la dieta P2 no se diferencian significativamente
de los de las dietas PO, P1 y P4. Se encontré una correlacién positiva
estadisticamente significativa entre el contenido en carotenoides de las dietas y

de los huevos (Fig. 19).
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Fig. 19.- Relacion entre el nivel dietético de carotenoides y su contenido en los

huevos.
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Los acidos grasos presentes en mayor proporcion en los lipidos de los
huevos (Tabla XX) fueron: acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1n-9), acido
docosahexaenoico (22:6n-3, DHA). Seguidos en importancia por los acidos:
palmitoléico (16:1n-7), estearico (18:0) y eicosapentaendico (20:5n-3, EPA) (Tabla
XX). Los huevos procedentes de las puestas de los reproductores alimentados
con las dietas con inclusion de carotenoides (P1, P2 y P4) se caracterizaron por
tener niveles mas altos de DHA, palmitico, y de EPA que los huevos procedentes
de las puestas de los reproductores alimentados con la dieta sin inclusién de
carotenoides (dieta P0). Por otro lado, los acidos grasos: oleico, EPA,DHA n-3,
n-6 y n-3 HUFA contenidos en los huevos presentan niveles mucho mas altos
que los calculados para las dietas.
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Tabla XX.- Composicidon en acidos grasos (% total de acidos grasos) de los
huevos
Grupo experimental
A. GRASOS PO P1 P2 P4
14:0 6,67 +1,52° 7,14 £ 3,342 53+1,34° 6,15+ 1,82°
15:0 0,55 + 0,03 0,89 + 0,06 0,05 + 0,001 0,3+ 0,06
16:0 42,77 + 8,48 ° 32,63+3,14 % 30,64 +3,88° 3597 +10,03%°
16:1n-7 8,64 + 1,57 55+ 1,79 477 +2,29 6,55+ 1,77
16:1n-5 0,24 + 0,02 0,44 + 0,03 0,21 + 0,05 0,18 + 0,03
17:0 0,89 + 0,05 0,69 + 0,03 0,61 0,02 0,57 + 0,01
16:4n-1 0,09 + 0,001 0,12 + 0,05 0,08 + 0,006 0
18:0 7,99 + 2,50 % 8,72 +251° 4,46 +1,03° 5,87 + 1,86
18:1n-9 15,9+ 1,87 ° 22,35+ 5,64 ° 16,07 + 3,66 ° 17,25 + 2,88°
18:1n-7 416 +1,49° 4,99 +1,57° 2,66 + 0,08° 3,36+0,72%
18:1n-5 0,46 + 0,08 0,44 + 0,07 0,41+ 0,02 0,37 + 0,06
18:2n-9 0,08 + 0,00 0,15 + 0,005 0,04 + 0,0 0,08 + 0,0
18:2n-6 4,25 + 1,592 4,82 +0,94° 5,85+ 1,96 8,81+ 3,39°
18:2n-4 0,04 + 0,0 0,11 + 0,05 0,11 + 0,03 0,09 + 0,0
18:3n-6 0,17 + 0,03 0 0,08 + 0,0 0
18:3n-3 0,62 + 0,10 0 0 0
18:4n-3 0,47 + 0,03 0,82 + 0,40 0,54 + 0,15 0,52+ 0,12
18:4n-1 0,04 + 0,00 0,04 + 0,0 0,08 + 0,0 0,06 + 0,0
20:0 0,05+ 0,0 0 0 0
20:1n-9 3,32+ 0,20 2,84 + 0,30 3,07+ 0,15 2,27 + 0,84
20:1n-7 0,28 + 0,05 0,2 + 0,07 0,37 + 0,04 0,04 + 0,0
20:2n-6 0,25 + 0,04 0,38 + 0,02 0,18 + 0,05 0,19 + 0,04
20:3n-3 0,31 + 0,06 0,34 + 0,06 0,27 + 0,08 0,23+ 0,10
20:4n-3 0,64 + 0,03 0,46 + 0,08 0,51 + 0,06 0,24 + 0,02
20:5n-3 6,05 + 0,95 8,7 + 2,09 9,89 + 2,31 8,88 + 1,98
22:1n-11 0,46 + 0,08 0,14 + 0,02 0,25 + 0,06 0,15 + 0,01
22:1n-9 0,07 + 0,0 0,04 + 0,0 0,01+ 0,0 0,01+ 0,0
22:4n-6 0,23 + 0,05 0,2 + 0,06 0,22 + 0,06 0,21 + 0,03
22:5n-6 0,02 0,0 0 0 0
22:5n-3 0,29 + 0,04 0 0,49 + 0,18 0,13+ 0,08
22:6n-3 14,48 + 7,37° 254+1,65° 19,79 + 3,91 ® 25,02 +2,81°
Saturados 23,17 + 3,66 " 34,36 + 8,16 ° 31,47 +12,86% 4503 +12,96°
Mono 33,37 £ 9,96 37,85+ 8,97 28,5 + 8,62 24,2 + 9,51
n3 21,5+2,84 30,55 + 5,72 30,69 + 7,3 25,38 + 9,47
né 5,07 +1,72° 5,92 +0,21° 7,82+352% 9,52 + 3,63 2
n9 21,1+ 3,75 244 + 4,61 17,66 + 3,48 17,15 + 3,69
DHA/EPA 1,69 £ 0,092 1,61+0,86° 211+1,03°2 1,72 +1,15°
EPA/DHA 0,59+0,03 0,72+0,39 0,45+ 0,17 0,39 + 0,06
n3/n6 4,42 + 1,56 3,41+2,34 4,67 +1,89 2,81+ 1,29
AA/DHA 0 0 0 0
n-3 HUFA 19,24 + 3,79 27,63 + 8,51 29,44 + 7,58 24,59 + 9,46

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias

significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas (P<0,05)
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Por el contrario el contenido en acidos eicosanoico (20:1n-9), saturados y
monoenoicos en los huevos presentan niveles mucho mas bajos que los
contenidos en las dietas (Fig.20). Por otro lado, el acido araquidonico (20:4n-6)

(AA) no fue detectado en los huevos de ninguno de los tratamientos.
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Fig. 20.- Acidos grasos y clases de acidos grasos mas abundantes en los

huevos y en las dietas.
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4.2.4 DISCUSION

La importancia de las dietas para reproductores y su efecto sobre aspectos
reproductivos, en varias especies de peces, esta bien documentada (Bromage,
1998). Se ha visto que la inclusién de carotenoides en dietas para peces juega un
papel importante en la reproduccion. En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
un alto contenido de carotenoides en los huevos aumenta la tasa de fertilizacion y
disminuye la mortalidad de las larvas durante el desarrollo embrionario y
postlarvario (Tveranger, 1986; Dabrowski et al., 1987). Asi, Ahmadi et al. (2006)
encontraron un efecto positivo sobre la reproducciéon en la trucha arco iris,
suministrando distintos niveles de astaxantina en la dieta. Otros autores han
encontrado una relacion entre el grado de coloracion de los huevos y la

mortalidad durante el desarrollo embrionario (Mikulin y Soin, 1975; Craik, 1985).

Los resultados de este trabajo sugieren que la calidad de la puesta de la
dorada (Sparus aurata) puede mejorarse con la inclusiéon de entreun 1 yun 2 %
de carotenoides, provenientes de pimentdon comercial, en la dieta de los
reproductores. Observandose un mayor porcentaje de huevos vivos, de eclosion y
de larvas con el saco vitelino reabsorbido en las dietas P1 y P2. En el pargo
japonés (Pagrus major) la inclusion de astaxantina pura mejoro los porcentajes de
huevos flotantes, de eclosion y de larvas normales (Watanabe y Kiron,1995). En
la seriola coreana (Seriola quinqueradiata), la inclusion de astaxantina (30mg/kg)
fue el factor determinante para la buena calidad de los huevos obtenidos
(Verakunpiriya et al., 1997b). Resultados similares fueron sefalados por
(Vassallo-Agius et al., 2001, 2002; Watanabe y Vassallo-Agius, 2003) cuando
complementaron con esteres de paprika las dietas para reproductores de seriola
coreana. Ademas, confirmaron que las xantofilas: capsantina y capsoburina,

tienen un mayor poder antioxidante que la astaxantina.
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En cuanto a las medidas de huevos y larvas no se encontraron diferencias
significativas entre las puestas de los reproductores alimentados con las dietas
conteniendo diferentes niveles de carotenoides. Emata et al. (2000) sefialan que
el diametro de los huevos no aparece relacionado con la dieta en puestas del
chano (Chanos chanos) alimentados con dietas complementadas con otros
antioxidantes como las vitaminas C y E. Por el contrario, Fernandez-Palacios et al.
(2005) si encuentran diferencias significativas en las medidas de huevos y larvas
de reproductores de dorada alimentados con diferentes niveles vitamina E.

Se observd que tanto niveles inferiores como superiores de inclusion de
carotenoides en las dietas (PO y P4) afectaron negativamente algunos indices de
las puestas, encontrandose correlaciones polinomiales estadisticamente
significativas con el porcentaje de huevos muertos y el de eclosién. Verakumpiriya
et al. (1997b), sefialan resultados similares en puestas de seriola coreana
(Seriola quinqueradiata). Asi, reproductores de esta especie alimentados con
dietas complementadas con 0, 20,30 y 40 mg de astaxantina (por kg de dieta),
tuvieron puestas en las que el porcentaje de huevos vivos y de eclosion fueron
mejores cuando los reproductores se alimentaron con las dietas que contenian 20
y 30 mg de astaxantina. Verakumpiriya et al. (1997a) indican que un exceso
(20%) de harina de krill causo mermas en la calidad de la puesta de seriola
coreana. Sin embargo, Watanabe et al. (1991a) indican una mejoria en el
porcentaje de huevos vivos y de eclosion, con respecto a una dieta control,
cuando reproductores de pargo japonés (Pagrus major) son alimentados con Kkrill
(Euphasia superba) congelado. Es posible que el pargo japonés tenga un
mecanismo por el cual puede utilizar o convertir grandes cantidades de

astaxantina diesterificada proveniente del krill.

Por otro lado, Miki (1991) encontré que la forma de astaxantina diesterificada
no tiene tanta capacidad de eliminacidn de radicales libres como posee la forma no
esterificada. La astaxantina puede actuar como una hormona de la fecundacion,
aumentando la tasa de fertilizacion mediante la estimulacién y atraccién de los
espermatozoides como fue observado en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(Hartmann et al., 1947). Segun Mikulin y Soin (1975), la astaxantina puede mejorar

- 106 -



RESULTADOS Y DISCUSION — EXPERIMENTO II

la calidad de los huevos a través de su papel en los procesos metabodlicos durante
el desarrollo embrionario. Sin embargo, no encontraron diferencias en las tasas de
fertilizacion en reproductores de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentado
con diferentes niveles de cantaxantina y astaxantina antes de la puesta (Quantz,
1980; Christiansen y Torrissen 1997; Choubert et al., 1998). Del mismo modo, no se
encontraron diferencias significativas, en las tasas de fertilizacion, en los huevos de
trucha arco iris alimentadas con un 10% de krill como fuente de astaxantina, y el

grupo control sin astaxantina (Tveranger, 1986)

En este experimento se obtuvieron correlaciones entre la relacion
carotenoides totales y n — 3 HUFA de las dietas y el porcentaje de huevos
muertos y de eclosion. Fernandez-Palacios et al. (2005) indican correlaciones
entre la relacion vitamina E y n — 3 HUFA en dietas para dorada (Sparus aurata)
con varios indicadores de la calidad de la puesta: positiva con el porcentaje de
huevos vivos, y negativas con el porcentaje de huevos no fecundados, de huevos
anormales y de larvas anormales. Asi mismo, se obtuvieron correlaciones entre
el acido oleico dietético con el porcentaje de larvas con el saco vitelino
reabsorbido. Fernandez-Palacios et al. (2005) encuentran una correlacion entre el
acido oleico de las dietas para reproductores de dorada con otro indice de la
calidad de las puestas como es el porcentaje de huevos no fecundado. Almansa
et al.(1999) encuentran que el porcentaje de fertilizacion esta negativamente
afectado por la composicion en acidos grasos de una dieta deficiente en HUFA,
observando ademas una correlacion negativa entre los acidos linolénico y oleico,
y la relacion oleico/n-3 HUFA con el porcentaje de fecundacion lo que sugiere la
importancia del mantenimiento de los niveles no sélo de n-3 HUFA en los
fosfolipidos de la membrana de los huevos si no también del balance entre los
HUFA y otros acidos grasos tales como el oleico y el linolénico para obtener altas

calidades de puesta

Las producciones relativas (por kg de hembra y por puesta): numero de
huevos, de huevos vivos, de larvas eclosionadas y de larvas con saco vitelino
reabsorbido mas elevadas correspondieron a los reproductores alimentados con la
dieta P2 que contenia un 2% de carotenoides. Deufel (1970) indica que la
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inclusion de carotenoides en dietas para peces juega un papel importante en la

reproduccion efectando entre otros parametros a la fecundidad.

Verankumpiriya et al. (1997b) indican que las mayores producciones en
cuanto a larvas obtenidas por kg de hembra en seriola coreana (Seriola
quinqueradiata), corresponden a los reproductores alimentados con 30 mg de
astaxantina por kg de dieta. En jurel denton (Pseudocaranx dentex), a pesar de que
sus huevos no contienen carotenoides, la inclusion de astaxantina en la dieta a
razon de 10 mg/kg, incrementd la fecundidad (Vassallo-Agius et al., 2001). Roy et
al. (2007) senalan un incremento del 20 % en el numero de huevos por puesta en
reproductores de bacalao (Gadus morhua) cuando son alimentados con una dieta
con inclusién de astaxantina (1,2 g/kg) en comparacion con un grupo control
alimentado con una dieta sin complementar. En estudios recientes
Sawanboonchun et al. (2008) encontraron mejorias en las producciones relativas
cuando suplementaron con astaxantina las dietas de reproductores de bacalao
(Gadus morhua). Los reproductores fueron alimentados con una dieta control sin
adicion de astaxantina, y una dieta complementada con astaxantina (73,7 mg/kg de
peso seco) durante 2 meses antes del desove. Los resultados indican que la
absorcion astaxantina en los huevos de reproductores de la dieta fue muy eficiente.
La dieta con astaxantina incremento la produccion de huevos totales y de huevos
vivos, por kg de hembra, con respecto a la dieta control.

