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Resumen

Resumen

La diversificacion de especies es un tema a considerar para el desarrollo sostenible
de la acuicultura. No obstante, para la posible produccion de nuevas especies es necesario
solventar el cuello de botella que representa la etapa larvaria dentro de los cultivos, para lo
cual, la utilizacién de una tecnologia adecuada y el conocimiento de la biologia de las
especies, puede contribuir a superar los periodos criticos y evaluar la viabilidad de su

produccion.

La tecnologia del mesocosmos fue utilizada para cultivar una especie con potencial
para la acuicultura, el medregal negro (Seriola rivoliana). Se realizo la induccion a la
puesta de los reproductores, durante los meses de julio a octubre, obteniéndose 10 puestas.
De estas se produjeron un total de 2,7 millones de huevos los cuales se sembraron en seis

experimentos diferentes.

Se hizo también un seguimiento del desarrollo embrionario. El diametro del huevo
en la fase de moérula era de 1,049 = 0,04 mm, y el de la gota lipidica de 0,299 + 0,009 mm.
La eclosion se produjo a las 36 HPF a una temperatura de 23,1°C £+ 1,3. Las larvas recién
eclosionadas tenian una longitud total de 2,54 = 0,01lmm y un saco vitelino de 1,29 £+ 0,07
mm. A las 60 HPF se produjo la apertura de la boca en el 100% de las larvas,
produciéndose la primera alimentacion exdgena a las 72 HPF. El saco vitelino y la gota
lipidica no se reabsorben totalmente hasta las 120 HPE. El dia 15 DPE se inicia la flexion
y se da por finalizada el 20 DPE.

De los seis experimentos ralizados, solo cuatro de ellos llegaron a los 30 dias . Las
larvas alcanzaron una longitud total de 16,6 mm y un peso himedo de 75,5 mg en el mejor
de los experimentos. La supervivencia observada fue de 0-2.13%, observandose un pico de
mortalidad en los primeros dias, 7-11 DPE, debido al cambio de alimentacion, y una

paulatina mortalidad a lo largo de todo el periodo de cultivo.

Las larvas se mostraron muy sensibles a condiciones estresantes como los cambios
de iluminacién y de calidad de agua, igualmente a la manipulacion principalmente, a partir
del dia 20 de cultivo, que se refleja en la aparicion de sindrome de shock tras la captura y
una mortalidad del 100% de las larvas.

En la composicion proximal, tanto del enriquecedor Spirit, como de los rotiferos

enriquecidos con €l, y de las larvas, se encontraron altos niveles de DPA.
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Introducciéon

1.- Introduccion

1.1.- Definicion de acuicultura

Segtn la FAO, la acuicultura es la cria de organismos acudticos ya sean peces,
moluscos, crustaceos o plantas. El cultivo supone la intervencién humana para incrementar
la produccion; por ejemplo: concentrar poblaciones de peces, alimentarlos o protegerlos de
los depredadores. 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 produccién de la acuicultura, mientras que los organismos acuaticos
que son explotables por todos como recurso de propiedad publica, con o sin licencia

apropiada, constituyen la cosecha de las pesquerias.

El método de cultivo varia mucho segtn el lugar donde se lleve a cabo: piscicultura
de agua dulce en los arrozales de Viet Nam, la cria de camaron en estanques de agua
salada en las costas de Ecuador, o la produccion de salmoén en jaulas en las costas de
Noruega o de Escocia. Sin embargo, la mayor parte de la produccion de la acuicultura se
lleva a cabo en paises en desarrollo, para la cria de peces de agua dulce, como la tilapia o

la carpa, situados en los primeros eslabones de la cadena alimentaria.

1.2.- Antecedentes y situacion actual

La Acuicultura, como tal, nacié hace 4000 afios en China con el cultivo de la carpa,
sin embargo, su contribucion significativa en la alimentacion humana, es mucho mas
reciente. 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 realiz6 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 XV.

La acuicultura ha experimentado un enorme crecimiento en los ultimos 30 afios, asi
la producciéon mundial de pescado, crustaceos y moluscos de acuicultura ha pasado de
constituir el 3,9% de la produccion pesquera total en 1970, a ser del 43% en 2004, con una
prevision de que alcance el 50% en el 2025 (FAO, 2008). De esta manera desde 1970, la
produccion acuicola es el sector productivo que mas ha crecido con un 8,7% anual frente al

1,2% en la produccion pesquera o el 2,8% de la produccion carnica de animales terrestres.
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Introducciéon

Dado que la pesca extractiva ha llegado o estd por llegar al limite de su capacidad,
la acuicultura tendra que asumir una carga cada vez mayor para poder alimentar a las
poblaciones pobres y que pasan hambre, predominando la produccion de especies de agua

dulce y de moluscos.

Ante esta situacion, segun la FAQO, la acuicultura se presenta como una alternativa
factible para complementar el grado de abastecimiento de la pesca extractiva y satisfacer la
enorme demanda existente de productos del mar, permitiendo mantener las actuales

proporciones de pescado en la dieta.

La produccion mundial de la pesca de captura y de la acuicultura proporcion6 unos
110 millones de toneladas de pescado para consumo humano en 2006, lo que equivale a
un suministro tedrico per capita de 16,7kg , cifra que se encuentra entre las mas elevadas
registradas hasta el momento, estimandose que llegard a los 19-21 kg/persona en 2030
(Siendo en la actualidad Espafia, uno de los primeros paises consumidores de pescado a
nivel mundial con 36,6 kg/persona/ afio (MAPA, 2007). Un 47% de esta cantidad
correspondid a la acuicultura. En total, los productos pesqueros proporcionaron a mas de
2.900 millones de personas al menos un 15 % del aporte medio de proteinas de origen

animal.

Un vistazo general al estado de los recursos pesqueros marinos, confirma que las
proporciones de las poblaciones sobreexplotadas, agotadas y en recuperacion se han
mantenido relativamente estables en los Gltimos 10-15 afios, tras las marcadas tendencias
al alza observadas durante las décadas de 1970 y de 1980, con la expansién de los
esfuerzos pesqueros. En 2007, en torno a un 28 % de las poblaciones estaban
sobreexplotadas y por lo tanto no aprovechaban su méximo potencial debido a una
excesiva presion pesquera. Un 52 % adicional de las poblaciones se hallaban plenamente
explotadas y, por ello, producian capturas proximas a sus limites méximos sostenibles, sin
posibilidad de aumentar. Tan s6lo un 20 % de las poblaciones eran objeto de una
explotacion moderada o estaban infraexplotadas, quiza con posibilidades de producir mas.
En total, el 80 % de las poblaciones mundiales de peces, sobre las que se dispone de
informacion, han sido catalogadas como plenamente explotadas o sobreexplotadas, es
probable que ya se haya alcanzado el potencial maximo de pesca de captura en los océanos

del mundo.
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Mientras que la produccion de la pesca de captura ceso de crecer a mediados de la
década de 1980, el sector de la acuicultura ha mantenido una tasa de crecimiento medio
anual del 8,7 % en todo el mundo (excluyendo a China, con un 6,5 %) desde 1970. Las
tasas de crecimiento anual de la produccion acuicola mundial entre 2004 y 2006 fueron del
6,1 % en volumen y del 11,0 % en valor. La acuicultura sigue creciendo mas rdpidamente
que cualquier otro sector de produccion de alimentos de origen animal, y a mayor ritmo
que la poblacion. Se espera que la acuicultura supere a la pesca de captura como fuente de
pescado para la alimentacion. Desde una produccion de menos de un millén de toneladas
anuales a comienzos de la década de 1950, en 2006 la produccidn registrada alcanzo los
51,7 millones de toneladas, con un valor de 58.236 millones de EUR, lo que representa una

tasa de crecimiento anual de casi el 7 %. (Fig.1)

Millones de toneladas
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I China
s Mundial, a excepclon de China
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Fig.1.- Producciéon mundial de la pesca de captura y la acuicultura (FAO, 2008).