Diferencias en concentracion de pigmentos carotenoides han sido
previamente sefalados entre reproductores silvestres y de acuicultura. Estas
diferencias nutricionales se correlacionaron con las diferencias en la calidad de los
huevos, lo que sugiere que niveles sub-6ptimos de pigmentos carotenoides pueden
causar algunos problemas de la calidad de los huevos en el bacalao (Salze et al.,
2005). Estos autores encontraron que las concentraciones de carotenoides en
huevos provenientes de acuicultura fueron inferiores que en los huevos de bacalao
silvestres. Por lo tanto, las mejoras observadas en la calidad huevos y larvas de
bacalao, cuando la dieta se complementa con astaxantina, podria explicarse por

una mejor proteccion antioxidante en la dieta, en los huevos y larvas, al igual que
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ocurre en salmonidos, Cowey et al. (1985) y peneidos, Pangantihon-Kuhimann et
al.(1998).

En cuanto al contenido en lipidos totales de los huevos de las distintas
dietas, los resultados son comparables a los obtenidos por Fernandez-Palacios et
al. (1995, 2005), Domarco (2001), Almansa et al. (1999), Mourente y Odrizola
(1990) y Scabini et al. (en revision).

La complementacién con carotenoides dietéticos incrementd Ia
concentracion de carotenoides en los huevos. Concentraciones de astaxantina y
cantaxantina en los huevos incrementaron las tasas de fertilizacion en la trucha
arco iris, Oncorhynchus mykiss (Deufel, 1965; Craik, 1985). En el presente
estudio se encontré una correlacion entre el contenido dietético de carotenoides y
su nivel en los huevos. Ahmadi et al. (2006) sefialan una correlacion entre la
astaxantina dietética y su nivel en los huevos en puestas de reproductores de
trucha arcoiris alimentados con diferentes niveles de astaxantina. En este mismo
sentido Fernandez-Palacios et al. (2005) encuentra una correlacion entre el
contenido dietético de otro antioxidante, como la Vitamina E, y su nivel en los
huevos de puestas de reproductores de dorada (Sparus aurata) alimentados con
diferentes niveles de Vitamina E.

Los acidos grasos mas abundantes en los huevos son los mismos para
todas las dietas, coincidiendo con los resultados de Mourente y Odriozola (1990),
Fernandez-Palacios et al. (1995, 2005), Domarco (2001), Scabini et al. (en
revision) para esta especie. Y también con los sefalados para otras especies de
peces marinos como pargo japonés, Pagrus major (lzquierdo et al., 1989) el
halibut, Hippoglossus hippoglossus (Falk-Petersen et al., 1989), la lubina,
Dicentrarchus labrax (Bruce et al., 1999), el rodaballo, Scophthalmus maximus
(Lavens et al., 1999), el trompetero australiano, Latris lineada (Morehead et al.,
2001), el sargo, Diplodus sargus (Cejas et al., 2003), el lenguado del pacifico,
Paralichthys olivaceus (Furuita et al, 2003) y el crescent sweetlips,
Plectorhynchus cinctus (Li et al., 2005).
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En el presente trabajo se observo que el alto contenido de n - 3 HUFA en
los huevos fue en su mayor parte debido a la contribucion del EPA y DHA,
siendo sus niveles mucho mas altos que en las dietas, sugiriendo que existe una
retencion selectiva de DHA en el huevo durante la embriogénesis (lzquierdo,
1996). Resultados similares fueron sefialados por Fernandez-Palacios et al.
(1995) y Domarco (2001). Li et al. (2005) trabajando con reproductores de
crescent sweetlips (Plectorhynchus cinctus) sefalan que este alto nivel de n-3
HUFA en las larvas fue debido en su mayor parte a la contribucion de DHA,
denotando la importancia de este acido graso para el normal desarrollo de

embriones y larvas.
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4.3 EXPERIMENTO Illl. CALIDAD DE LA PUESTA EN DORADA (Sparus
aurata L.) ALIMENTADA CON DOS NIVELES COMBINADOS DE
CAROTENOIDES Y ACIDOS GRASOS ESENCIALES

4.3.1. INTRODUCCION

Debido al aumento de la produccion de la acuicultura, la demanda de
semilla de alta calidad se ha incrementado considerablemente, es por lo tanto
fundamental el control completo del ciclo productivo, de las especies en
cautividad, para el éxito de los criaderos comerciales. Los genes parentales, edad
y estado nutricional de los reproductores son los factores de que mas afectan la
calidad de las puestas en peces. Los peces en su medio natural estan sometidos
a factores poco conocidos, en lo que se refiere a aspectos nutricionales vy
ambientales, que influyen en su rendimiento productivo (Stickney, 1996). Sin
embargo, en cautividad, se sabe que diversos nutrientes tales como los acidos
grasos esenciales (Watanabe et al., 1984a; Hardy et al., 1990; Zohar et al., 1995;
Fernandez-Palacios et al., 1995; Izquierdo et al., 2001), el a-tocoferol (Izquierdo y
Fernandez-Palacios, 1997; Fernandez-Palacios et al., 1998, 2005), el acido
ascorbico (Blom y Dabrowski, 1995) o los carotenoides (Watanabe y Kiron, 1995)

influyen en calidad de las puestas.

Los carotenoides juegan un papel importante en la reproduccion de peces.
La inclusidn de carotenoides en la dieta de los reproductores ha mejorado el
rendimiento reproductivo en peces como la seriola coreana, Seriola
quinqueradiata (Verakunpiriya et al.,1997; Vassallo-Agius et al., 2002; Watanabe y
Vassallo-Agius, 2003) y en crustaceos como el camardn patiblanco, Pennaeus
vannamei (Wyban et al., 1997). En la seriola coreana la inclusion en la dieta de 30
ppm de astaxantina mejoran la calidad de las puestas (Watanabe y Vassallo-
Agius, 2003). En el jurel denton (Pseudocaranx dentex), aunque sus huevos no
contienen carotenoides, 10 ppm de astaxantina en la dieta incrementan
significativamente la fecundidad (Watanabe y Vassallo-Agius, 2003). Ademas se
ha determinado que la interaccion entre la vitamina A y la astaxantina influye en
el adecuado desarrollo de los ovarios y mejora la calidad de las puestas de los
reproductores del langostino monodon, Penaeus monodon (Pangantihon-
Kdhlmann et al., 1998). Los carotenoides ademas tienen diversos papeles en
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peces: son precursores de vitamina A, estimulantes del sistema inmune y
antioxidantes (lzquierdo et al., 2005). El requerimiento de antioxidantes, en
reproductores de peces, se ve incrementado durante la reproduccion en relaciéon
con la necesidad de altos niveles de acidos grasos altamente insaturados (HUFA)
en la dieta(Fernandez-Palacios e Izquierdo, 2009). Izquierdo et al. (2001) sefalan
que los requerimientos de a-tocoferol se incrementan a medida que aumenta el
contenido de acidos grasos insaturados en las dieta para reproductores de
dorada, (Sparus aurata). Sin embargo, en esta especie, de gran importancia en la
acuicultura Mediterranea, no se han realizado experimentos para determinar el
efecto de la inclusion de carotenoides en la dieta sobre su rendimiento
reproductivo, ni su papel como antioxidantes junto a niveles elevados de acidos

grasos insaturados en dietas para reproductores.

Diversos carotenoides han sido incluidos en dietas para peces con la
finalidad de mejorar la pigmentacion o el rendimiento reproductivo (lzquierdo et
al., 2005). La astaxantina y la cantaxantina son los carotenoides que se emplean
mas frecuentemente y principalmente en forma sintética (Storebakken y
Goswami, 1996; Smith et al., 1992). Fuentes naturales de carotenoides como el
krill (Watanabe et al., 1985b,1991a,b; Kalinowski et al., 2005) o el pimenton ha
sido también utilizadas, siendo sus niveles de inclusién en la dietas para peces
bastante mas elevados, en comparacion con las fuentes sintéticas, debido a su
baja pureza. Recientemente, otros autores (Ingle de la Mora et al., 2006) han
encontrado que la oleorresina de pimenton es eficientemente utilizada por la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) pero su efecto en el rendimiento
reproductivo todavia es desconocido.

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la oleorresina
de pimenton (Capsicum annuum), como fuente de carotenoides para dietas de
reproductores de dorada, y evaluar su efecto conjuntamente con los acidos

grasos insaturados, sobre la calidad de la puesta en esta especie.
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4.3.2. MATERIAL Y METODOS

Reproductores

Treinta y seis reproductores de dorada (Sparus aurata) de 2-4 anos de
edad, fueron distribuidos al azar en doce tanques circulares, fabricados en
poliéster reforzados con fibra de vidrio, de 1000 | en una proporcién de 23:19
(Fernandez-Palacios et al., 1990). Las puestas fueron espontaneas, el fotoperiodo
fue natural. La calidad de las puestas fue determinada segun la metodologia
descrita por Fernandez-Palacios et al. (1995). Las caracteristicas biométricas de
los reproductores se muestran en la Tabla XXI.

Tabla XXI.- Peso, longitud y factor de condicion de los reproductores utilizados
en el experimento

Grupo experimental 40/ 2,5 40/ 4 60/2,5 60/4
Machos

Peso corporal (kg) 0,49 £ 0,04 0,46 £ 0,09 0,47 £ 0,07 0,44 £ 0,08
Longitud Estandar (cm) 27,88+0,79 2755+1,63 27,93+0,84 27,16+143
Factor de Condicion 22,7 +1,22 2208+1,79 2143+2,02 22,16+ 1,81
Hembras

Peso corporal (kg) 1,28 £ 0,34 1,09 £ 0,22 1,27 £0,18 1,05 +0,10
Longitud Estandar (cm) 37,15+ 3,21 36,6 + 1,65 38,13+1,15 36,46 £ 0,89
Factor de Condicion 22,46 +0,32 22,06 +1,51 228+1,0 21,66+ 1,6
Biomasa(kg/m°) 2,27 +0,37 2,03+0,28 2,21+0,22 1,94 +0,19

*(Media * (DE); Factor de Condicién =[Peso corporal(g)x1000]/[longitud Estandar (cm)[°).

Los tanques tenian circuito abierto de agua de mar con un flujo de 165 I/h,
lo que aseguraba una renovacion diaria de aproximadamente unas cuatro veces
su volumen, ademas estaban dotados de dos puntos de aireacién. La
temperatura durante el experimento oscilé entre 18,7°C y 21,6°C.
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Dietas

Se formularon cuatro dietas isolipidicas e isoproteicas con harina de
calamar y aceite de pescado como fuentes proteicas y de lipidos,
respectivamente. Las dietas formuladas contenian dos diferentes niveles de
carotenoides (40 y 60 mg kg de oleorresina de pimentén (José Martinez y Cia.
S.A. Murcia, Espafia) en combinacién con dos niveles de n- 3 HUFA (25y40g

kg™ peso seco).

La composicion y contenido analizado de las dietas se sefialan en la Tabla
XXII, donde se observa que el contenido de proteinas y lipidos en las dietas fue
muy semejante, aproximadamente de 48 y 15 g kg, respectivamente. La
composicion en acidos grasos de las dietas se indica en la Tabla XXIII.

Tabla XXIIl.- Composicion y andlisis proximal de las dietas experimentales

Grupo experimental

Ingredientes (g/100g dieta) 40/ 2,5 40/4 60/2,5 60/4
Harina de calamar 58,05 58,05 58,05 58,05
Aceite de Pescado 3.4 5,95 3,4 5,95
EPA 28 1,6 2,77 1,6 2,77
Acido Oleico 3,7 0 3,7 0
Almidon gelatinizado 23,73 23,71 23,66 23,64
Vitaminas @ 2,0 2,0 2,0 2,0
Minerales ® 2,0 2,0 2,0 2,0
Oleorresina de pimentoén 0,07 0,07 0,14 0,14

a — Celulosa 5,0 50 5,0 5,0
Composicioén Analitica

(% peso seco)

Proteinas 48,39+50 4766+3,3 47,84+0,2 48,00£0,6
Lipidos 14,77 +57 1573+59 14,72 +84 14,27 +8,7
Cenizas 4,26 £0,2 423+1,0 4,19+4,0 438+1,3
Humedad 9,83+1,2 9,66 +2,4 9,89+0,7 9,29 + 2,1
Carbohidratos’ 32,58 32,38 33,25 33,36
n-3 HUFA 1,66 2,43 1,87 2,86

Carotenoides Totales (ppm) 46,31+ 1,10 48,05+2,76 61,83+5,64 62,26 +0,86

®Fernandez-Palacios et al. (1998).
' Calculados como 100 — (%Proteina + % Lipidos + % Ceniza ) %
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Tabla XXIIl.- Composicion y algunas relaciones de los acidos grasos de las dietas
experimentales (% total de acidos grasos)

Grupo experimental

Acidos Grasos 40/2,5 40/ 4 60/2,5 60/4
14:0 5,14 7,11 5,03 6,33
15:0 0,52 0,61 0,51 0,54
16:0 20,53 25,19 20,00 22,54
17:0 0,51 0,69 0,49 0,64
18:0 3,03 3,54 2,86 3,32
20:0 0,12 0,16 0,11 0,15
Saturados 30,50 37,55 29,20 33,75
14:1(n-7) 0,18 0,19 0,17 0,16
15:1(n-5) 0,13 0,09 0,12 0,08
16:1(n-7) 6,80 7,85 6,65 7,50
16:1(n-5) 0,30 0,35 0,29 0,31
18:1(n-9) 27,50 9,71 27,10 9,29
18:1(n-7) 3,89 2,98 3,81 2,89
18:1(n-5) 0,08 0,02 0,30 0,26
20:1(n-9) 2,53 2,83 2,55 3,36
20:1(n-7) 0,01 0,16 0,10 0,13
22:1(n-11) 0,63 0,91 0,59 0,90
22:1(n-9) 0,34 0,37 0,31 0,36
Monoenoicos 42,91 26,13 42,19 25,28
18:2(n-6) 3,52 3,34 3,85 3,54
18:3(n-6) 0,07 0,12 0,11 0,17
20:3(n-6) 0,21 0,23 0,20 0,23
20:4(n-6) 0,72 0,94 0,74 1,03
22:4(n-6) 0,08 005 0,21 0,06
22:5(n-6) 0,17 0,24 0,18 0,27
Total (n-6) PUFA 4,78 4,92 5,29 5,31
18:3(n-3) 0,59 0,84 0,63 0,96
18:4(n-3) 0,82 1,49 0,95 1,73
20:3(n-3) 0,26 0,29 0,26 0,30
20:4(n-3) 0,39 0,61 0,41 0,75
20:5(n-3) 6,99 10,77 7,69 13,78
22:5(n-3) 0,67 1,16 0,74 1,51
22:6(n-3) 8,35 11,52 9,63 12,31
Total (n-3) PUFA 18,08 26,67 20,32 31,34
Total PUFA 22,86 31,59 25,61 36,64
Poli insaturados 26,59 36,32 28,62 40,97
n-3 18,70 26,95 20,37 31,45
n-6 5,24 5,09 5,75 5,34
n-9 28,62 11,06 30,15 13,23
n-3 HUFA 16,67 24,34 18,74 28,65
ARA / EPA 0,10 0,09 0,10 0,07
EPA / DHA 0,84 0,93 0,80 1,12
Oleico a. / DHA 3,29 0,84 2,81 0,75
Oleico a. / n-3 HUFA 1,65 0,40 1,45 0,32
n-3/n-6 3,57 5,30 3,55 5,89
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Analisis bioquimicos

Se recogieron muestras de huevos a lo largo del periodo experimental, y
muestras de las dietas que fueron guardadas en atmodsfera de nitrégeno, en
congelador -80 °C (Marca Revco, modelo ULT 1786-3-V36, NY, USA) para su

posterior analisis.

Los lipidos de las dietas y huevos fueron extraidos en frio para la
determinacién posterior de su composicidon en acidos grasos, el método utilizado
fue el descrito por Folch et al. (1957), Los lipidos se guardan a — 80 ° C, en viales
etiquetados, disueltos en cloroformo y en atmdésfera de nitrégeno para evitar su

oxidacion.

Para la determinacion de acidos grasos, los lipidos obtenidos por el método
Folch et al. (1957). Se transesterificaron con acido sulfurico al 1% en metanol
segun la técnica de Christie (1982), modificada por lzquierdo et al. (1990). Los
ésteres metilicos fueron identificados y cuantificados mediante cromatografia de
gases mediante un cromatografo Shimadzu (Instrument Division, Kyoto, Japon), e
integrador Shimadzu, bajo las condiciones operativas descritas en el capitulo de
material y métodos generales. La humedad y el contenido de cenizas de las
muestras fue determinado secando las muestras a 105 °C o incinerando a 450 °C,
respectivamente hasta alcanzar peso constante (AOAC. 1995). El contenido de
carotenoides totales fue analizada de acuerdo a Barua et al. (1993). La
cuantificacion total de carotenoides se determino por espectrofotometria, la
absorbancia fue leida a una longitud de onda A-max de 470 nm. El coeficiente de

extincion (E1%1cm) usado fue 2500 para astaxantina en hexano (Britton, 1995).

El total de carotenoides en gramo de muestra fue determinado con la
siguiente ecuacion:
ug/g=10000x VxA/PxE1%1cm donde
V = volumen total de la extraccion en mililitros
P = peso de la muestra en gramo
A = valor de absorbancia medida en el espectrofotometro
2500 = coeficiente de extincion de la astaxantina en hexano
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Analisis estadisticos

Los valores obtenidos en este experimento tanto de los parametros de
calidad de los huevos como de la composicidn bioquimica de los mismos y de las
dietas se expresan como media de los valores + desviaciones estandar, y se
compararon estadisticamente utilizando el analisis de varianza, ANOVA (Sokal y
Ronhlf, 1979). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas
cuando P< 0,05. Las diferencias entre medias fueron puestas de manifiesto
mediante el test de comparacion multiple de medias de Tukey, o con el test de

Duncan para niveles mas bajos de significacion.

Cuando las varianzas eran heterogéneas o los datos no tenian una
distribucion normal se intentaba hacerlas homocedasticas y/o que los datos se
distribuyeran normalmente mediante transformaciones. Si la heterogeneidad o
la no distribucion normal de los datos persistian, se empleaba el test no
paramétrico de rangos multiples de Kruskal-Wallis (Sokal y Rohlf, 1979).
Detectadas diferencias estadisticamente significativas con el test de Kruskal-
Wallis, se utilizé el procedimiento de caja y bigotes con muescas para determinar
la diferencia entre las réplicas

Para ver el efecto combinado de los carotenoides y de los n-3 HUFA de la
dieta sobre la calidad de la puesta, se utilizo un analisis de varianza de dos vias
considerando como factores los dos niveles de carotenoides y los dos niveles de
n-3 HUFA. Los datos se analizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS
Version 5.1 Plus for Windows; (Graphic software Systems, Inc.USA).

4.3.3. RESULTADOS

Parametros biolbégicos de las puestas

Previamente, a su alimentacion con las dietas experimentales los peces
fueron alimentados durante 30 dias con una dieta comercial (Proaqua, Palencia,
Espafia) comprobandose la inexistencia de diferencias significativas entre las
puestas de los reproductores durante este periodo. Después de este periodo de
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alimentacion comun, los reproductores de cada uno de los tratamientos fueron
alimentados dos veces al dia (1,5% peso corporal) con cada una de las dietas
experimentales durante cinco semanas. Cada dieta fue probada por triplicado y se
comprobd la inexistencia de diferencias significativas entre los parametros de
calidad de las puestas de los replicados de un mismo tratamiento. Todas las
dietas experimentales fueron aceptadas por los reproductores no registrandose

mortalidades durante el periodo experimental

Al analizar los resultados obtenidos, tras la finalizacion del experimento
(Tabla XXIV), se observo que las puestas de los reproductores alimentados con
el nivel mas alto de inclusion de n-3 HUFA (dietas 40/4 y 60/4) mejoraron
marcadamente en término de huevos vivos, aunque solo las puestas de los
reproductores alimentados con la dieta 60/4 se diferenciaron significativamente

de las puestas de los reproductores alimentados con las dietas 40/2,5 y 60/2,5.

Tabla XXIV.- indices de las puestas de los reproductores de dorada

Grupo % Huevos Vivos % Huevos % Huevos no
experimental muertos fecundados
40/2,5(n=13) 86,46 + 8,10 ° 9,71+7,93% 3,84 £4,71°
40/4 (n=13) 89,60 + 8,17 6,55 + 4,50 3,85+3,95°
60/2,5(n=14) 83,55 +9,35° 14,55 + 8,95 ° 1,89 +368°
60/4 (n=13) 95,31+3,22° 4,47 + 3,06 ° 0,20 +0,52°

% Con mas de una % Eclosion % Larvas saco

gota lipidica vitelino reabsorbido

40/2,5(n=13) 0,07 £ 0,25 92,92 + 6,35 83,83 7,00
40/4 (n=13) 0,70 + 1,40 96,23 + 2,79 85,15 + 6,86
60/2,5(n=14) 0 95,01 + 5,69 86,23 + 5,95
60/4 (n=13) 0 97,21+ 1,66 84,62 + 5,91

Valores en la misma columna sin o con igual superindice no hay diferencia significativa.

El porcentaje de huevos vivos esta significativamente correlacionado con
los niveles dietéticos de n — 3 HUFA, acido Eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), y
acido Araquidonico (20:4n-6, ARA) (Fig. 21).
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Fig. 21.- Relacion entre los niveles dietéticos de n — 3 HUFA, EPA y ARA con el

porcentaje de huevos vivos.
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El porcentaje de huevos no fecundados es significativamente menor en
las puestas de los reproductores alimentados con las dietas conteniendo los
niveles mas altos de carotenoides (60/2,5 y 60/4). Se encontraron correlaciones
significativas entre el porcentaje de huevos no fecundados, y el contenido en
carotenoides de la dieta (Fig. 22).

y = 12,74 + 0,18x
R =0,92
P<0,1

% DE HUEVOS NO FECUNDADOS
N
|

46 49 52 55 58 61 64
CAROTENOIDES EN DIETAS (ppm)

Fig. 22.- Relacion entre los carotenoides de las dietas y el porcentaje de

huevos no fecundados.

Los porcentajes de eclosion también se vieron incrementados con el
aumento de n-3 HUFA en la dietas aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. Se observo una correlacidén significativa entre el porcentaje de
eclosion y el contenido dietético de n-3 HUFA, acido Docosahexaenoico (22:6
n-3, DHA) y ARA (Fig. 23).
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Fig. 23.- Relacion entre el porcentaje de eclosion y los niveles dietéticos de n -3
HUFA, DHA y ARA.
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En cuanto a la relacién EPA/DHA de las dietas y los indices de calidad de
las puestas, se han encontrado correlaciones con el porcentaje de huevos vivos
(Fig. 24).
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Fig. 24.- Correspondencia entre la relacion dietética EPA/DHA y el porcentaje de

huevos vivos.

La fecundidad relativa de los reproductores, expresada como la produccién
diaria de huevos por kilogramo de hembra, es ligeramente mas alta en los
reproductores alimentados con la dieta 60/4 (Fig. 25), y como consecuencia de
un mayor porcentaje de huevos vivos, de fecundacion y de eclosion, la produccion
de huevos viables, larvas eclosionadas y larvas con el saco vitelino reabsorbido
fue significativamente mayor que en los peces alimentados con 2,5% n-3 HUFA
(dietas 40/2,5 y 60/2,5).
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Fig. 25.-Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los

reproductores de dorada

Los efectos de la combinacién de los dos niveles de carotenoides y n-3
HUFA en la calidad de puesta fueron evaluados mediante un analisis de la
varianza factorial, resultando que los distintos niveles de n-3 HUFA incluidos en
la dieta mejoraron significativamente el porcentaje de huevos viables. En cuanto a
los carotenoides solo mejoraron significativamente la fecundacion reduciendo el
porcentaje de huevos no fecundados. No se encontré interaccion entre ambos

factores sobre ninguno de los parametros controlados.

Composicion bioquimica de los huevos
Los lipidos totales de los huevos de los reproductores de los diferentes

grupos experimentales no mostraron diferencias significativas entre ellos (Tabla
XXV).
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Tabla XXV.- Composicion de los huevos de los reproductores alimentados con
las diferentes dietas

Grupo experimental

Composicion analitica 40/ 2,5 40/ 4 60/2,5 60/4
Lipidos (% p.s.) 30,77 +£7,14 29,09+7,22 2447 £ 577 25,20 +6,57
Carotenoides (ppm) 8.80 + 2.58 9.26 + 1.50 11.88+5.60 14.24+6.59
Ceniza (g) 41+ 08° 51+1.6% 57+1.0° 53+1.6%
Humedad (%) 93.20+£0.66 92.81+0.89 9242 +0.76 92.55+0.70

Valores en la misma fila con igual superindice no son estadisticamente significativo

El incremento en el nivel de carotenoides en la dieta, incremento ligera,
pero no significativamente, su contenido en los huevos, encontrandose una
correlacion positiva entre este contenido en las dietas y en los huevos (Fig. 26).
Asi mismo, se encontrd una correlacion altamente significativa entre el nivel de

carotenoides en los huevos y el porcentaje de huevos no fecundados (Fig. 27).
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Fig. 26.- Relacion entre el contenido de carotenoides en los huevos y el nivel

dietético de carotenoides.

- 131 -



RESULTADOS Y DISCUSION — EXPERIMENTO |l

1 y=10,19 - 0,69x
1 R=0,99
1 P<0,01

O : T B L S VA B I B B O VAL IR O B R ) B A
88 98 108 118 128 13,8 14,8
CAROTENOIDES EN LOS HUEVOS (ppm)

% DE HUEVOS NO FECUNDADOS
N

Fig. 27.- Relacion entre el contenido de carotenoides en los huevos y el
porcentaje de huevos no fecundados.

El contenido mas alto en cenizas se encontré en los huevos de los peces
alimentados con la dieta 60/2,5, siendo significativamente mayor que el contenido
de los huevos de los reproductores alimentados con la dieta de 40/2,5 (Tabla
XXV).