La acuicultura mundial estd liderada por la region de Asia y el Pacifico, la cual
aporta el 89 % de la produccion total en cantidad y el 77 % en valor. Este dominio se debe
principalmente a la enorme produccion de China. China produce el 77 % de Ciprinidos y el
82 % del suministro mundial de Ostreidos. Asi, la produccion de carpas de la region de
Asia y el Pacifico suma el 98 % del total mundial, la de ostras el 95 % y la de camarones y
gambas el 88 % . Noruega y Chile son los dos mayores productores mundiales de salmoén y
representan el 33 % y el 31 %, respectivamente, de la produccion mundial. (Tabla I, Fig.
2). En China, el 90 % de la produccion de pescado para alimentacion proviene de la

acuicultura.
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Tabla I.- Principales productores de pescado para el cosumo humano (FAO, 2008)

Los diez principales productores en Los diez principales productores

cuanto a volumen, en cuanto a crecimiento,

2006 2004-2006
2004 2006 TCA 2004 2006 ICA
(Toneladas) (Porcentaje) (Toneladas) (Porcentaje)
China 30614968 34429122 6,05 Uganda 5539 32392 141,83
India 2794636 3123135 571 Guatemala 4908 16 293 82,20
Viet Nam 1198617 1657727 17,60 Mozambique 446 1174 62,24
Tailandia 1259983 1385801 4,87 Malawi 733 1500 43,05
Indonesia 1045051 1292899 1,23 Togo 1525 3020 40,72
Bangladesh 914752 892 049 -1,25 Nigeria 43950 84578 3872
Chile 665 421 802 410 9,81 Camboya 20675 34 200 2861
Japén 776 421 733891 -2,78 Pakistan 76653 121825 26,07
Noruega 636 802 708 780 5,50 Singapur 5406 8573 25,93
Filipinas 512220 623 369 10,32 México 104354 158642 23,30

Notas: No se contabilizan las plantas acuaticas. TCA = tasa de crecmiento porcentual media anual para el periodo 2004-2006.
' Por lo que respecta a los mayores productores en términos de crecimiento, solamente se han tenido en cuenta aquellos
palses cuya producclon superd las 1 000 toneladas en 2006.

Asia y el Pacifico
(2 excepcién de China)

r £
2s% fuome 425
y el Caribe
3,0 %
—— Africa 1,5 %
China 66,7 % ‘ América del Norte 1,2 %
_l—l— Cercano Oriente 0,6 %

Asia y el Padfico
(a excepcion de China)

Europa 9,1 %

Ameérica Latina

y el Caribe

85 %

———— América del Norte 2,2 %

— Africa 1,8 %

|— Cercano Oriente 1,5 %

Nota: No se contabilizan las plantas acuaticas.

Fig.2.- Produccion de la acuicultura por regiones en 2006 (FAO, 2008).
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En 2006, mas de la mitad de la produccion de la acuicultura mundial estaba
compuesta por peces de agua dulce. La produccion ascendié a 27,8 millones de toneladas,
con un valor de 21.800 millones de EUR. Ese mismo afio, los moluscos constituyeron el
segundo mayor grupo, con 14,1 millones de toneladas (27 % de la produccion total), con
un valor de 8.800 millones de EUR. Los crustaceos, aunque en cantidad mucho menor (4,5
millones de toneladas), alcanzaron un valor significativamente mayor, de 13.270 millones

de EUR. (Figs. 3y 4)

W 5% Peces de agua dulce
1% Moluscos

I 0% Crustaceos

I 6% Peces diadromos
3% Peces marinos

1% Otros animales
acudticos NIP

I 7% Peces de agua dulce
15% Moluscos

I 23% Crustaceos

15 % Peces diddromos
8%  Peces marinos

e 2% Otros animales
acuatios NIP

Fig.3.- Produccion de la acuicultura mundial: principales grupos de

especies (FAQ, 2008).
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especies (FAO, 2008).

A nivel mundial, en el afio 2006, se contabilizaron mas de 250 especies de animales
y plantas cultivadas, siendo los peces el grupo mayoritario en diversidad, con casi un 50%
de las especies cultivadas (APROMAR, 2008). En el caso concreto de la acuicultura
europea, los principales grupos que se producen, son peces y moluscos de alto valor
comercial. Sin embargo, se trata de un sector que sigue basado en la explotacion de un
reducido niimero de especies, cuyas técnicas de cultivo han podido establecerse gracias al
esfuerzo dedicado tanto al trabajo empirico, como a la investigacion aplicada al desarrollo
tecnologico. En el caso particular de los peces marinos (excluyendo Salmoénidos), la
produccion en los ocho tltimos afios ha experimentado un importante aumento pasando de
poco mas de 125.000 toneladas en el afio 2000, concentradas fundamentalmente en el
cultivo de 3 especies: dorada (Sparus aurata), lubina europea (Dicentrarchus labrax) y
rodaballo (Psetta maxima) a algo mas de 250.000 toneladas estimadas en el ano 2008.
Incluyendo las producciones de bacalao (Gadus morhua), corvina (Argyrosomus regius) y
el engorde de atun Atlantico (Thunnus thynnus). A las especies anteriormente mencionadas
se han incorporado las producciones de lenguado senegalés (Solea senegalensis), y halibut

(Hippoglossus hippoglossus) (FEAP, 2010).
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En Espafa, aproximadamente el 78% de la produccion en 2008 correspondio a
moluscos (principalmente mejillon, junto con ostras, almejas y berberechos) y el 22%
restante a peces, especialmente dorada, lubina, rodaballo, trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss ) y Thunnus sp. (Figs. 5y 6).

0,05%

8% ® Peces marinos
Peces continentales
® Moluscos

B Crustaceos

Fig.5.- Distribucion de la produccion de la acuicultura en Espaiia (JACUMAR, 2008).
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Fig. 6.- Produccion de la acuicultura, de las principales especies de peces en Espaiia

(JACUMAR, 2008).
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1.3.- Diversificacion

La acuicultura marina se ha desarrollado concentrando su actividad en unas pocas
especies, por lo que se hace necesario desarrollar técnicas que permitan la diversificacion
buscando una serie de especies que retnan una serie de requisitos tanto econdémicos como

biologicos (Basurco y Abellan, 1999).

En los ultimos afos se han realizado, alrededor del mundo, multiples estudios para
el desarrollo del cultivo de nuevas especies realizandose grandes progresos en especies
como la cobia, Rachycentrom canadum (Faulk et al., 2007), el lenguado comun, Solea
solea (Palazzi et al., 2006), la lisa, Chelon labrusus (Ben Khemis et al., 2006), el pez
limon o medregal, Seriola dumerili (Papandroulakis et al., 2005) y el pez gato asiatico,
Pangasius bocourti (Hung et al., 2002) entre otros. En el norte de Europa se han
consolidado en los ultimos 10 afios las producciones de bacalao (Gadus morhua)y de
halibut (Hippoglossus hippoglossus). Con Noruega e Islandia como principales paises

productores.

Los tultimos afios en la acuicultura espafiola han venido marcados por la aparicion
de una serie de acciones encaminadas a diversificar la producciéon de las especies

consideradas tradicionales, dorada, lubinay rodaballo.

A principios de la década de los noventa, centros de investigaciéon y algunas
empresas privadas del sector, comenzaron diferentes investigaciones con nuevas especies
potencialmente cultivables. Para la eleccion de las mismas se tomd como criterio inicial
que tuvieran un alto valor en el mercado y que poseyeran unas caracteristicas bioldgicas
adecuadas, que permitieran el desarrollo del cultivo en todas sus fases, para obtener un

suministro de alevines continuo que permitiese disponer de una produccién sostenible.

Los requisitos necesarios para la eleccion de estas nuevas especies segin Basurco y

Abellan (1999) se resumen en :

. Estudios preliminares econdmicos y de mercado para la evaluacion de los precios
(actuales y posible evolucion), demanda de la especie y evolucion de los mercados.
. Estudio de las condiciones bioldgicas basicas que conciernen al cultivo de la

especie: reproduccion, crecimiento, adaptacion a los sistemas de cultivo existentes.
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Suministro de juveniles y/o reproductores, rapidez de crecimiento, tamafo,
fecundidad, viabilidad del cultivo larvario y engorde, eficacia de conversion del alimento,
resistencia a enfermedades y estrés, mortalidad, edad de maduracion, etc.