Los principales acidos grasos encontrados en los lipidos totales de los

huevos fueron 16:0 (acido Palmitico), 18:1n9 (acido Oleico) y DHA (Tabla XXVI),
seguidos en orden de importancia por el EPA y 16:1n-7 (acido Palmitoleico).
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Tabla XXVI. Composicion de acidos grasos (% total de acidos grasos) de los
huevos de reproductores

Grupo experimental

Acidos Grasos 40/2,5 40/ 4 60/2,5 60/4
14:0 437086 211+£2.07° 2.75+1.49° 419+1.69°
16:0 20.17 £0.51° 22.62+0.85° 21.07£1.07%® 21.51+0.57°
18:0 3.20+0.36" 474 +0.62° 4.00+0.82% 4.46 £0.52°
Total saturados 28.90 + 1.56° 30.77 + 1.63° 29.12+0.50° 31.50+2.01°
16:1(n-7) 7.59+0.79° 7.39+0.49° 6.52 +0.53° 7.39+0.73°
16:1(n-9) 0.93+0.29° 0.60 +0.42° 0.86+0.17° 0.63+0.09°
18:1(n-7) 2.93+0.34° 2.62+0.16" 3.11+0.22° 2.54+0.10°
18:1(n-9) 18.65 + 1.19° 10.55 £ 0.32° 18.68 £ 0.45° 10.81 £ 1.02°
20:1(n-9) 0.75+0.12° 0.57 +0.06" 0.63+0.01% 0.54 +0.02°
20:1(n-7) 0.15+0.01° 0.12+0.00" 0.11+0.00" 0.12+0.01°
22:1(n-11) 0.15+0.08° 0.08 £ 0.05%" 0.07 £0.01% 0.06 +0.01°
Total monoenoicos  32.05 + 2.05° 22.80+0.75" 30.95+0.76° 22.94 +1.19°
18:2(n-6) 454+ 0.13° 3.76 £0.37° 3.47+0.10° 3.97+0.26"
20:4(n-6) 0.81+0.04¢ 1.04 £0.09° 0.88 £0.02° 0.95+0.04"
Total (n-6) PUFA 5.91+0.20° 5.32+0.24" 476 £0.12° 547 +0.19°
18:4(n-3) 0.72+0.13* 0.87 £0.06 % 0.57 £0.04° 0.89 +0.05°
20:4(n-3) 0.65 +0.04° 0.88 +0.04 ° 0.69 +0.04° 0.90 +0.06°
20:5(n-3) 6.82 +0.46° 10.86 + 0.49° 8.26+0.11° 9.71+1.00%"
22:5(n-3) 1.93 £0.20° 219+0.18° 1.89 £0.13° 2.22+0.13°
22:6(n-3) 20.00 +2.46° 22.71£1.23° 20.52 +1.27° 22.46 +1.08°
Total (n-3) PUFA 31.11 £ 3.04° 38.61+0.97° 32.74+1.16" 37.43+1.92°
Total PUFA 63.98 + 2.03° 64.05+ 1.75° 65.43 + 0.65° 62.81+1.71°
N - 3 HUFA 29.56 +2.99° 36.82+0.91° 31.52+1.14° 35.48 +1.91°
DHA / EPA 2.93+0.26° 2.09+0.20° 248 +0.14% 2.32+0.20°
ARA / DHA 0.04 + 0.005° 0.04 + 0.005° 0.04 + 0.005* 0.04 + 0.008°
ARA / EPA 0.12 +0.007° 0.09 + 0.005° 0.10 £ 0.005" 0.09 + 0.008°
n-3/n-6 4.99+0.35" 7.03+0.45° 6.42+0.41° 6.53 0.43°

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

No se encontraron diferencias significativas, entre los diferentes grupos
experimentales, en lo concerniente al total de acidos grasos saturados. Los
huevos de los reproductores alimentados con los niveles mas bajos de n-3 HUFA
dietas 40/2,5 y 60/2,5, presentaron niveles significativamente mas altos de acidos
grasos mono insaturados siendo estos principalmente: 18:1n-9, 16:1n-7 y 18:1n-7
(acido Vacenico). En cuanto a los acidos grasos poliinsaturados, el contenido en
ARA y EPA de los huevos de los peces alimentados con las dietas con mayor
nivel de n-3 HUFA (40/4 y 60/4) fue significativamente mayor que en los huevos
de los reproductores alimentados con las dietas mas bajas en n-3 HUFA (40/2,5 y
60/2,5), aunque en el caso del EPA no se diferenciaron significativamente los
huevos de las dietas 60/4 y 60/2,5. El DHA también fue mayor en los huevos de
las dietas con mayor contenido en n-3 HUFA aunque no hubo diferencias
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significativas con los huevos de los reproductores alimentados con las ofras
dietas. Se encontraron correlaciones positivas estadisticamente significativas,
entre el nivel dietético de DHA y su nivel en los huevos (Fig. 28). En cuanto al
contenido en n-3 HUFA, este es significativamente mayor en los huevos de los
reproductores alimentados con las dietas con mayor contenido en n-3 HUFA (40/4
y 60/4). Existiendo correlaciones significativas entre el contenido en n-3 HUFA de
las dietas y de los huevos (Fig. 29).
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Fig. 28.- Relacion entre los niveles de DHA en las dietas y en los huevos.
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Fig. 29.- Relacién entre los acidos grasos de la serie n — 3 HUFA de las dietas y

su contenido en los huevos.

En relacion con las proporciones entre los principales acidos grasos, la
relacion DHA/EPA fue mayor en los huevos procedentes de los peces
alimentados con las dietas con mas bajo contenido en n-3 HUFA (40/2,5 y 60/2,5)
diferenciandose significativamente los huevos procedentes de la dieta 40/2,5 de
los huevos procedentes de las dietas 40/4 y 60/4. Se encontraron correlaciones
significativas entre estos dos acidos grasos y el porcentaje de eclosién (Fig. 30).
En lo que respecta a la relacion ARA/EPA los huevos procedentes de las puestas
de los reproductores alimentados con las dietas 40/2,5 y 60/2,5 tienen un

contenido significativamente mayor.
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Fig. 30.- Relacion entre los niveles de EPA y DHA en los huevos y el porcentaje

de eclosion.
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4.3.4.- DISCUSION

En este experimento el rendimiento reproductivo de la dorada (Sparus
aurata), independientemente del tipo de dieta empleada, ha sido mayor, en
comparacion con otros estudios previos con esta misma especie (Fernandez-
Palacios et al., 1995, 1997, 1998; Cejas et al., 2003).

El incremento de los niveles de n-3 HUFA en la dieta de un 2,5 a un 4%
mejord el rendimiento reproductivo de la dorada en términos de porcentaje de
huevos vivos y de eclosion. Resultados similares para esta especie han sido
descritos por Domarco (2001), utilizando dos dietas comerciales y dos dietas
humedas (calamar-gambas y calamar-caballa) encontr6 que el incremento de los
niveles de n-3 HUFA en los huevos implicaba un aumento en el porcentaje de
huevos viables, independientemente del ingrediente utilizado. Asi mismo, la
mejora en la viabilidad de la puesta en lubina (Dicentrarchus labrax) alimentada
con una dieta enriquecida con aceite de pescado de alta calidad ha sido
asociada con un alto contenido en acidos grasos de la serie n-3 (Navas et al.,
1997).

Fernandez-Palacios et al. (1995, 2005) sefialan que el porcentaje de
huevos vivos, definidos como huevos morfolégicamente normales, aumenta con la
elevacion de los niveles de n-3 HUFA en las dietas de los reproductores y con la
incorporacion de estos acidos grasos en los huevos, lo que indica la importancia
de estos acidos grasos esenciales para el desarrollo normal de huevos y
embriones de dorada. En este sentido, se encontraron correlaciones positivas
entre el nivel dietético de n — 3 HUFA y su contenido en los huevos, y con los
porcentajes de huevos vivos y de eclosion. Fernandez-Palacios et al. (1995)
encuentran también una correlacion entre el nivel dietético de n — 3 HUFA y su
nivel en los huevos y con el porcentaje de huevos vivos en puestas de esta
misma especie. Asi mismo, se encontraron correlaciones entre el porcentaje de
huevos vivos y los contenidos en EPA y ARA de las dietas. Fernandez-Palacios et
al. (1995) indican una correlacion entre el EPA de las dietas y el porcentaje de
huevos vivos. En este mismo sentido Fernandez-Palacios et al. (2005) sehalan
una correlacién entre este porcentaje y la relacion dietética ARA/EPA.
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El incremento dietético de n - 3 HUFA mejoro el porcentaje de eclosion,
encontrandose correlaciones positivas entre este indice de calidad de las puestas
y los niveles dietéticos de n — 3 HUFA, DHA y ARA. En el primer experimento de
este estudio también se encontraron correlaciones positivas entre el porcentaje de
eclosion y el contenido de n — 3 HUFA, EPA y ARA. De manera semejante, la
viabilidad de los huevos del cherne americano (Morone chrypsos), expresada en
términos de altos porcentajes de eclosion, estan asociados a un mayor contenido

de n-3 HUFA en las dietas y en los huevos (Lane y Kholer, 2006).

Aunque los altos niveles de n-3 HUFA no tuvieron un efecto negativo en el
presente estudio, Fernandez-Palacios et al. (1995, 2005) sefialan que niveles
altos de n-3 HUFA en la dieta de los reproductores de dorada acompanados de
un aumento de su concentracion en el huevo, ocasionan una disminucion en la
cantidad total de huevos producidos Similares resultados, en cuanto a la
produccion de semilla, son encontrados en el espada, Xiphophorus helleri, por
Ling et al. (2006). Li et al. (2005) encuentran en el crescent sweetlips
(Plectorhynchus cinctus) que dietas tanto con exceso o deficiencia de n-3
HUFA, tienen efectos negativos en la calidad de huevos y larvas. Furuita et al.
(2002) sefalan en el lenguado del Pacifico, Paralichthys olivaceus, una
disminuciéon de los porcentajes de huevos flotantes, eclosion y de larvas
normales al aumentar los n-3 HUFA dietéticos de 2,1 a 6,2%. Esta inhibicion en
la produccidn de huevos podria ser debida a la accion directa de los niveles
tisulares de n-3 HUFA en el eje endocrino cerebro-pituitario-gonadal. Por ejemplo,
se ha encontrado que los acidos grasos EPA y DHA reducen “in vitro” la accidn
esteroidogénica de la gonadotrofina en el ovario de los teledsteos (Mercure y Van
Der Kraak, 1995). Esto también ocurre en mamiferos en los que un alto nivel de
acidos grasos en la dieta retrasa la aparicion de la pubertad (Zhang et al., 1992).
Este efecto negativo de un exceso de n-3 HUFA podria estar relacionado con la
carencia de antioxidantes en la dieta (Fernandez-Palacios et al., 2005). De esta
forma una dieta con elevados niveles de n-3 HUFA deberia tener un mayor
contenido de antioxidantes. La vitamina E y los carotenoides atrapan
eficientemente los radicales libres, teniendo un papel protector frente a la accion
negativa de los radicales libres. Un incremento de a-tocoferol en la dieta previene
la aparicion de un saco vitelino hipertrofiado (Fernandez-Palacios et al., 2005). En
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el presente experimento, la inclusién de carotenoides, en las dietas de los
reproductores, puede prevenir los posibles efectos adversos generados por
elevados niveles de n-3 HUFA en dietas para reproductores.

El incremento del nivel de carotenoides en la dieta de 40 a 60 ppm mejoré
significativamente el porcentaje de fecundacion de los huevos de dorada,
existiendo una correlacion entre ambos parametros. Tveranger (1986)
alimentando reproductores de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con dietas
complementadas con un 10% de harina de krill encuentra una mejora en el
porcentaje de fecundacion en las puestas de estos reproductores comparadas
con las de otros reproductores alimentados con una dieta no complementada,
aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas. En el pargo
japonés (Pagrus major) la adicidon de astaxantina purificada en las dietas de
reproductores mejora notablemente los porcentajes de huevos flotantes y de
eclosion, asi como el porcentaje de larvas normales (Watanabe y Kiron, 1995).
También en especies de agua dulce, como la trucha arcoiris, la inclusion de
astaxantina en dietas para reproductores tiene efectos positivos en los
porcentajes de fecundacion, de supervivencia del huevo y de eclosion (Ahmadi et
al., 2006). La funcion antioxidante de los carotenoides puede ser clave en la
proteccion del esperma durante la espermiogenésis hasta la fertilizacion,
reduciendo el riesgo de la oxidacion de los lipidos (lzquierdo et al., 2005). La
oxidacion de los lipidos relacionada con un bajo nivel de vitamina E, en la dorada
(Sparus aurata), reduce los porcentajes de huevos fecundados (Fernandez-
Palacios et al., 2005) lo cual podria estar relacionado con la reduccion en el
numero y motilidad de los espermatozoides que ha sido descrita para otros
vertebrados (Donnelly et al., 1999; Danikowski et al., 2002) y en peces como el

ayu, Plecoglosuss altivelis (Hsiao y Mak, 1978).

En este mismo sentido, la deficiencia de vitamina C, en las dietas para
reproductores de pueden tener una influencia negativa en la motilidad del
esperma de la trucha arco iris (Ciereszco y Dabrowski, 1995). Por lo tanto, un
incremento de los niveles de carotenoides en la dieta puede proteger al esperma
de la oxidacion de los lipidos, mejorando la motilidad de los mismos y los
porcentajes de fecundacion.
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En el presente experimento, el incremento de los niveles de n-3 HUFA en
la dieta mejord la produccidén de huevos vivos, larvas eclosionadas y con el saco
vitelino reabsorbido. En dorada, Fernandez-Palacios et al. (1995) indican que la
calidad de la puesta, que constituye un factor limitante para la produccion masiva
de semilla de esta especie, se ve directamente afectada por los niveles de n-3
HUFA en las dietas de los reproductores. Asi, por ejemplo, la fecundidad
aumenta significativamente con un aumento en los n-3 HUFA dietéticos en la
dorada (Fernandez-Palacios et al., 1995, 2005) y en otros esparidos (Watanabe
etal., 1984 a, b, c, 1985 a, b).

En otras especies, como el bacalao (Gadus morhua), algunos autores (Lie
et al., 1993) no han podido demostrar un claro efecto de los acidos grasos
esenciales sobre la fecundidad utilizando dietas comerciales enriquecidas con
diferentes tipos de aceites (soja, capellan o sardina). Estos resultados, que
parecen contradictorios con los obtenidos en esparidos, podrian ser debidos a
unos menores requerimientos de AGEs en los reproductores de bacalao, que
parecen ser cubiertos por los lipidos residuales presentes en la harina 6 el aceite
de pescado que contenia la dieta comercial basal a la que se afadieron los
distintos tipos de aceites.

Tal como sucedi6 en nuestro experimento, otros acidos grasos distintos de
los n-3 HUFA parecen jugar un papel importante en la produccion de huevos en
los peces. Asi, la presencia de ARA en las dietas para reproductores de halibut
(Hippoglossus hippoglossus) incrementa la fecundidad (Bruce et al., 1993).
También en el lenguado del Pacifico (Paralichthys olivaceus) el incremento
dietético de ARA de 0,1 a 0,6% (peso seco) mejora la fecundidad, mientras que
elevaciones hasta el 1,2% inhiben esta mejora (Furuita et al., 2003). Sin embargo,
Mazorra et al. (2003) no encuentran diferencias en la fecundidad de reproductores
de halibut alimentados con una dieta conteniendo aceite de ojos de atun, muy rico
en ARA y DHA y otra dieta basada en harina de krill. Aunque la dieta con ojos de
atun tiene un contenido en DHA significativamente mayor que la dieta a base de
krill, no aparecen diferencias significativas en su concentracion en los huevos,
probablemente debido a una acumulacion selectiva del DHA independientemente

de sus niveles en las dietas.
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Algunos autores también han sefialado la importancia de la relacion
ARA/EPA en el desarrollo larvario (Sargent et al., 1999; Koven et al., 2001). Esta
relacion es ademas importante para muchas funciones fisioldégicas que
dependen del estado evolutivo de la especie y de sus requerimientos (Pickova et
al., 2007). Bell et al. (1997), Bruce et al. (1999) y Omnes et al. (2004) han
sugerido la importancia de las relaciones ARA/EPA y EPA/DHA contenidas en
dietas para reproductores para mejorar la calidad de las puestas. Estos tres
acidos grasos ARA, EPA y DHA son importantes para el control de la ovulacidon
(Mustafa y Srivastava, 1989) y estan probablemente implicados en la
embriogénesis, desarrollo del sistema inmune, eclosion y desarrollo larvario
inicial. EI ARA es un importante precursor de eicosanoides en las células de los
peces (Bell y Sargent, 2003) en competencia con el EPA que parece ejercer una
influencia moduladora sobre la produccion de eicosanoides derivados del ARA.
Puesto que estos eicosanoides juegan un papel fundamental en la regulacion del
desarrollo embrionario y larvario, del sistema inmune 6 en la osmoregulacion,
entre otras muchas funciones, pero presentan diferente actividad fisiolégica segun
sean derivados del EPA 6 el ARA, la relacion dietaria, y por lo tanto tisular,
ARA/EPA constituye un factor nutricional critico en dietas para larvas y
reproductores.

El contenido de carotenoides en la dieta estuvo significativamente
correlacionado con el contenido de carotenoides en los huevos de dorada. En la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), altos contenidos de carotenoides en los
huevos esta relacionado con una mejora en la tasa de fertilizacion (Dabrowski et
al. 1987). La importancia de los carotenoides en la reproduccién se puso
claramente de manifiesto con los estudios controlados de alimentacion de
reproductores con distintos contenidos en carotenoides (Harris, 1984; Choubert y
Blanc, 1998; Watanabe y Kiron, 1995).

En la dorada (Sparus aurata) el incremento de carotenoides en la dieta,
provenientes de una preparacion de oleorresina obtenida del pimenton, aumenté
la deposicion de carotenoides en los huevos mejorando el rendimiento
reproductivo y demostrando la importancia nutricional de este producto como

fuente de carotenoides para los reproductores de esta especie.
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El incremento del contenido de acidos grasos poliinsaturados en la dieta
implica un aumento de estos en los huevos. Fernandez-Palacios et al. (1995)
sefalan que la composicion en acidos grasos de los huevos de dorada esta
directamente afectada por el contenido en n-3 HUFA de la dieta de los
reproductores. Los acidos grasos de la serie n-3 HUFA contenidos en los huevos
de dorada se incrementan cuando se incrementan los n-3 HUFA de la dieta. Por
el contrario, Lie et al. (1993) sefialan que la composicion del huevo de bacalao
(Gadus morhua) no se vio marcadamente afectada cuando los reproductores de
esta especie fueron alimentados con dietas comerciales enriquecidas con
diferentes tipos de aceites (soja, capellan o sardina) durante un largo periodo de
tiempo. El contenido de DHA, EPA y ARA en los huevos aumenta con el
incremento dietético de n-3 HUFA en concordancia con estudios previos
(Izquierdo et al., 2001). Por lo tanto, su incremento en las dietas para
reproductores y como consecuencia en los huevos, puede ser responsable de la
mejora de la calidad de la puesta, existiendo correlaciones positivas del nivel de
DHA y EPA en los huevos con el porcentaje de eclosion.

Ademas, a niveles bajos de n-3 HUFA en la dieta, los huevos de los
reproductores alimentados con el nivel mas alto de carotenoides mostraron
concentraciones mas altas de EPA y ARA. Tanto el EPA como el ARA son
precursores de eicosanoides, entre ellos prostaglandinas (PG) de las series llI
(Stacey y Goetz 1982), una de las PG mayoritariamente sintetizadas por los
peces marinos (Ganga et al., 2005), y |l (Bell et al., 1994), respectivamente.
Puesto que estos acidos grasos regulan la produccion de eicosanoides, estan
indirectamente implicados en numerosos procesos reproductores (Moore, 1985),
incluyendo la produccion de hormonas esteroides, el desarrollo gonadal vy la
ovulacion. Asi, ambos acidos grasos, modulan la esteroidogénesis en la génada
del carpin macho (Wade et al., 1994). Por ello, una deficiencia o un desequilibrio
de los AGEs en la dieta de los reproductores puede ocasionar una cierta
inhibiciéon de la esteroidogénesis que retrase la espermiacién, y como
consecuencia reduzca las tasas de fecundacion. Es mas, también se conocen
las prostaglandinas como importantes feromonas en algunos teledsteos (Mustafa
y Srivastava, 1989; Sorensen y Goetz, 1993; Rosenblum et al., 1995),

estimulando el comportamiento sexual masculino y sincronizando las puestas de
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la hembra y el macho, afectando directamente asi al éxito de la fecundacion
(Sorensen et al., 1988).
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4.4 EXPERIMENTO IV. NIVELES COMBINADOS DE CAROTENOIDES Y
VITAMINA E EN DIETAS PARA REPRODUCTORES DE DORADA (Sparus
aurataL.) Y SU EFECTO EN LA CALIDAD DE LA PUESTA Y COMPOSICION DE
LOS HUEVOS.

4.4.1. INTRODUCCION

El desarrollo embrionario en peces es dependiente de los nutrientes
esenciales presentes en los huevos. Como ha sido bien demostrado el desarrollo
gonadal en los peces esta muy influenciado por la nutricion de los reproductores.
Desde 1980 ha aumentado la atencion sobre el papel que tienen los diversos
compuestos nutricionales en las dietas de reproductores (Luzzana et al., 1997).

Dentro de los nutrientes esenciales, los acidos grasos dietéticos son los
que mas influyen en la reproduccion (lzquierdo et al., 2001). Otro componente
esencial en la dieta de peces es la vitamina E, su papel en los procesos
reproductivos ha sido conocido desde hace décadas en los mamiferos, sin
embargo, no fue hasta fines de la década de los 80 cuando Watanabe (1990)
sefalo su importancia en los peces. La principal funcién de la vitamina E es servir
como antioxidante no enzimatico, siendo fisiologicamente su papel mas
importante en los vertebrados (Packer, 1991). En la actualidad se reconoce que
la vitamina E es uno de los nutrientes mas importantes para la reproduccion de
los peces (lzquierdo et al., 2001), y se ha demostrado que su inclusién dietética
favorece la calidad de las puestas en varias especies de peces marinos
(Watanabe y Takashima,1977; Takeuchi et al., 1981; Watanabe et al., 1985, 1991
a, b; Sutjaritvongsanon, 1987; Watanabe, 1990; Schimittou, 1993; Mushiake et al.,
1993; Dube, 1996; Shiranee y Natarajan, 1996; Izquierdo et al., 2001; Morehead
et al., 2001; Fernandez-Palacios et al., 2005).

Por otro lado, los carotenoides que también cumplen, entre otras, una
funcion antioxidante (incluyendo la proteccion de los lipidos a la oxidacion), se
han vistos relacionados en procesos reproductivos de organismos marinos tanto
en crustaceos (Lifian-Cabello et al., 2004) como en peces (Watanabe y Kiron,
1995; Verakunpiriya et al., 1997 a, b; Vassallo-Agius et al., 2001 a,b,c, 2002;
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Watanabe y Vassallo-Agius 2003) y también en peces de agua dulce (Ahmadi et
al., 2006).

Watanabe et al. (1991 a,b) sefialan que, la vitamina E y los carotenoides
juegan un papel determinante en la calidad de la puesta y su capacidad
antioxidante ha sido demostrada, pero sus niveles Optimos en las dietas de
muchas especies no han sido determinado. En concreto, en la dorada (Sparus
aurata) (Fernandez-Palacios et al., 2005) encontraron que la alimentacion de
reproductores con dietas deficientes en vitamina E disminuyo los porcentajes de
huevos fecundados. También observaron una reduccion del porcentaje de
huevos viables con morfologia normal. Mientras que la elevacién de los niveles
de n-3 HUFA (acidos grasos altamente insaturados con = 20 atomos de carbono)
de 1,6 a 2,2 % (peso seco) en dietas con 125 mg/kg de vitamina E, no solo no
mejora la calidad de los desoves sino que ademas ocasiona un alto porcentaje de
larvas deformes con hipertrofia del saco vitelino (Fernandez-Palacios et al., 1995).
Estudios posteriores encontraron que la elevacion conjunta de los niveles de n-3
HUFA de 1,7 a 2,5 y de vitamina E de 125 a 190 mg/kg, mejora significativamente
la calidad de las puestas y previene la formacion de larvas deformes (Fernandez-
Palacios et al., 1998, 2005).

Estudios recientes, utilizando oleorresina de pimentdén como carotenoides
en las dietas para reproductores, de dorada, durante la puesta, muestran que el
incremento conjunto de n-3 HUFA de 2,5 a 4 % y la elevacion del contenido de
carotenoides dietéticos de 30 a 60 mg/kg, mejora significativamente la calidad de
la puesta en términos de fecundidad, porcentajes de huevos viables, de eclosion y
supervivencia larvaria Scabini et al. (en revision). Sin embargo, en esta especie
no hay estudios sobre componentes esenciales dietéticos combinados de
vitamina E y carotenoides y su efecto en la puesta. Como es sabido, los peces
no pueden sintetizar las vitaminas ni los carotenoides por lo que deben de obtener
a través de las dietas. El objetivo del presente estudio es determinar el efecto en
dos niveles de vitamina E combinado con carotenoides, utilizando oleorresina de
pimentdén comercial, como fuente de los mismos, sobre la calidad de la puesta de

la dorada.
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4.4.2. MATERIAL Y METODOS

Reproductores

Treinta y seis reproductores de dorada (Sparus aurata), de 2-4 afios de
edad procedentes de las instalaciones de cultivos marinos del Instituto Canario
de Ciencias Marinas (ICCM), fueron distribuidos al azar en doce tanques
circulares de fibra de vidrio de 1000 | en una proporcién de 23:19 Fernandez-
Palacios et al. (1990). Con circuito abierto de 160 I/h lo que implicaba una
renovacion diaria de 4 veces el volumen del tanque y provistos de aireacion
complementaria. La temperatura del agua de los tanques de reproductores
durante la experiencia se registro en forma diaria y fue de 21,6 + 1,32 °C, mientras
que la salinidad y saturacion de oxigeno del agua se registraron semanalmente,
siendo los valores de salinidad de 36,8+0,001 ppm, y de 7,38 £+ 2,27 ppm el
oxigeno. El foto periodo fue natural. Las puestas fueron espontaneas y los
huevos fueron colectados diariamente. La calidad de los desoves fue
determinada segun la metodologia descrita por Fernandez-Palacios et al. (1995).
Las caracteristicas biométricas de los reproductores se muestran en la Tabla
XXVIL.

Tabla XXVII.- Caracteristicas biométricas de los reproductores

Grupo experimental 0/100 60/100 0 /250 60 / 250
Machos
Peso corporal (kg) 0,914+0,217 0,753+0,170 0,710+0,106 0,972+0,171
Longitud estandar (cm) 33,0£2,9 31,3+1,7 31,241,2 34,2+1,9
Factor Condicion * 25,1+1,3 24,4121 23,3¢1,0 24,2+1,4
Hembras
Peso corporal (kg) 1,133 +0,565 1,272+0,191 1,22+0,272  1,711+0,491
Longitud estandar (cm) 35,2+6,01 37,2+3,3 36,3+2,8 39,8+2,8
Factor Condicion 24,8+1,3 24,9430 25,3+1,1 26,6+2,4
Biomasa (kg/m°) 2,96+0,90 2,77+0,45  2,64+0,48  3,65+0,49

"(Media * (DE); Factor de Condicion =[Peso corporal(g)x1000]/[longitud Estandar (cm)P).

Dietas

La composicion y analisis proximal de las dietas experimentales se

muestran en la Tabla XXVIIl. Se formularon cuatro dietas isolipidicas e
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isoproteicas con harina de calamar y aceite de pescado como fuentes protéicas y
de lipidos, conteniendo dos niveles de vitamina E (100 y 250 mg/kg) con vy sin
inclusion de carotenoides (CRT's) (0 y 60 mg/kg) utilizando como fuente
oleorresina de pimenton, dietas : 0 / 100, 60 /100, 0/250y 60 /250. En la
Tabla XXIX se muestran los acidos grasos de las dietas asi como algunas

relaciones entre ellos.