Desde el punto de vista medioambiental las especies candidatas a ser
seleccionadas, y con el fin de minimizar los efectos ambientales adversos y de proteger la
diversidad biologica acuatica, deben ser especies locales, evitando la tentacion de

introducir especies exoéticas (Bartley, 1993, 1998).

Basurco y Abellan (1999) sefialan que esta primera "seleccion" normalmente se
lleva a cabo por instituciones publicas y se centran en "Estudios experimentales de un
stock proveniente del medio natural, adaptacion al cautiverio, y la definicion del ciclo
biologico de vida". En cuanto a las empresas privadas, el criterio principal a seguir a la
hora de seleccionar una especie marina para el cultivo, se orienta hacia la posibilidad de
poder llevar a cabo ensayos pilotos experimentales, y teniendo en cuenta los siguientes

puntos:

* Interés econdmico y comercial (de mercado).
* Grado alcanzado en la tecnologia del cultivo de la especie en cuestion.
* Grado alcanzado en la tecnologia del cultivo de una especie similar y su cultivo

larvario y engorde.

Una vez seleccionada la especie, se inicia una fase de investigacion y desarrollo
tecnologico que, a pesar de que basicamente se utiliza tecnologia ya conocida, suelen ser
fases largas y costosas, del orden de entre 5 y 10 afios. La siguiente fase consiste en el
desarrollo de técnicas de produccioén a escala piloto y de implantacién industrial. La
diversificacion tiene una seria de ventajas: nos permitiria fundamentalmente reducir el
riesgo en las instalaciones, ya que se disminuye el riesgo de mortalidades por
enfermedades o caidas de precio en el mercado, también nos permitiria una mayor
expansion en el mercado al aumentar los sectores de venta actuales y la introduccion en
nuevos mercados ya sean nacionales o extranjeros. Ademas el cultivo de nuevas especies
va a aumentar la eficiencia de las instalaciones en donde la utilizacion de los recursos se

puede ampliar a practicamente todo el afo.

Sin embargo, no todas son ventajas en la diversificacion, ya que la aparicion de

nuevas especies en el mercado puede ocasionar bajadas o desestabilizaciones en el precio
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de las especies ya cultivadas, no existiendo garantia de que el precio se mantenga. Ademas,

para la puesta en el mercado de nuevas especies, es necesario invertir en el desarrollo de

técnicas de produccion y de apertura de mercado.

1-

Dentro del panorama de las nuevas especies podemos distinguir varios grupos:

Especies de las que, a pesar de tener un valor comercial alto, no se tiene
informacion, o ésta es escasa sobre su aclimatacion a las condiciones de cultivo y
en principio se supone que presentan serias dificultades, lo cual no significa
necesariamente que no sean viables. Entre ellas podemos citar la merluza
(Merluccius merluccius), el rape (Lophius piscatorius), el calamar (Loligo

vulgaris), etc.

Especies de las que si se dispone de dicha informacién, pero ésta todavia no es
concluyente, lo cual no permite el paso de la fase de investigacion a la de desarrollo
industrial. Entre ellas cabria citar el salmonete de roca (Mullus surmuletus), el

esturion (Acipenser sturio), etc.

Especies de las que ya se tienen resultados concluyentes pero no retnen las
condiciones para ser explotadas comercialmente. Estas especies pueden sin
embargo ser interesantes desde el punto de vista de la repoblacién. Entre éstas
podemos citar el sargo (Diplodus sargus), el aligote (Pagellus acarne), el abadejo
(Pollachius pollachius), la herrera (Lithognatus mormyrus), la hurta (Pagrus

auriga), Mugil sp, etc.

Especies de las que no so6lo existe informacidon concluyente para su explotacion,
sino que en alguno de los casos ya se ha cerrado el ciclo de produccion y las
investigaciones estan en fase de desarrollo para ser transferidas al sector industrial.
Entre estas especies citaremos el lenguado comun, el dentdon (Dentex dentex), el

pargo (Pagrus pagrus)y el sargo picudo (Diplodus puntazzo).

1.4.- Induccion a la puesta

Muchas de las especies piscicolas no maduran normalmene en condiciones de

cautiverio, especialmente cuando las variables ambientales que condicionan el desarrollo

gonadal y la maduracién de gametos estan alteradas o ausentes. En ciertas circunstancias,
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para sincronizar la puesta, es necesario acelerar o retardar la producciéon de gametos
machos y hembras, de adelantar o desfasar el desarrollo embrionario y la produccion de
juveniles, o faciliar la hibridacion de especies o cepas que difieren en sus periodos de

maduracion.

Asi, muchas especies de peces exhiben disfunciones reproductoras cuando son
estabulados en cautividad, las méas comunes son que la hembra no culmina el proceso final
de la maduracion del oocito y por consiguiente la ovulacion y la puesta (Zohar, 1988, 1989
a,b; Peter et al., 1993), mientras que los machos producen pequefios volumenes de esperma
o esperma de baja calidad (Billard, 1986, 1989). Por ello, el tratamiento hormonal es el

unico medio de asegurar la puesta.

En la actualidad, una de las técnicas mas utilizadas para la induccion de la puesta,
de reproductores en cautividad, es el uso de hormonas liberadoras de gonadotrofina
(GnRH) que inducen a la hipoéfisis a la secrecion de gonadotrofinas y la consiguiente
maduracion de los oocitos y puesta. Las ventajas de la aplicacion de hormonas liberadoras
(GnRH) en la induccion de la puesta en peces han sido sefialadas por Zohar y Mylonas
(2001). Con la aparicion de andlogos sintéticos (LHRHa y GnRHa) que resultaron mas
potentes y de mayor duracion que los nativos, se ha generalizado su uso, tanto en especie

marinas como de agua dulce. (Zohar, 1988; Peter y Yu ,1997; Patiio, 1997).

Los preparados sintéticos o analogos han sido utilizados en las principales especies
de la acuicultura europea (FEAP, 2010): lenguado comun (Bertotto et al., 2006), dorada
(Barbaro et al., 1997), lubina europea (Fornies et al., 2001; Mylonas et al., 2003; Firat et
al., 2005), trucha arcoiris (Arabaci et al., 2004; Vazirzadeh et al., 2008), atin atlantico
(Mylonas et al., 2007), salmoén atlantico, Salmo salar (Vikingstad et al., 2008), rodaballo
(Mugnier et al., 2000), halibut (Mazorra et al., 2000), y bacalao (Garber ef al., 2009).

Asi mismo han sido utilizados en especies emergentes de la acuicultura europea
(Basurco y Abellan, 1999), especies tales como el verrugato, Umbrina cirrosa (Mylonas et
al., 2000; Barbaro et al., 2002), lenguado senegalés (Agulleiro et al., 2006; Guzman et al.,
2009), corvina (Cardenas et al., 2009), pez limon o medregal (Mylonas et al., 2004), mero
moreno, Epinephelus marginatus (Marino et al., 2003; Conceigéo et al., 2008) o el pargo

(Biike et al., 2005).
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1.5.- Cria larvaria

1.5.1.- Importancia de la cria larvaria

Hoy en dia, la produccion larvaria y la obtencion de alevines de buena calidad,
siguen representando el cuello de botella para el desarrollo de la acuicultura, sobre todo en
ciertas especies marinas. Esto es debido a que las larvas de peces marinos no estan
completamente desarrolladas cuando eclosionan, por lo que ciertos tejidos y érganos, como
el sistema nervioso, digestivo y estructuras 6seas, no han completado su desarrollo y deben
experimentar importantes cambios morfologicos, funcionales y fisiologicos durante las
primeras semanas de vida (Govoni et al., 1986). Durante las primeras etapas de desarrollo
de estos organismos se necesitard un manejo mas delicado. Una solucion a este
inconveniente, seria optimizar las condiciones de manejo de las diferentes especies

marinas que actualmente se cultivan.