Tabla XXVIII.- Composicion y analisis proximal de las dietas experimentales

Grupo experimental

Ingredientes (g/100 g dieta) 0/100 60/100 0/250 60/250
Harina de calamar® 59 59 59 59
Aceite de pescado 6 6 6 6
Mezcla Vitaminas ° 2 2 2 2
Mezcla Minerales ° 2 2 2 2
Almidon gelatinizado 25,26 25,26 25,26 25,26
Pimenton * 0 0,14 0 0,14
Ac. Oleico 0,74 0,74 0,74 0,74
a — Celulosa 5 5 5 5
Composicion Analitica

Proteinas (%) 49,44 48,60 48,61 48,21
Lipidos (%) 12,54 10,98 11,10 11,54
Cenizas (%) 4,43 4,25 4,28 4,24
Humedad (%) 9,22 9,39 9,71 8,35
Carbohidratos' 33,59 36,17 36,01 36,01
n-3 HUFA (% peso seco) 3,51 3,45 3,25 3,56
Total carotenoides (ug/g muestra) 11,01 52,19 10,76 54,09
Vitamina E (mg/kg) 89 87 134 135
Total carotenoides / Vitamina E 0,12 0,60 0,08 0,40

* Rieber y Son Ltd., Bergen, Noruega

® Fernandez-Palacios et al. (1998).

Merigel 100 Amylum Group

Oleorresina, José Martinez y Cia. S.A. (Murcia, Espafa)

' Calculado por diferencia Carbohidratos = 100 — (%Proteina + % Lipidos + % Ceniza) %

Cc

d
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Tabla XXIX.- Composicion en acidos grasos de las dietas experimentales (% Total
de acidos grasos)

Grupo experimental

Acidos Grasos (% Area) 0/100 60/100 0/250 60/ 250
14:0 5,70 5,31 5,61 5,42
15:0 0,62 0,50 0,54 0,51
16:0 iso 0,07 0,06 0,07 0,07
Me16:0 0,40 0,41 0,41 0,39
16:0 24,72 22,34 24,59 22,22
17:0 0,63 0,54 0,58 0,58
18:0 3,71 3,39 3,70 3,45
20:0 0,16 0,14 0,16 0,15
Saturados 36,01 32,70 35,67 32,78
14:1(n-7) 0,00 0,00 0,03 0,00
14:1(n-5) 0,15 0,14 0,14 0,14
16:1(n-9) 6,28 6,04 6,04 6,05
16:1(n-7) 0,18 0,17 0,17 0,17
16:1(n-5) 0,28 0,26 0,29 0,28
18:1(n-9) 11,62 11,24 10,95 11,36
18:1(n-7) 2,34 2,21 2,25 2,24
18:1(n-5) 0,21 0,18 0,19 0,19
20:1(n-9) 0,00 0,00 2,55 2,61
20:1(n-7) 2,67 2,55 0,14 0,15
22:1(n-11) 0,53 0,52 0,51 0,59
Monoenoicos 24,25 23,31 23,28 23,77
16:2(n-6) 0,28 0,24 0,27 0,27
18:2(n-6) 4,14 4,68 4,14 4,68
18:3(n-6) 0,21 0,21 0,21 0,21
20:2(n-6) 0,22 0,21 0,21 0,21
20:4(n-6) 0,94 0,99 0,95 0,98
22:4(n-6) 0,57 0,61 0,58 0,60
(n - 6) PUFA 6,35 6,95 6,36 6,95
16:3(n-3) 0,00 0,00 0,04 0,04
16:4(n-3) 0,06 0,06 0,06 0,06
18:3(n-3) 0,79 0,88 0,78 0,87
18:4(n-3) 1,10 1,19 1,12 1,17
20:3(n-3) 0,12 0,12 0,12 0,12
20:4(n-3) 0,30 0,31 0,29 0,30
20:5(n-3) 10,47 11,56 10,83 11,39
22:5(n-3) 1,11 1,25 1,23 1,24
22:6(n-3) 15,99 18,18 16,81 17,82
(n - 3) PUFA 29,94 33,55 31,28 33,01
PUFA 36,29 40,49 37,64 39,96
(n - 3) HUFA 27,99 31,43 29,29 30,88
(n-9) 17,98 17,35 19,61 20,10
AA | EPA 0,09 0,09 0,09 0,09
EPA / DHA 0,65 0,64 0,64 0,64
EPA / ARA 11,15 11,64 11,43 11,66
oleico / DHA 0,73 0,62 0,65 0,64
oleico/ £ n-3HUFA 0,42 0,36 0,37 0,37
n-3/ n-6 4,71 4,83 4,92 4,75
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Analisis bioquimicos

Las muestras por triplicado de dietas y huevos fueron analizadas de acuerdo
con el siguiente procedimiento: humedad, proteina y cenizas fueron llevadas a
cabo bajo los protocolos de AOAC (1995). Los lipidos totales fueron extraidos por
el método Folch et al. (1957). Los acidos grasos de las dietas y huevos fueron
obtenidos por transmetilacion descrita por Christie (1982). Los FAME fueron
separados, identificados y cuantificados por cromatografia gas-liquida bajo
condiciones descrita por Izquierdo et al. (1990).

La extraccion de carotenoides y vitamina E de las dietas y huevos fueron
realizadas siguiendo el método de Barua et al. (1993) y leidas en el
espectrofotometro en el caso de carotenoides para su cuantificacion. Mientras que
para la cuantificacion de la Vitamina E en el cromatografo (HPLC) fueron

resuspendidas previamente con acetonitrilo: metanol para su lectura.

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se han expresado como media + desviacién
estandar de la media. Los datos procedentes de diferentes tratamientos de un
mismo experimento se compararon estadisticamente utilizando el analisis de
varianza ANOVA (Sokal y Rolf, 1979). Detectadas las diferencias significativas a
través del ANOVA, las diferencias entre medias fueron comparadas mediante el

test de Duncan, como criterio general se tomo un 5 % de nivel de significacion.

Cuando las varianzas eran heterogéneas y/o los datos no presentaban una
distribucidon normal se intentaba hacerlas homocedasticas transformando las
variables en sus logaritmos o bien con la funcion arco seno. Sila heterogeneidad
persistia en los datos, se empleaba el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
(Sokal y Rolf, 1979). Para la comparacion de dos datos se utilizo es test de la “t”
de Student. Los datos se analizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS
(Version 3.1 Plus para Windows; Graphic Software Systems, Inc.USA).
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4.4.3. RESULTADOS
Parametros biolbégicos de las puestas

Las dietas experimentales fueron aceptadas satisfactoriamente y no se
observo ninguna mortalidad durante el periodo experimental. En todos los tanques
se obtuvieron puestas. Se compararon los datos de parametros de calidad entre
los replicados de una misma dieta y se encontr6 que no habia diferencias
significativas entre ellos. Durante las cuatro primeras semanas del experimento se
les suministro una dieta comercial (Proaqua, Palencia, Espafia) comun para todos
los tanques. Finalizado dicho periodo se continuaron alimentando pero con las
dietas experimentales al 1,5 % de la biomasa de cada tanque repartidos en tres
tomas diarias (9:00, 11:00 y 15:00 h) todos los dias de la semana. Se observo
(Tabla XXX) que las puestas de los reproductores alimentados con la dieta 60/100
son las que tienen el porcentaje mas alto de huevos vivos, el mas bajo es el
obtenido en las puestas de los reproductores alimentados con la dieta 60/250,
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
experimentales. Los reproductores alimentados con esta ultima dieta, tuvieron los
porcentajes mas bajos de eclosion, y de larvas con el saco vitelino reabsorbido y el
mas alto de huevos no fecundados, diferenciandose significativamente, en el
porcentaje de huevos no fecundados y de eclosidon con las puestas de los
reproductores alimentados con la dieta 0/100 que tuvieron los mejores resultados
en cuanto a huevos no fecundados, eclosion y larvas con el saco vitelino
reabsorbido. No se observaron huevos anormales, ni con mas de una gota lipidica,

asi como tampoco larvas anormales durante el experimento.

Tabla XXX.- indices de las puestas de los reproductores

Grupo experimental

Indices de las puestas (%) 0/100 60/100 0/250 60 / 250
n=236 n=38 n=233 n=23
Huevos vivos 87,35+8,75% 90,61+6,43% 8894+614% 837+8724°
Huevos muertos 11,73+8,48%® 6,19+451° 764+506® 1057+7,81°
Huevos no fecundados 1,5+3,13° 319+426%° 340+398° 571+6,13°
Eclosion 88,88+ 10,222 86,72+ 11,25 88,77 +7,58% 79,73+ 16,27 "

Larvas saco vitelino reabsorbido 82,13 + 10,16 78,11 £ 12,62 80,28 £8,08 75,79+ 15,79

*Valores con superindices distintos en una misma fila indican diferencias significativas.
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En cuanto a las medidas de huevos y larvas (Tabla XXXI), los huevos
procedentes de las puestas de los reproductores alimentados con las dietas con
mayor nivel de vitamina E, son significativamente mas pequefios que los de los
reproductores alimentados con el nivel mas bajo de vitamina E. En lo que respecta
al diametro de la gota de grasa aparecen diferencias significativas entre los huevos
de los reproductores alimentados con las cuatro dietas experimentales, siendo el
mayor el de la dieta 60/250. La longitud de las larvas de 1 dia procedentes de los
reproductores alimentados con la dieta 0/250 fue significativamente mayor que las
de los reproductores alimentados con las dietas 0/100 y 60/250. Las larvas de los
reproductores alimentados con la dieta 60/100 se diferenciaron significativamente

de las de los reproductores de la dieta 0/100.

Tabla XXXI.- Medidas de huevos y larvas

Grupo experimental

Medidas (mm) 0/100 60/100 0/250 60/ 250
Diametro huevo 959,39 + 31,37 * 957,7 + 32,80 ° 942,58 + 34,66 ° 938,64 + 27,99 °
Diametro gota lipidica 231,85+ 13,47 ° 239,68 + 14,20 ° 231,65 + 13,28 ° 248,38 + 18,69 °

Longitud larvas de 1 diadevida 2,52 0,34 ° 2,86 + 0,41 2,92+0,34° 2,75+0,33°

*Valores con superindices distintos en una misma fila indican diferencias significativas.

Las producciones relativas (por kg de hembra y puesta): huevos totales,
huevos vivos, numero de larvas eclosionadas y numero de larvas con el saco
vitelino reabsorbido se indican en la Fig. 31. Se observa que la produccion de los
reproductores alimentados con la dieta 60/250 es la mas elevada mostrando
diferencias significativas con las demas producciones en todos los parametros v,
ello a pesar de que el porcentaje de huevos vivos, de los reproductores alimentados
con esta dieta, fue el mas bajo, y el porcentaje de huevos no fecundados el mas
alto de todos los grupos experimentales. Mientras que las producciones de los
reproductores alimentados con la dieta 0/100 fueron las mas bajas.
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Fig. 31.- Producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los
reproductores de dorada alimentados con las diferentes dietas.

Por otro lado, para ver si existe un efecto combinado de los niveles
dietéticos de carotenoides y vitamina E, sobre los indices de puestas se realizd
un analisis de ANOVA multifactorial, existiendo un efecto combinado
estadisticamente significativo de los carotenoides y vitamina E sobre el porcentaje
de huevos no fecundados. También se observd un efecto significativo de los
carotenoides con los porcentajes de eclosién y de larvas con el saco vitelino

reabsorbido. Asi como de la vitamina E el porcentaje de huevos vivos.

Composicion bioquimica de los huevos

En la Tabla XXXIl se muestra la composicién, en sus principales
componentes, de los huevos de dorada producidos por los reproductores

alimentados con las diferentes dietas experimentales.
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Tabla XXXIIl.- Composicion de los huevos de los reproductores alimentados con

las diferentes dietas

Grupo experimental

Composicion analitica 0/100 60/100 0/250 60 /250
Lipidos % p.s. 22,79+3,37 22,35+4,34 24,56+4,52 26,1+3,32
Proteinas % p.s. 59,59 + 8,13 62,47 £ 9,50 62,36 £ 9,14 65,0 + 14,76
Cenizas % 0,39 + 0,09 0,42 +0,10 0,45+0,10 0,44 £ 0,12
Humedad % 93,51+ 0,43 93,6 £ 0,76 93,35+ 0,35 93,23+ 0,43
Carotenoides ug/g 6,31 +4,12 14,80 + 6,30 7,09 £ 4,09 14,22 £ 5,13
Vitamina E mg/kg 3,76 +2,05° 3,57 +0,59° 5,60 + 1,69 ° 5,56 +0,72°

*Filas de una misma columna con o sin superindices iguales no presentan diferencias
significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas (P<0,05)

Al analizar los resultados obtenidos se observa que el contenido en lipidos
totales es ligeramente mas elevado en los huevos procedentes de los
reproductores alimentados con las dieta con los niveles mas altos de vitamina E.
Situacion similar ocurre con el contenido de proteinas y cenizas, no habiendo

diferencias significativas entre ellos.

Respecto al contenido de carotenoides no se observaron diferencias
significativas entre los huevos procedentes de los reproductores alimentados con
las distintas dietas, si se observa contenidos mas altos en aquellos procedentes
de reproductores alimentados con las dietas complementadas con carotenoides
(dieta 60/100 y 60/250), independiente de los niveles de vitamina E contenidos en
estas. Se encontraron correlaciones positivas entre el nivel dietético de

carotenoides y su contenido en los huevos (Fig. 32).