Se ha comprobado que la obtencion de semilla, del medio natural, no es una
estrategia viable en los cultivos intensivos de peces, siendo adecuada en otros sistemas de
cultivo y con otros organismos, como moluscos y algunos peces de gran valor comercial
como pueden ser ciertas especies de atin, mero moreno y Seriola sp (Fig.7) (Ottolengui et

al., 2004).

Fig.7.- Juveniles de medregal limén y medregal listado (Seriola fasciata)

capturados para su engorde.
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Tanto la Asociacion Canaria de Empresarios de Acuicultura (ACEA), como la
Asociacion Empresarial de Productores de Cultivos Marinos (APROMAR) han resaltado
la conveniencia de que el sector de cria vaya por delante del sector de engorde, en el
sentido de resolver los problemas de indole técnico y adquirir el desarrollo adecuado para
asi garantizar que, cuando este ultimo sector disponga de mercados suficientes para llevar
a cabo una produccion masiva (grandes tonelajes), no se quede sin materia prima (semilla)

para continuar desarrollandose.

El estudio del comportamiento larvario es muy importante ya que aporta ventajas
practicas sobre el cultivo, tanto directas como indirectas. El estudio del comportamiento a
lo largo del desarrollo larvario permitiria establecer los momentos de aparicion de
determinadas pautas tipicas en los animales sanos. Posibles desviaciones en el tipo de
comportamiento o retrasos en la aparicion de esas pautas, constituirian indicadores no
invasivos del estado de desarrollo, madurez y salud del animal. Asi, el estudio del
comportamiento larvario puede revelarse como un excelente indicador del estado de
bienestar de las larvas, y por lo tanto, trascendental en el éxito del cultivo larvario. El
continuo avance en estudios relacionados con la nutricidon, técnicas de produccion,
genética, patologia, con ayuda de los estudios de comportamiento de larvas y alevines,

favorecera la incorporacion de nuevas especies de peces marinos a la acuicultura.

La cria larvaria es la fase que comienza con la eclosion de los huevos y la aparicion
de las larvas, las cuales después de absorber todas sus reservas de vitelo, deben iniciar su
alimentacion exdgena, fase que suele estar asociada a mortalidades masivas tanto en el
medio natural como en acuicultura. La mortalidad suele estar asociada a la especie y a la
calidad de la puesta, pero principalmente se debe a la inapropiada alimentacion en los

primeros dias de vida (Yufera y Darias, 2007).

Las larvas en el medio natural, tienen a su disposicion un amplio rango de
organismos, aunque la supervivencia en este medio sea baja debido a la poca
disponibilidad de las presas y a la elevada presencia de depredadores. En los sistemas en
cautividad debido, fundamentalmente, a los costes de produccidn, esta eleccion es muy
limitada, y la alimentacién larvaria esta compuesta por so6lo dos o tres organismos.

Dependen de una cadena trofica natural, basada en el uso de algas unicelulares, rotiferos y
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Artemia. Este alimento suele ser producido en las mismas instalaciones, de cria larvaria lo
cual incrementa la dificultad y los costes del cultivo (Chang et al., 2006; Curnow et al.,

2006).

La optimizacién de las condiciones de cultivo, pasa por mantener unas condiciones
bioticas y abidticas adecuadas que deben tender a aproximarse en lo posible, a las
condiciones del medio natural. En el éxito de las distintas técnicas de cultivo, intervienen
un gran numero de variables que son condicionantes de las mismas, entre ellas la calidad

nutritiva del alimento.

1.5.2.- Técnicas de cria larvaria

Existen una gran variedad de técnicas de cultivo de los peces marinos. La
clasificacion establecida por Divanach (1985) define las técnicas de cultivo larvario
teniendo en cuenta la densidad larvaria y el volumen del tanque utilizado, diferenciando asi
tres categorias principales: sistemas o técnicas intensivas, técnicas extensivas y sistemas o

técnicas mesocosmos (Fig.8).

(a;umleza <0.01) \

Extensivo(0.1-1) Mesocosmos (2- 10) Intensivo (10-200)
Semi-Intensivo (10-73)

Intensivo (75-1235)

Hiper-intensivo (125-200)
0.01 0.1 1 10 100 200
\ Larvas/ litro /

Fig.8.- Clasificacion de las técnicas de cultivo larvario modificado por Divanach (1985).

La ultima revision de definicion de técnicas de cria larvaria realizada por Divanach
et al. (1998) incorpora a su clasificacion inicial diferentes caracteristicas estructurales y

operacionales que permiten definir la productividad y eficiencia del sistema.

Otros autores como Van der Meeren y Nass (1997) clasifican las técnicas de cria
larvaria de acuerdo al origen de la alimentacion. Clasificaciones de diferentes autores
coinciden plenamente en la definicion de sistemas extensivos e intensivos. Sin embargo, la

definicién de semi-intensivo de Van der Meeren y Naas (1997) es lo que Divanach et
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al. (1998) definen como sistema semi-extensivo. La terminologia que se utiliza en este

estudio, hace referencia a la establecida por Divanach et al. (1998).

1.5.2.1.- Sistemas intensivos
Se caracterizan por la alta densidad larvaria usada en los tanques (Semi-intensivo =
25-50 larvas/litro; Intensivo= 75-125 larvas/litro; Hiper-intensivo =150-200 larvas/litro ).
En estas tres variantes, la complejidad del cultivo se incrementa con el aumento de

densidad larvaria (Divanach et al.,1998).

Las técnicas intensivas e hiper-intensivas se aplican con especies como la lubina y
la dorada, con las cuales ain a estas densidades de cultivo se pueden alcanzar elevadas
supervivencias (Shields, 2001). Por el contario, las técnicas semi-intensivas suelen estar
mas indicadas en algunas especies de peces planos como el rodaballo. Estas técnicas son

sofisticadas, caras, y requieren de un conocimiento profundo de la especie.

Se llevan a cabo por lo general en el interior, con tanques por lo general de forma
determinada (cilindros) y, a pesar de que todavia es frecuente el uso de pequefios
volimenes (0,5-1 m’), la tendencia actual es la utilizacion de volimenes mayores (10-
20m’). Los parametros de cultivo en las técnicas intensivas son: condiciones controladas
de temperatura, iluminacion, hidrodindmica, oxigenacion y alimentacion. Generalmente el
fotoperiodo, intensidad y espectro luminico son artificiales, y se cambian de acuerdo al

desarrollo de las larvas y a la agudeza de su sistema visual (Roo ef al., 2001).

La alimentacion en estos sistemas es totalmente exdgena y restringida, a una dieta
que se basa en el uso del rotifero Brachionus sp y Artemia sp, cuyo valor nutritivo es
necesario mejorar a través de enriquecedores comerciales que aportan diversos nutrientes
(proteinas, acidos grasos altamente insaturados, vitaminas y minerales) con el fin de cubrir
los requerimientos nutritivos de las larvas (Izquierdo y Ferndndez-Palacios, 1997; Sargent
et al., 1999). La seleccion de la correcta secuencia alimentaria y la flexibilidad en su
aplicacion, de acuerdo a las necesidades del lote de larvas cultivado, es una herramienta
indispensable para obtener elevadas tasas de supervivencia, baja dispersion de tallas y

reducir el comportamiento canibal.

Dado que con este tipo de técnicas todos los pardmetros son potencialmente

limitantes, los requisitos para su éxito dependen de un personal de trabajo especializado en
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términos bioldgicos y altamente capacitado en el manejo de las distintas areas. Cuando los
suministros técnicos no cubren las demandas biologicas las larvas no tienen otra alternativa
que adaptarse o morir. Durante esta adaptacon algunas larvas pueden deformarse, lo que
las hace no comercializables, o bien estar en desventaja presentando un bajo rendimiento

en el crecimiento (Divanach, 1985).