Mientras que el contenido de Vitamina E, es significativamente mas alto en
los huevos provenientes de los reproductores alimentados con las dietas con los
niveles mas elevados de vitamina E (dieta 0/250 y 60/250), que en los huevos de
los reproductores alimentados con las dietas con los niveles mas bajos de
vitamina E (dieta 0/100 y 60/100). Existen correlaciones positivas entre el
contenido de vitamina E de las dietas y su nivel en los huevos (Fig. 33).
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Los acidos grasos presentes en mayor proporcion en los lipidos de los
huevos de las puestas de los reproductores de dorada (Sparus aurata) fueron:
acido Palmitico (16:0), acido Decosahexaenoico DHA (22:6n-3) y acido Oleico
(18:1n-9) (Tabla XXXIII), independientemente de los acidos grasos contenidos en
las dietas. Seguidos en importancia por el acido Eicosapentaenoico EPA (22:5n-

3), acido Hexadocenoico (16:1n-5) y por el acido Linoléico (18:2n-6).

Al analizar los resultados obtenidos se observa ademas que el contenido
de acido Palmitoléico (16:1n-7) en los huevos de los reproductores alimentados
con la 0/250 es significativamente mayor que en los huevos de los reproductores
alimentados con la dieta 0/100. Mientras que el contenido de acido Estearico
(18:0) en los huevos de los reproductores alimentados con la dieta 0/100 es
significativamente mas alto que en los huevos de las dietas 60/100 y 0/250.
Situacion contraria sucede el acido Linoléico (18:2n-6) en las mismas dietas.
También se observa diferencias significativas con el contenido mas alto de acido
Araquiddnico (20:4n-6) en los huevos de los reproductores alimentados con las
dietas 0/100 y 60/250 que de los huevos procedentes de las dietas 60/100 vy
0/250. Situacion similar ocurre con el contenido de EPA en los huevos de las
dietas 0/100 y 60/250 que difieren significativamente de la dieta 60/100. En lo que
respecta al contenido de n-3 en los huevos, se observa una diferencia significativa
en los reproductores alimentados con la dieta 60/100 de las dietas 0/100 y 60/100

que tienen valores mas bajos.

Finalmente, los huevos procedentes de las puestas de los reproductores
alimentados con la dieta 60/250 se caracterizaron por tener los contenidos de
DHA y n-3 HUFA mas altos. También la relacion de los acidos grasos de la serie
n-3 /n-6 fueron significativamente los mas altos que las demas dietas. Sin
embargo, la relacion AA/DHA contenidas en los huevos fue significativamente
mas baja que las demas dietas.
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Tabla XXXIII.- Composicion de los huevos (% total de acidos grasos)

Grupo experimental

A. GRASOS 0/100 60/100 0/250 60/250
14:0 3,80 + 0,93 4,19+ 0,51 3,93+ 0,81 3,77+ 0,26
16:0 24,04 + 3,44 22,31+0,73 23,02 +1,28 22,59 + 0,96

16:1n-9 0,33+0,13 0,47 + 0,13 0,52 + 0,04 0,36+ 0,09
16:1n-7 1,61+0,46° 1,89+ 0,26 ® 2,04+ 0,30° 1,90+ 0,19 %
16:1n-5 6,29 + 0,88 6,56 + 0,31 6,29 + 0,39 6,40+ 0,29
16:2n-4 0,82 +0,11 0,81 + 0,06 0,79 + 0,04 0,88 + 0,07
16:3n-4 0,54 + 0,07 0,6 + 0,04 0,59 + 0,02 0,52+ 0,05
16:3n-1 0,07 + 0,02 0,06 + 0,02 0,03 + 0,07 0,02+0,0
18:0 5,30+ 0,54° 4,26 +0,53° 4,54+ 0,65° 448+ 0,46%°
18:1n-9 15,00 + 1,91 14,98 + 1,19 14,68 + 1,57 14,35+ 1,06
18:1n-7 2,58 + 0,23 2,55+ 0,11 2,51+ 0,13 2,49+ 0,16
18:1n-5 0,17 + 0,01 0,17 + 0,01 0,17 + 0,01 0,17 + 0,01
18:2n-6 4,58+0,71° 5,53+0,42° 5,40+ 0,65° 5,08+ 0,33
18:2n-4 0,18 + 0,03 0,19 + 0,03 0,19 + 0,03 0,19 + 0,02
18:3n-6 0,19 + 0,02 0,2 £ 0,02 0,18 + 0,03 0,22 + 0,02
18:3n-4 0,27 + 0,03 0,28 + 0,01 0,26 + 0,02 0,3+0,01
18:3n-1 0,51+ 0,06 0,62 + 0,07 0,65 + 0,05 0,75 + 0,08
18:3n-3 0,58 + 0,09 0,72 + 0,05 0,73+ 0,03 0,57 + 0,08
18:4n-3 0,11 + 0,02 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01 0,13 + 0,02
20:1n-9 0,49 + 0,02 0,57 + 0,05 0,62 + 0,04 0,68 + 0,03
20:1n-7 0,08 + 0,06 0,09 + 0,01 0,09 + 0,0 0,09+ 0,0
20:2n-9 0,15 + 0,02 0,14 + 0,01 0,13 +0,01 0,13+ 0,01
20:2n-6 0,10 + 0,01 0,11+ 0,01 0,11+ 0,01 0,12 + 0,01
20:4n-6 0,98+0,13° 0,90 + 0,06 ° 0,91+ 0,03° 0,97 + 0,003°
20:4n-3 0,15 + 0,02 0,15 + 0,01 0,15 + 0,02 0,16 + 0,02
20:5n-3 8,26+1,32° 761+1,1° 7,89 +0,86 % 8,52+ 0,89°
22:1n-11 0,07 + 0,004 0,07 + 0,02 0,06 + 0,003 0,03 + 0,001
22:4n-6 0,72 + 0,07 0,72 + 0,07 0,73 + 0,05 0,75 + 0,06
22:5n-3 1,95 + 0,26 2,00+ 0,14 1,89+ 0,20 1,66 £ 0,68
22:6n-3 19,54 + 2,62 20,23 + 1,64 20,56 + 1,94 22,38+ 1,41
Saturados 33,22+ 1,90 32,01 £1,23 32,85+ 2,3 32,35+ 1,41
Mono 26,88 + 1,84 26,91 +1,61 26,7+ 1,74 25,09 + 1,35
n3 31,92 £2,92 31,43 3,08 31,02+ 2,74 34,84 + 0,85
né 6,01 +1,23° 7,37+0,46° 7,07+0,67% 6,03 +1,02°
n9 16,06 + 1,71 16,04 + 1,16 15,71+ 1,24 14,86 + 0,85
DHA/EPA 2,44+ 0,32 2,64+ 0,25 2,57+ 0,28 2,63+0,11
EPA/DHA 0,41+ 0,05 0,38 + 0,03 0,39+ 0,04 0,38+ 0,01
n3/né 4,82 +1,21 ab 429+0,67b 4,42 + 0,64 ab 5,89+ 0,98 a
AA/DHA 0,04 + 0,007 ® 0,04 + 0,002 ° 0,04 + 0,003 ® 0,04 + 0,005 "
sum n-3 HUFA 31,42 + 3,19 30,7 + 3,46 30,33 + 2,80 34,56 + 1,04

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias
significativas. Superindices distintos indican diferencias significativas.
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En cuanto a la composicion bioquimica de los huevos y su relacidén con los
indices de las puestas solo se ha encontrado correlaciones entre el porcentaje de
huevos vivos y la relacion AA/EPA (Fig. 34).
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Fig. 34.- Correspondencia entre el porcentaje de huevos vivos con el nivel de la
proporcion AA / EPA en los huevos.
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4.4.4.- DISCUSION

En el presente experimento, los mejores resultados en cuanto a porcentaje
de huevos no fecundados, eclosion y de larvas con el saco vitelino reabsorbido
son obtenidos con la dieta 0/100 que contenia 89 mg de vitamina E por
kilogramo de dieta y 11,01 ug de carotenoides por gramo de dieta. El contenido
en n — 3 HUFA de las dietas experimentales fue de aproximadamente del 3,5%
(peso seco). Fernandez-Palacios et al. (1995), sefalan un descenso del 10% del
porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido, en las puestas de
reproductores de dorada (Sparus aurata), alimentados con dietas conteniendo
entre un 2% y un 3% (peso seco) de n -3 HUFA, pero sin complementar con
antioxidantes. En esta mismo sentido Fernandez-Palacios et al. (2005) senalan
que, la elevacion de los niveles dietarios de n-3 HUFA de 1,7 a 2,5 junto con la
elevacion del contenido dietario en vitamina E de 125 a 190 mg/kg produjo una
mejora de la calidad de la puesta en términos de aumento del porcentaje de
huevos vivos y larvas con el saco vitelino reabsorbido y disminucion del
porcentaje de huevos no fecundados, anormales morfolégicamente y larvas
anormales. En el presente experimento un nivel dietético de 3,51% (peso seco)
de n — 3 HUFA junto a los niveles de Vitamina E y carotenoides contenidos en la
dieta 0/100 parecen bastar para asegurar una buena calidad de puesta. En este
experimento, la elevacion de vitamina E de 100 a 250 mg/kg junto con la
complementacion con carotenoides provenientes de la oleorresina de pimentén
podria prevenir el posible efecto negativo ocasionado por el alto contenido dietario
de n-3 HUFA. Como sefalaron Fernandez-Palacios et al. (1995), un exceso de n-
3 HUFA, por encima del 2,2%, en dietas de reproductores de dorada reducen la

calidad de la puesta y produce hipertrofia del saco vitelino en las larvas.

Fernandez—Palacios (2005) pudo comprobar posteriormente, que cuando
se elevaron conjuntamente los niveles de vitamina E hasta 200-250 mg/kg, y los
niveles de n-3 HUFA hasta un 2,5-2,8%, se obtiene mayor calidad en la puesta.
No se observd hipertrofia del saco vitelino en las larvas. Por lo que sugiere, que
niveles dietéticos adecuados de vitamina E permite mayores contenidos de n-3
HUFA en la dieta, y consiguientemente una mejor calidad de la puesta, poniendo

de manifiesto una efectiva utilizacién de los acidos grasos esenciales. Estudios
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realizados por Cowey et al. (1983), sugieren que un aumento de los niveles de n-
3 HUFA en las membranas pueden hacerlas mas susceptibles a la oxidacion y

puede aumentar el requisito de antioxidantes.

Altos niveles dietéticos de DHA junto con bajos niveles dietéticos de
vitamina E causan anormalidades en larvas de bacalao (Takeuchi et al., 1994).
Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de niveles adecuados de
antioxidantes en las dietas para la efectiva utilizacion de los acidos grasos
esenciales. El principal papel de la vitamina E y de los carotenoides es la
proteccion de las membranas bioldgicas frente a los radicales libres producidos
por la auto oxidacién de los lipidos dietarios. Por esta razon altas ingestas de
lipidos conteniendo acidos grasos poliinsaturados aumentan las necesidades de
antioxidantes en el animal. Una relacion directa entre los requerimientos de
vitamina E y el contenido en acidos grasos poliinsaturados de la dieta ha sido
sefialada también para humanos por Horwitt (1961) y Horwitt et al. (1962),
indicando que un nivel dietético elevado de linoleato aumenta los requerimientos
en vitamina E. Sin embargo hay pocos datos de estas relaciones en peces. Por
ejemplo, Watanabe et al. (1981) sefalan en carpa comun (Cyprinus carpio) que
la elevacion de los lipidos dietéticos al nivel del 15% resulta en un incremento de
los requerimientos de tocoferol y en una reduccion en el almacenamiento de
vitamina E en los tejidos. La cantidad de tocoferol requerida por la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) es mayor cuando se alimenta con dietas conteniendo
aceite de pescado que contiene mas acidos grasos poliinsaturados vy
monoenoicos que en truchas alimentadas con dietas conteniendo grasa de cerdo
que contiene mas acidos grasos saturados. El pez gato del canal ([/ctalurus
punctatus) alimentado con aceite oxidado sin suplementacion de tocoferol o
etoxiquin muestra numerosos sintomas de deficiencias (Murai y Andrews, 1974).
Estas deficiencias pueden ser levemente mejoradas con la adicion de etoxiquin y
manifiestamente mejoradas con la adicion de tocoferol. EI aumento de lipidos
instaurados (especialmente los contenidos en el aceite de pescado) en las dietas
del pacu (Colossoma macropomun) y de la cachama blanca (Piractus
brachypomus), necesita ir acompanado de un aumento en la vitamina E
(Lochman, 2001). De igual manera, hay estudios que demuestran que dietas para

reproductores conteniendo altos niveles de vitamina E tienen positivos efectos
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cuando son suministradas justo antes del comienzo de la puesta (Kanazawa,
1988).

En cuanto a las medidas de huevos y larvas, los huevos procedentes de las
puestas de los reproductores de dorada (Sparus aurata), alimentados con las
dietas con mayor nivel de vitamina E, son significativamente mas pequenos, que
los de los reproductores alimentados con el nivel dietético mas bajo de vitamina E.
Fernandez-Palacios et al. (2005) encuentran que los huevos de reproductores de
esta misma especie, alimentados con una dieta que contenia 2010 mg/kg eran
mas pequefios que los de reproductores alimentados con una dieta que contenia
22,3 mg/kg de vitamina E, aunque en este caso no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. En lo que respecta al diametro de la gota de
grasa, aparecen diferencias significativas entre los huevos de los reproductores
alimentados con las cuatro dietas experimentales, siendo el mayor el de la dieta
60/250. En este mismo sentido Fernandez-Palacios et al. (2005) encuentran
diferencias significativas en el diametro de la gota de grasa, siendo mayores los

de los reproductores alimentados con los niveles mas altos de vitamina E.