1.5.2.2.- Sistemas Extensivos
Se basan en la productividad de un sistema artificial que simula la naturaleza,
donde la larva es el eslabon superior de la piramide alimenticia que se genera, por lo que
no es necesario proveer de alimento a las mismas ya que el ecosistema es autonomo desde
el inicio de la vida trofica hasta la cosecha. Eventualmente, se procede a la adicion de
fertilizantes para promover un desarrollo mas rapido de la produccion primaria en el

estanque.

Los volumenes de cultivo se inoculan con fitoplancton y zooplancton y
posteriormente se anaden los huevos o larvas de las especies objetivo (Van der Meeren y

Naas, 1997; Divanach et al., 2002).

Las técnicas extensivas, al contrario que las intensivas se realiza con bajas
densidades de cultivo (0.1 — 1 indv/ litro), son ecoldgicas y econdmicas. Se realiza en
grandes estanques exteriores, aunque en ocasiones se utilizan bolsas de pléstico, tanques o
jaulas con malla fina. Los volimenes pueden variar de cientos a miles de metros ctbicos
con profundidades de dos a cinco metros. Generalmente, estos sistemas estan expuestos a
las fluctuaciones climdticas y adaptadas al medioambiente natural que sera especifico de

cada region, estacion y geografia del lugar elegido para su desarrollo.

Las principales operaciones, que requieren de la intervencion de las personas se
refieren a la preparacion del tanque, inicio de la cadena tréfica, inoculo de huevos o larvas
y la pesca final de los alevines producidos.

El buen funcionamiento de esta técnica depende del conocimiento del ecosistema,
de su manejo y del respeto hacia las leyes de productividad. El éxito con este tipo de
produccion en relacion con la calidad de las larvas producidas, es mucho mayor que con el
método intensivo. La calidad de los alevines producidos es excelente, ya que no aparecen
problemas como peces sin vejiga, deformidades esqueléticas, anomalias de coloracion o

comportamiento (Divanach et al., 1996).
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Este sistema aunque utiliza bajas densidades de cultivo, es ciento, incluso miles de

veces superior, que las densidades existentes en el medio natural.

1.5.2.3.- Sistemas Semi-extensivos (mesocosmos)

Estos sistemas de alto rendimiento, son intermedios entre los extensivos e
intensivos, y presentan las ventajas de ambos sin sus respectivos inconvenientes. Se
consideran técnicas semi-extensivas de produccion masiva (Divanach y Kentouri, 2000;

Papandroulakis et al., 2004).

El cultivo larvario tiene lugar a densidades relativamente bajas (2—10 larvas/litro)
en volumenes relativamente grandes (30-100 m®) y a una profundidad de 1,5-2,5m. Con
este sistema obtenemos una elevada produccion de alevines por tanque (50.000 a 300.000
dependiendo de la especie) y una productividad alta (> 2 millones de alevines/persona/afio)

(Divanach et al., 2002).

Se lleva a cabo en sitios cerrados o semi-abiertos por lo que las condiciones
medioambientales pueden ser tanto naturales como artificiales, y es posible manejarlas
segun la preferiencia. Esto evita variaciones climaticas estacionales o geograficas. Para la
mayoria de las especies se utilizan fotoperiodos largos (> 18 horas) y temperaturas medias
(15-21°C). La alimentacion exdgena y enddgena combinada aumenta la calidad nutritiva
del alimento para las larvas, reduciendo los riesgos de deficiencias nutricionales a

consecuencia de un exceso de alimentacion o falta de presas.

El rendimiento obtenido con esta técnica para el cultivo de especies conocidas
como lubina, dorada o sargo son frecuentemente mejores que los obtenidos con técnicas
intensivas o extensivas. La supervivencia, tras el destete, de los alevines generalmente esta
entre un 40-90% de los huevos con una media del 60 %. El crecimiento oscila entre 15y
20 mg al mes de vida, con unos indices de dispersion bajos, y con una menor incidencia de
deformidades durante los 40-50 primeros dias. El destete se completa a los 45-55 dias de
vida (Divanach et al, 2002). Esta tecnologia ha sido empleada con éxito para la
produccion de alevines de mas de 25 especies de peces marinos y 5 hibridas (Divanach et

al., 2002).
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Dentro de la técnica Mesocosmos se diferencian dos variantes (Fig.9) y cuatro
subvariantes de acuerdo al origen y calidad de la cadena alimenticia (Divanach et

al.,2002).

Tecnologia

MESOCOSMOS

TECNICA TECNICA

Cadena Agua verde Agua Clara Agua
Alimenticia natural Pseudo-verde

Fig.9.-Organizacion de tecnologias de mesocosmos. (Filosofia general y especificidad

técnica) (Divanach y Kentouri, 2000).

En la filosofia extensiva la cadena alimenticia es basicamente endogena y esta es
complementada con alimentacion exdgena cuando se presentan sintomas de agotamiento y
falta de alimento. En la filosofia intensiva, la alimentacion es basicamente exogena pero
presenta una cierta capacidad de produccién endogena debido a la baja densidad de las
larvas (baja tasas de alimentacion) y a la presencia de fitoplancton en el tanque. Las 4
subvariantes se caracterizan por los métodos para la mejora del medio y /o la cadena

alimenticia:

1.5.2.3.1.- Bloom natural- Filosofia extensiva.

Se basa en la generacion de una cadena trofica natural, cuyo indculo se obtiene
directamente a partir del agua de mar que se bombea (Divanach et al., 2002). Para ello, se
utiliza una filtracion gruesa, 250-350um, del agua, que permite eliminar posibles
competidores y posibilita el paso de pequefio plancton natural que serd usado como
in6culo. El agua es fertilizada con nutrientes para que se desarrolle el fitoplancton presente
de forma natural. Las larvas se alimentaran de zooplancton natural alrededor de 20-25 dias,
tiempo critico en el desarrollo de la larva y tras el cual ya estan preparadas para continuar

alimentandose de Artemia y comenzar su destete
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1.5.2.3.2- Método de agua verde- Filosofia extensiva.

Al igual, que el descrito anteriormente, consiste en la generacion de una cadena
trofica, sin embargo, esta sera de origen enddgeno (Divanach et al., 2002). En este caso, el
tanque se llena con agua de mar previamente filtrada y esterilizada. Se fertiliza con
nutrientes y se introduce un indéculo de fitoplancton y rotiferos permitiendo que se
desarrollen ambos. Cuando la cadena alimenticia se desarrolla correctamente esta dura

aproximadamente 25 dias, pasando posteriormente a usarse Artemia y dietas de destete.

1.5.2.3.3- Métodos de agua pseudo verde- Filosofia intensiva.

En ella, el cultivo larvario se desarrolla en un medio con una composiciéon mas
estable que los anteriores, que contiene fitoplancton y rotiferos de origen exogeno,
producidos en instalaciones paralelas y que se aportan diariamente segin la demanda de las
larvas (Divanach et al., 2002) La adicion de fitoplancton (Nanochloropsis sp 'y Chlorella
sp) y rotiferos se realiza 1-2 veces al dia y se utilizan rotiferos previamente enriquecidos,
con preparados comerciales para mejorar su valor nutritivo. Cuando la larva alcanza el
tamafio necesario para poder alimentarse de Artemia cesa el uso del fitoplancton y el

cultivo se contintia en técnica de agua clara.

Existen tres divisiones de este método: la primera consiste en mantener los huevos
y las prelarvas en un medio con agua clara y casi aséptico hasta el inicio de la vida trofica.
En esta etapa se adiciona el fitoplancton y los rotiferos. En las otras dos divisiones se inicia
el tanque de cultivo ya sea con una cadena alimenticia natural o bien una cadena a base de
fitoplancton y rotiferos. Posterior a ello, se adicionan los huevos o prelarvas. Estas dos
ultimas variantes del método suelen no ser muy recomendables, puesto que parte de la fase
autotrdfica ocurre en un medio muy poblado, lo cual en ocasiones perturba a las prelarvas

(Divanach y Kentouri, 2000).

1.5.2.3.4.- Métodos de agua clara- Filosofia intensiva.

Es un método en el cual no se utiliza fitoplancton y esta siempre asociado a altas
tasas de renovacion de agua >10%/h lo que imposibilita el desarrollo de microorganismos
endogenos. Se utiliza generalmente con especies, como la lubina, que aceptan rapidamente
los nauplios de Artemia en su primera alimentacion. O bien asociado a sistemas de
alimentacion automatica capaces se suministrar alimento con una calidad nutritiva elevada

(Divanach et al., 2002).
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1.5.2.3.5- Técnicas neo-verde.
Esta es una nueva técnica que todavia estan siendo testada en muchas instalaciones
a nivel experimental, utilizando generalmente fitoplancton crioconservado o producido en
sistemas de cultivos heterotroficos, como pastas y liofilizados de microalgas (Divanach et
al., 2002).

1.5.3.- Alimentacion larvaria.

1.5.3.1.- Microalgas.

La utilizacion de microalgas en necesaria tanto para la alimentacion directa de las
larvas (en algunos peces), o como base de la cadena alimentaria para la produccién masiva
de zooplancton (rotiferos, Artemia y copépodos). En la cria larvaria de peces, las
microalgas son utilizadas principalmente para la produccion masiva de alimento vivo, sin
embargo también se utiliza directamente en los tanques de cultivo “técnica del agua
verde”, ya que la presencia de la microalga en el tanque colabora con la estabilizacion de la
calidad del agua en sistemas cerrados ayudando en la produccion de oxigeno y en la
remocioén de productos metabolicos, funciona como fuente indirecta de alimento ya que
mantiene la calidad del zooplancton, generando una pequefia cadena alimenticia,
incrementa la captura del alimento debido a que mejora el contraste visual y la dispersion

de la luz, y por ultimo, ayuda en el control microbiano (Coutteau, 1996).

1.5.3.2.- Rotiferos.

Los rotiferos (Fig.10), fueron encontrados adecuados como alimento vivo para
larvas de peces debido a varias razones: forma, talla, color, poca movilidad, su posible
manipulacién bioquimica y su facil cultivo a altas densidades que permite suministrar
grandes cantidades a las larvas en cautividad. Ademas, en la actualidad los rotiferos sirven

como biocapsulas o vehiculos para transferir agentes terapeuticos a las larvas.

Fig.10.- Rotifero Brachionus sp.
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Debido a que son utilizados como unico alimento de las larvas de peces en las
primeras fases de su desarrollo, estos deben suministrar todos los nutrientes necesarios
para el adecuado desarrollo de sus depredadores (larvas) durante este periodo. Dentro de
estos nutrientes se incluyen los lipidos, proteinas, aminoacidos esenciales y vitaminas, la
mayoria de los rotiferos cultivados pueden tener ausencia de estos nutrientes por lo que
deben ser enriquecidos con microalgas y/o enriquecedores comerciales ricos en estos

nutrientes para ser ofrecidos posteriormente a las larvas.

1.5.3.3.- Artemia.

Después de la alimentacién con rotiferos, se suele continuar con Artemia sp.
(Fig.11), que aunque no forma parte de la dieta natural de peces, es una de las presas vivas
mas utilizadas en la cria larvaria de peces y crustidceos, debido principalmente a su
capacidad de producir cistes que pueden mantenerse en un estado latente durante largos
periodos de tiempo, lo que permite que sean procesados y envasados para su
comercializacion, evitando asi la realizacion de un cultivo continuo como en el caso de los

rotiferos.

Los nauplios de Artemia presentan un tamafo que oscila entre 400 y 500 um, que
los hace adecuados como segunda alimentacion de un gran nimero de peces e incluso
como primera de algunos. Su valor nutritivo es relativamente alto debido a sus reservas
vitelinicas, ademads, es un organismo filtrador no selectivo, lo que le brinda la capacidad de
retener cualquier tipo de particulas organicas o inorgdnicas siempre que estas tengan un
tamafio adecuado, permitiendo asi que su valor nutritivo pueda ser mejorado con
enriquecedores, comunmente se utilizan emulsiones de aceites de origen marino y a su vez
se puede utilizar como medio de transporte de otras sustancias como medicamentos,
vacunas etc. Sin embargo, este enriquecimiento implica un crecimiento de la Artemia, por
lo cual en la acuicultura se utilizan tanto nauplios (Artemia recién eclosionada) como

metanauplios enriquecidos (24 horas después de la eclosion)
Sin embargo, el uso de Artemia, presenta algunos inconvenientes importantes,

como el ser un recurso limitado y el alto coste de los cistes. Ademas presenta un valor

nutritivo variable segun el lugar de procedencia de la misma (Versichelle ez al., 1989).
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Fig.11.- Metanauplio de Artemia sp.

1.5.3.4.- Copépodos.
Los copépodos marinos son el alimento natural de la mayoria de las larvas de peces
y comprenden un gran numero de especies. Se han logrado cultivos de Calanoideos
(Calanus sp., Acartias sp., etc.), y Harpacticoideos (Tigriopus japonicus, Tisbe furcata,
etc.) (Stettrup y Norsker, 1997; Nanton y Castell, 1998; Schipp et al., 1999). Se ha
sefialado que los copepodos pueden tener un mayor valor como alimento de larvas de
peces que la Artemia porque su perfil nutricional es mas adecuado para los requerimentos

de estas (Delbare ef al., 1996; Nanton y Castell, 1998; Payne et al., 2001)

Su tipico movimiento en zigzag, es un importante estimulo de aceptabilidad para
muchos peces, los cuales los prefieren antes que a los rotiferos, otra ventaja del uso de los
copépodos es que las especies bentonicas como Tisbe sp, mantienen las paredes y el fondo
de los estanques de cultivo libres de microalgas y detritos por el pastoreo (Delbare et al.,
1996). Otra de las ventajas de su uso como alimento de larvas de peces es que pueden ser
administrados como nauplios, copepoditos o adultos. Sin embargo, presentan limitaciones
ya que estos organismos presentan ciclos de vida largos, comparados con los otros
alimentos vivos. Asi, su desarrollo puede durar desde una semana hasta un afio y su

longevidad va desde seis meses hasta un ano (Delbare et al., 1996)

1.5.3.5.- Destete.
A pesar de las excelentes caracteristicas que presentan los alimentos vivos en la cria

larvaria, su utilizacion constituye uno de los costes mas importantes en una produccion, ya
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que se deben realizar cultivos de los mismos lo que genera gastos de equipamiento, mano
de obra y mantenimiento. Ademas, el alimento vivo puede presentar problemas, tanto de

abastecimiento como de calidad nutricional (Sorgeloos, 1980; Watanabe el al., 1983).

Es por esto, que el destete se debe realizar lo mas temprano posible, ya que como
sabemos es el proceso en el cual se sustituye gradualmente el alimento vivo por alimento
inerte, siendo de gran importancia el tiempo de co-alimentacion, ya que los peces
presentan una preferencia natural por el alimento vivo (Dutton, 1992; Fernandez-Diaz et

al., 1994).

Por ello, es de gran interés el desarrollo de microdietas que contrarresten los
problemas ocasionados por el uso del alimento vivo. Las microdietas ofrecen una serie de
ventajas como son: facil disponibilidad, costes de produccion mas bajos y ademads ofrecen
la oportunidad de introducir nutrientes que no estén disponibles en el alimento vivo

(Rosenlund et al., 1997).

A pesar de todas estas ventajas, los esfuerzos por sustituir las presas vivas por
alimento inerte so6lo han tenido un éxito parcial, tanto en lo que se refiere al numero de
especies a las que se puede aplicar, como a la supervivencia obtenida (Adron et al., 1974;

Kanazawa et al., 1982; Walford et al., 1991; Shen et al., 2001; Fletcher et al., 2007)

Las microdietas comunmente utilizadas en la alimentacion larvaria pueden
clasificarse en: microparticulas que utilizan algin tipo de aglutinante para mantener
unidos los nutrientes ; microencapsulados donde los nutrientes se protegen por medio de
una pared semipermeable; y particulas complejas, que son microcapsulas mas complejas
que tienen la capacidad de liberar atrayentes de bajo peso molecular, tales como
aminoacidos libres, con objeto de aumentar la ingestion por parte de la larva, pero que a su

vez retengan con mayor eficacia vitaminas, minerales y en general su contenido nutritivo

(Ozkizilcik y Chu, 1996)
1.6.- Cultivo del género Seriola.