Las producciones relativas (por kg de hembra y por puesta) de los
reproductores alimentados con las dietas con mas alto contenido de carotenoides
y vitamina E (60/250), fueron significativamente mayores que las del resto de los
grupos experimentales. Koprucu y Seker (2003) encontraron que la adicidon de
vitamina E en dietas para reproductores de guppy (Poecilia reticulata) y espada
(Xiphophorus helleri) aumenta la fecundidad de las dos especies.

Por otro lado, los carotenoides son también potentes antioxidantes,
protegiendo a la membrana celular de la degeneracion peroxidativa causada por
los radicales libres (Miki et al., 1994). Ademas, de otras funciones como ser
precursores de vitamina A o la de regular la quimiotaxis en los espermatozoides
lzquierdo et al. (2005), siendo por todo ello muy importantes en la reproduccién de
los peces tanto en el desarrollo embrionario como larvario. Los requerimientos
de antioxidantes se ha visto que se incrementan durante la época de
reproduccion (lzquierdo y Fernandez-Palacios 1997; Fernandez-Palacios et al.
1998. Asi, en el Experimento Il de este estudio se vio que inclusiones de 60 ppm
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de carotenoides en la dieta junto con un alto contenido en n — 3 HUFA (2,86%
peso seco), incrementaron de manera significativa las producciones relativas de

los reproductores alimentados con esa dieta.

En el presente experimento se ha visto que existe un efecto combinado
positivo, de los niveles dietéticos de carotenoides y vitamina E, en dietas con un
alto contenido de n-3 HUFA, sobre los indices de puestas. Existiendo un efecto
conjunto estadisticamente significativo de los carotenoides y vitamina E sobre el
porcentaje de huevos no fecundados. También se observo un efecto significativo
de los carotenoides en los porcentajes de eclosion y de larvas con el saco vitelino
reabsorbido, y de la vitamina E en el porcentaje de huevos vivos cuando se

analiza conjuntamente el efecto de ambos antioxidantes.

La complementacion de las dietas con carotenoides y vitamina E
incremento la concentracion de estos dos antioxidantes en los huevos de los
reproductores de dorada (Sparus aurata), encontrandose correlaciones positivas
altamente significativas entre los niveles dietéticos y el de los huevos. En los
Experimentos Il y Il del presente estudio, también se encontraron correlaciones
positivas entre los contenidos en carotenoides de las dietas y su nivel en los
huevos. Por otra parte Fernandez-Palacios et al. (2005), indican una correlacion
positiva entre el nivel dietético de vitamina E y su contenido en los huevos en un

experimento con reproductores de esta misma especie.

En el presente estudio se muestra que los niveles de lipidos contenidos en
los huevos fueron independientes de los de las dietas. Similares resultados
fueron observados también en lubina, Dicentrarchus labrax (Navas et al., 1997) y
en pargo japonés, Pagrus major (Watanabe et al., 1985). Estudios anteriores
realizados en dorada mostraron que los incrementos de acidos grasos de la serie
n-3 y n-3 HUFA en los huevos fueron debidos en su mayor parte a los
incrementos de Linolénico, Estearidénico y EPA (Fernandez-Palacios et al.,
1995). Li et al. (2005), en un estudio realizado con reproductores del crescent
sweetlips (Plectorhynchus cinctus), sefalan incrementos similares que fueron
debidos principalmente al incremento DHA en los huevos. Sugiriendo una
retencion selectiva de este acido graso durante la embriogénesis, y sefalando la

- 170 -



RESULTADOS Y DISCUSION — EXPERIMENTO IV

importancia de este acido graso para el desarrollo embrionario y larvario.
Watanabe (1993) y Sargent (1995) senalan la importancia de los n-3 HUFA y en
particular el DHA en los estadios embrionarios y larvarios en peces marinos. En
el presente estudio, los incrementos de n — 3 HUFA en los huevos se deben
principalmente al incremento de DHA 'y EPA en los mismos.

Se encontraron relaciones positivas entre la relacion AA/EPA de los
huevos y el porcentaje de huevos vivos. El AA es precursor de eicosanoides de la
serie Il de prostaglandinas que estan involucradas tanto en la embriogénesis
como en la eclosion (Bell et al., 1997). Mientras que Bruce et al. (1999) y Furuita
et al. (2002) sefalan que las proporciones de DHA/EPA y AA/EPA son
importantes indices para evaluar la calidad del huevo.

Los resultados de este estudio sugieren que los niveles de n-3 HUFA en
dietas para reproductores de dorada (Sparus aurata) podria elevarse hasta un
3,5% cuando se complementan conjuntamente con carotenoides provenientes de
oleorresina del pimenton y con vitamina E, mejorando asi la calidad de la puesta

de la dorada.
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5.

CONCLUSIONES

1.- Las dietas formuladas, con inclusion de carotenoides, fueron bien aceptadas por

2.-

3.-

los reproductores. Se obtuvieron diferencias en la calidad de la puesta, entre los
distintos tratamientos en todos los experimentos.

En esta especie, la calidad de la puesta puede modificarse variando la calidad
nutritiva de las dietas de los reproductores, incluso durante la época de puesta.
En este sentido, en todos los experimentos, el contenido en carotenoides de las
dietas experimentales se vio reflejado en los huevos de las puestas de los grupos
de reproductores experimentales.

La inclusion de carotenoides, como el pimenton en polvo, de origen vegetal
produjo mejores resultados en la calidad de la puesta que la harina de langostino,
de origen animal. Esto podria ser debido a que el nivel dietético de carotenoides
en la dieta con pimentdn en polvo, fue casi el doble que en las dietas con harina
de carcasa langostino, mas que al origen de los carotenoides que determinarian

su calidad nutricional.

4.- L os resultados de este trabajo muestran que la calidad de la puesta de la dorada,

puede mejorarse con la inclusion de entre un 1 y un 2 % de carotenoides,
provenientes de pimenton comercial, en la dieta de los reproductores.
Observandose una mejoria en el porcentaje de huevos vivos, de eclosion y de
larvas con el saco vitelino reabsorbido, con respecto a dietas sin complementar o

con un porcentaje mas alto de complementacion.

5.- Los resultados de este estudio sugieren que los niveles de n-3 HUFA en dietas

para reproductores podrian elevarse hasta un 3,5 % cuando complementamos
conjuntamente carotenoides provenientes de la oleorresina del pimenton vy

vitamina E, favoreciendo asi la calidad de la puesta de la dorada.
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6.- la inclusion de carotenoides y vitamina E, en las dietas, puede prevenir los
posibles efectos adversos generados por elevados niveles de n-3 HUFA en
piensos para reproductores.

7.- La sustitucion de vitamina E, por carotenoides provenientes de la oleorresina del
pimentdn, podria tener un efecto econémico positivo en la fabricacion de piensos

para reproductores en esta especie.

8.- Al igual que en estudios anteriores, no se encontraron relaciones entre las

medidas de huevos y larvas con los parametros de calidad de las puestas.

9.- Criterios morfologicos como la simetria de los blastdmeros en las primeras
divisiones celulares, y la transparencia del huevo, podrian ser utilizados como

indicadores tempranos, de la viabilidad de los huevos de dorada.

10.- Los resultados del presente estudio indican, que una dieta para reproductores
de dorada con aceite de pescado y harina de calamar como fuentes de lipidos y
proteinas, niveles adecuados de vitamina E, y de carotenoides, provenientes del
pimentdn, permiten elevar los niveles dietéticos de n-3 HUFA hasta el 3,5% en
peso seco. Asegurando asi una excelente calidad de las puestas.
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7.- ANEXO

ASPECTOS GENERALES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO Y LARVARIO
DE LA DORADA

Los huevos de la dorada (Sparus aurata) son transparentes, lo que permite
ver facilmente el estado de desarrollo con la ayuda de una lupa o estereoscopio.
Por lo general, poseen una gota lipidica en su interior, aunque también pueden
presentarse mas. Los huevos son pelagicos, con flotacion positiva, esféricos, de
0,969 0,029 mm (n=14600) de diametro y con una gota de grasa de 0,234+0,008
mm (n=14567) de diametro (Fernandez-Palacios, 2005).

La fecundacién en estos peces es externa, el huevo comienza a dividirse
para luego formar el embridn en su interior. La primera descripcion detallada del
desarrollo embrionario y larvario de la dorada fue realizada por Cassie (1956). En
el presente estudio se ha seguido la realizada por Ezzat et al. (1982). El
desarrollo comienza con la fertilizacion; la membrana de huevo se separa del
saco vitelino, que contiene normalmente una gota de grasa y comienzan las
divisiones meroblasticas. El protoplasma forma un disco germinal en el polo

animal.

El disco comienza a dividirse en dos células o blastomeros, luego en
cuatro, en ocho, en dieciséis y en treinta y dos. Sucesivas divisiones de las
células, tanto horizontales como verticales, dan como resultado la formacion de
un estado multicelular, esta etapa es denominada “de segmentacion” (ver
figura). Adicionales subdivisiones de los blastdmeros contintian hasta el estado de
morula que tiene forma de disco mas o menos convexo (blastodermo) en el polo
animal, de las mismas dimensiones, aproximadamente, que el disco germinal
antes de dividirse. El blastodermo se extiende sobre el vitelo y se forma un anillo
germinal tenue, que va definiéndose cada vez mas y empieza a extenderse sobre
el vitelo hacia el centro del blastodermo mientras en la parte posterior del
blastodisco se forma la placa embrionaria. El blastodermo continua extendiéndose
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el blastoporo, definiendose asi, el estado de gastrula, esta etapa se denomina
gastrulacion (ver figura). Es en ese momento cuando empiezan a formarse los
primeros organos rudimentarios. En la regién anterior se diferencia la formacion
del cerebro, y en la posterior, la zona caudal, dando inicio a la etapa siguiente
denominada neurulacion (ver figura). A ambos lados del cerebro aparecen las
capsulas opticas. El cerebro aun no tiene divisiones claras. La region caudal se
estrecha, y en el eje embrionario aparecen tres segmentos que van aumentando
en numero. Se aprecian las tres divisiones del cerebro, las capsulas opticas son
prominentes y se han transformado en globos oculares de doble pared. Aparecen
los otocistos. La gota de grasa, permanece en el saco vitelino que esta
completamente rodeado por las células del blastodermo y, el blastoporo esta
cerrado. El numero de segmento es de quince. El cerebro sigue su desarrollo.
Aparecen cromatéforos a ambos lados de los globos oculares. La cola aparece

libre del saco vitelino y ligeramente curvado.

Se distingue el corazén, que empieza a latir de forma irregular, aunque la
circulacién no es clara. El ojo esta formado pero no pigmentado. En los otocistos
se forman granulos, precursores de los otolitos. En la parte anterior del cerebro y
en el eje dorsal se observan melantforos y los pigmentos amarillos son mas
evidentes en la region del ojo y en los laterales del cuerpo. Estos pigmentos
también aparecen en la gota de grasa. El embridn rodea completamente el saco
vitelino, y sus movimientos son cada vez mas frecuentes. El embrion esta
preparado para la eclosion, dando término a la etapa de neurulacién y paso a la
etapa final denominada eclosion (ver figura).

La larva recién eclosionada es transparente con una longitud de 2,78+0,17
mm (n= 6295) /Fernandez-Palacios, 2005), y con un saco vitelino ovalado que va
desde la cabeza hasta la region anterior del cuerpo de la larva. La gota de grasa
se localiza en la parte distal del saco. El numero de miétomos en esta fase es de
alrededor de 28. Los melandforos en la parte dorsal del cuerpo aumentan en
numero, mientras que los cromatéforos amarillos se tornan estrellados y

aumentan de tamafno. El extremo posterior del estomago es plenamente visible
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mientras que el estdmago medio es menos evidente. El corazén de dos camaras
se ve latir con regularidad. Las capsulas o6ticas estan a cada lado del cerebro y
aparecen como dos sacos ovales transparentes en los que se observan un par de
otolitos. Los ojos permanecen como dos sacos ovales transparentes en los que
se observan un par de otolitos. Los ojos permanecen sin pigmentar. Las
capsulas olfatorias se ven claramente. Las aletas dorsal, caudal y anal forman

una unica y transparente aleta larvaria.

DESARROLLO EMBRIONARIO Y ECLOSION DE DORADA ( Sparus aurata )

Las larvas de un dia de vida, tras la eclosion, muestran el saco vitelino
parcialmente reabsorbido. Los ojos estan completos con el iris aunque todavia no
estan pigmentados. Por debajo de las capsulas oticas se observan tres arcos

branquiales. Las aletas pectorales comienzan a esbozarse. El conducto
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urogenital y el estbmago medio aparecen claramente. La abertura anal esta
formada aunque no es funcional. Las aletas dorsal, caudal y anal siguen siendo
continuas. Los cromatoforos amarillos con forma de estrella estan concentrados

en la region cerebral, area caudal y gota de grasa.

Las larvas con dos dias de vida, tras la eclosion, muestran mas reducido el
saco vitelino, la cabeza aparece libre del saco vitelino. En las capsulas oticas
pueden observarse los esbozos de los canales semicirculares. También se
pueden ver cuatro arcos branquiales. Las aletas pectorales se incrementan en

tamano los radios son aparentes. Los melandforos son arborescentes.

Las larvas con tres dias de vida, tras la eclosion, miden 3,024+0,17 mm
(n=6061) (Fernandez-Palacios (2005).

El saco vitelino esta ahora muy reducido y la gota de grasa esta todavia
presente. La boca esta esbozada. Se observan cuatro arcos branquiales
primarios. La retina en el ojo comienza a obscurecerse y la lente es claramente
visible. Los melandforos estan concentrados la region del tronco detras del
estbmago y en la cabeza. Las aletas pectorales estan formadas. El intestino ha
aumentado de tamafo. La circulacién sanguinea aparece clara y la sangre es
roja. La larva nada libremente cerca de la superficie preparada para alimentarse
del medio.
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