La eleccion de especies del género Seriola como candidatas para la acuicultura se

basa en las mismas razones que las dadas por Mateos (2007) para la corvina:
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1. Buscar una nueva especie que pudiera contribuir a diversificar los cultivos existentes
en el area Mediterranea, dorada y lubina, ya que por un gran aumento de la produccion
de estas especies el mercado se encontraba en una situacion de precios bajos y de no
incremento de consumo. Desde muchos foros distintos se apostaba por la

diversificacion de cultivo como un remedio a la crisis existente.

2. Buscar una especie que tuviera un mejor comportamiento que las ya cultivadas,
mayor crecimiento en menor tiempo, mejores indices de conversion que ayudaran a

disminuir los costes de produccion.

3. Buscar una especie similar al salmon atldntico, que al tener mejor crecimiento hiciera
viable obtener animales de una talla grande para un procesado con bajas perdidas, cosa
que no era posible con la dorada y la lubina. De esta forma se podria ofrecer al

consumidor nuevos productos (eviscerados, filetes, precocinados, etc).

4. Esta nueva especie deberia ser conocida y apreciada por el consumidor, para que la

campaiia de introduccidn fuera mas sencilla y menos costosa.

5. Por ultimo y lo mas importante, que fuera una especie apta para realizar su cria
integral, desde el huevo a la talla comercial adaptandose a los sistemas de cultivo

existentes.

Ademas las especies de este género tienen un rapido crecimiento, amplio mercado y
precios relativamente altos en el mercado internacional, que segun FIS (2005) oscilan entre
los 7,10 y 7,25 US$/kg en el mercado japonés, y entre 7'y 11 EUR/kg en el mercado
europeo. No obstante, a nivel de acuicultura se ha fijado un precio de 7,76-11,64 EUR/kg
(Nash, 1995) . Segln los datos proporcionados por FIS (2005) y asentadores
internacionales, los principales mercados donde se comercializan especies de este género
en el mundo son: Aci Trezza (Italia); La Nueva Viga (México); Fulton y Filadelfia

(EE.UU.); Tsukijit (Japon) y Auckland (Nueva Zelanda).

El interés por la produccion de especies del género Seriola en cautividad a nivel
mundial ha ido aumentando en los ultimos 20 afios. En Espana este interés es mucho mas

reciente. Existen distintos organismos que han incorporado tanto al pez limoén o medregal
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limon como al medregal negro a sus lineas de investigacion para contribuir a la

diversificacion de la acuicultura.

Entre los anos 1987-1991 se realizdo un proyecto JACUMAR sobre localizacion,
captura y engorde de alevines salvajes de pez limon o medregal limén, en el que
participaron técnicos € instalaciones de Catalufia, Murcia y Baleares. En ese mismo
proyecto se estabularon reproductores de esta especie en jaulas y se obtuvieron huevos
mediante induccion hormonal, aunque no se obtuvieron alevines. Por su parte, el Centro
Ocenanogrrafico de Murcia, del Instituto Espafiol de Oceanografia dedicé asimismo
importantes esfuerzos economicos a la reproduccion de la especie sin obtener alevines. En
2004 el Centro Ocenanografico de Canarias, del Instituto Espafiol de Oceanografia
consiguid la reproduccion natural del pez limén o medregal limén en cautividad.
PROMAN, empresa pionera en la produccion de esta especie a nivel nacional, estabula en
2003 el primer stock de reproductores salvajes, realizando a lo largo de estos ultimos afios,
distintos ensayos encaminados a la obtencion de huevos, asi como al posterior cultivo
larvario, llegando a producir en 2008 cerca de 30.000 alevines con unas perspectivas, para

el afio 2009, de 100.000.

Los sistemas de cultivo para el género Seriola a nivel mundial, varian segun la
especie. Asi el cultivo de la seriola coreana (Seriola quinqueradiata) en Asia
(principalmente Japon y Corea), se realiza en forma de semicultivo, puesto que el cultivo
larvario atin no se ha puesto a punto a escala industrial. El proceso de cultivo se compone
de tres etapas bien diferenciadas: recoleccion de los alevines en el medio natural (2,5 - 5
cm), cria de los alevines hasta el estado juvenil (5 - 15 cm), y engorde de juveniles hasta su
tamafio comercial (> 40 cm). La mayoria de los cultivos se limitan al uso de sistemas con

estructuras flotantes en regiones litorales protegidas.

El cultivo de la seriola coreana, es la base de un importante sector de la acuicultura
en Japon. Esta especie ha sido cultivada en Japon durante los ultimos 70 afios, pero la
produccion no aumentd sustancialmente hasta mediados de la década de 1950. El cultivo
de especies del género de la Seriola significa mas del 60% de los peces marinos

producidos por la acuicultura en Japon.

Casi todas las investigaciones realizadas con pez limén o medregal limén se basan

en los juveniles capturados en el medio natural, o de los huevos producidos a partir de la
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induccion hormonal de los ejemplares maduros obtenidos en el medio silvestre (Tachihara
et al., 1993; Jover et al., 1999; Nakada, 1999; Lazzari et al., 2000; Mazzola et al., 2000;
Pastor et al., 2000). La maduracion y el éxito del desove se ha logrado con el uso de
analogos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRHa) (Mylonas et al., 2004).
Ademads, la obtencion de semilla se logré con éxito utilizando la tecnologia del

mesocosmos (Papandroulakis et al., 2005).

El medregal del cabo (Seriola lalandi) tiene un gran demanda en lugares como
Australia y Nueva Zelanda, donde han desarrollado tecnologias de cultivo similares.
Mientras que la produccion japonesa de seriola coreana se basa casi totalmente en la
captura de juveniles silvestres (unos 100 millones de alevines al afio, que se cultivan en
unas 3000 explotaciones), en Australia. y Nueva Zelanda la produccion de semilla es

totalmente dependiente de los reproductores criados artificialmente.

El Grupo STEHR ha llevado a cabo ensayos de engorde del medregal del cabo
durante los veranos de 1998/1999 y 1999/2000. Las pruebas convencieron al Grupo

STEHR del gran potencial de esta especie para la produccion en acuicultura intensiva.

En 2006, CLEAN SEAS tomo¢ el control del mercado del medregal del cabo en
Australia. La produccion total, en Australia del Sur es cada vez mayor, de
aproximadamente 1.500 toneladas en 2005/06, a alrededor de 3.370 toneladas en 2007/08.
CLEAN SEAS ha ampliado sus operaciones de exportacion a Europa del Este. Esta
especie ya esta disponible en mercados de Italia, Holanda, Alemania, Francia, Reino Unido

y Suiza.

En el 2009, la empresa ACUINOR (Acuicola del Norte S.A., Chile), fue la
segunda en el mundo que obtuvo una produccion industrial de juveniles de medregal del

cabo.

1.7.- Cultivo del Medregal negro (Seriola rivoliana).
En el afio 1995, en el Ecuador se obtuvieron desoves naturales de medregal negro
en salas de maduracion en tres laboratorios diferentes (CINCO S.A., CRIDEC C.A. y
GRANJAS MARINAS DEL ROSARIO). En esta experiencia reportada por Benetti y
colaboradores (1995), los medregales negros fueron cultivados en jaulas flotantes, puestas

en los canales de entrada de agua de una granja camaronera. La supervivencia final fue de

48



Introduccién

15% y la tasa de conversion alimenticia fue casi de 5.0 (Benetti et al., 1998). Desde el
2002, el CENAIM (Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas) ha venido
realizando investigaciones sobre el cultivo de medregal negro, colaborando en varios
aspectos con una empresa privada que desarrollaba el cultivo de peces marinos, y como
parte del esfuerzo se esta trabajando para mejorar la supervivencia en esta fase, en base al
manejo del alimento y de estrategias para la alimentacion..

El medregal negro se produce de forma industrial en Hawai, por KONA BLUE
WATER FARMS. El proceso de la cria del medregal negro comienza con los
reproductores, estos desovan naturalmente, sin induccion hormonal. Pasan unas 6-10
semanas en las instalaciones en tierra y después son transferidos a las jaulas sumergidas
(Fig. 12), que estan a un km de la costa de Kona, a una profundidad de unos 60 metros, y
permanecen alli 8-10 meses que es cuando se produce la cosecha. Actualmente KONA
BLUE es el primer criadero de esta especie, produciendo en 2008 alrededor de 500

toneladas de Kona Kampachi, nombre comercial que le dan al medregal negro.

Fig.12.- Jaula de KONA BLUE.
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2.- Objetivos

El medregal negro (Seriola rivoliana) es una de las especies que puede contribuir a
la diversificacion de la acuicultura. Es una especie de gran interés debido a su rapido
crecimiento y a la buena calidad de su filete. Al igual que cualquier otra especie, el
éxito de su produccion depende de la obtencién de semillas de buena calidad y en
numero suficiente. Por esto es importante optimizar la supervivencia y crecimiento
larvario, fundamentalmente, mediante la realizacion de estudios de alimentacion
larvaria y de las condiciones técnicas del cultivo. Por otro lado, es esencial la
realizacion de esta fase del cultivo de una manera menos compleja y costosa, para lo
cual es necesaria la utilizacion temprana de alimento inerte y disminuir asi la

dependencia del alimento vivo

El objetivo general de este trabajo fue el de desarrollar un primer protocolo de
cultivo estandar para esta especie. Para ello se realizaron seis experimentos que han

pretendido aportar informacion acerca de ello

53



Material y Métodos

3. Material y métodos

55



Material y Métodos

3.- Material y métodos

3.1.- Localizacion del estudio.

El presente trabajo fue realizado en la planta experimental de cria larvaria y

produccion de alevines (mesocosmos) del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM).

3.2.- Especie objeto del estudio.

3.2.1. Nomenclatura

Phyllum: Chordata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Carangidae
Género: Seriola

Especie: S. rivoliana

El medregal negro, Seriola rivoliana (Valenciennes, 1783) pertenece a la familia
Carangidae, que esta formada por 33 géneros y 140 especies. Las especies de este género
son principalmente marinas; raramente salobres. Distribuidas por el Atlantico, Indico y

Pacifico. (Froese y Pauly, 2010).

3.2.2. Descripcion

El Medregal negro, se caracteriza por tener el cuerpo alargado, levemente
comprimido y moderadamente alto. Posee 8 espinas dorsales, 27-33 radios blandos
dorsales, 3 espinas anales y 18-22 radios blandos anales. La coloracion del pez es bastante
variable, posee dorso marron o aceitunado a verde azulado; flancos y vientre mas claro; en
adultos, una franja oscura vertical en la nuca y una franja lateral oscura, que se extiende
hacia atras y hacia arriba a partir del ojo. Alcanza una talla de 160 cm y un peso méaximo

de 59Kg (Froese y Pauly, 2010) (Fig. 13).
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Fig.13.- Ejemplar de medregal.

3.2.3. Distribucion
Esta especie se encuentra distribuida a lo largo de las zonas subtropicales de los
océanos Indico, Atlantico oeste y Pacifico oeste, desde los 43°N - 38°S, y 180°W-180°E.
(Froese y Pauly, 2010). Es un depredador peldgico, muy comun en Azores y Canarias,

siendo frecuente encontrarla asociados a Seriola dumerili (Santos et al., 1997), (Fig. 14).

— i -

Fig.14.- Distribucion mundial de la Seriola rivoliana (Froese y Pauly, 2010).
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3.2.4. Habitat

Es un pez marino, teledsteo, carnivoro, de gran fuerza y veloz, que tiende a ser
migratorio debido a la busqueda de alimento y para la reproduccion de la especie (Fig. 15).
La forma de reproduccion de estos peces, es por fertilizacion externa. Los huevos de los
peces de este género son pelagicos, tienen forma esférica y sin coloracion. Es un pez
pelagico, demersal y epibentdonico que se encuentra en aguas abiertas cerca de la
superficie. Estd asociado a arrecifes marinos en un rango de profundidad de 5-160 m,
(Lieske y Myers, 1994), aunque normalmente se encuentra entre los 5 y 35 m (Gasparini y
Floeter, 2001). Son oportunistas, con una dieta que varia en funcion de su tamafo. En el
medio natural se alimentan principalmente de moluscos, crustdceos, equinodermos y peces
pequetios. Cuando tienen una talla de 4 cm, su alimentacion consiste principalmente en
copépodos. A medida que crecen comienzan a alimentarse de peces pequefios, y una vez

que han alcanzado los 15 cm comienzan a predar sardinas y calamares.

Fig.15.- Ciclo de vida del medregal negro.
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3.3.-Tanques

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

poliéster reforzado con fibra de vidrio y fueron de dos tipos:

. Tanques de 40 m3

Los tanques tienen un didmetro de 5 m y una profundidad de 2,35m en la parte
central (Fig.16) y cuentan con una entrada de agua en su parte superior y dos desagiies
situados en el fondo, uno de ellos en posiciéon central y el otro en posicion lateral. La
entrada y salida de agua varia a lo largo del periodo de cultivo, de acuerdo con la secuencia
alimentaria. Asi, durante las primeras fases de alimentacion con presas vivas, la entrada de
agua se realiza por el fondo y la salida por la superficie. Una vez se introducen las dietas

inertes el sistemas se invierte para favorecer la limpieza del tanque.

Fig. 16.- Tanque de cultivo de 40 m’.
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. Tanques de 2 m3

Los tanques tienen un diametro de 1,5m y una profundidad de 2 m (Fig. 17), en su
parte mas profunda. Con sistema de circuito abierto de agua de mar previamente filtrada y
esterilizada mediante radiacion UV. La entrada de agua de estos tanques se realiza por el

fondo y la salida por la superficie.

En ambos tipos de tanque, el fotoperiodo fue de 12-12, luz-oscuridad, con
iluminacion tanto natural como artificial. Diariamente se midieron el oxigeno disuelto y la

temperatura.

Fig.17.- Tanque de 2 m’.

3.4.-Cultivos auxiliares

Para el desarrollo de los diferentes experimentos fue necesaria la realizacion de una
serie de cultivos auxiliares para la produccion de “alimento vivo”, que es el conjunto de
organismos que se utilizan como alimento de las larvas de peces marinos en sus primeras
etapas, antes de la alimentacion con dietas inertes, y que por sus caracteristicas biologicas

necesitan ser producidos en condiciones especificas dentro de las propias instalaciones.
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3.4.1.- Cultivo de fitoplancton

Se utilizé la microalga Nannochloropsis sp. (Fig.18) El cultivo se realizo en bolsas
de 50, 230 y 4601, con una mezcla de agua dulce y salada, para obtener una salinidad del

25%o.

Cloroplasto
Tilacoides

Fig.18.- Esquema de una célula de Nannocloropsis sp.

El sistema de cultivo empleado para la produccion masiva de fitoplancton, fue de
tipo “Bach” o sistema cerrado (Fig. 19). Las cosechas se realizaron cuando el cultivo se
encuentra en su fase exponencial de crecimiento, es decir, cuando la concentracion se

encontraba entre 250 — 300 millones de células /ml.

El protocolo consistio en la introduccién de un indculo algal a una concentracion

inicial de 1,57{106 cells/ml en las bolsas de 50 1 llenas con el agua de mar al 25%o0 de
salinidad, y la adicion de un fertilizante comercial (Nutri-Phyt; Fitoplancton marino S.L,
Puerto Santa Maria, Espafa). A cada bolsa de cultivo se le introdujo un difusor a una
distancia de 15cm del fondo, a través de los cuales se suministro aireacion para favorecer
la mezcla del medio y evitar la sedimentacion de las células. Al quinto dia de cultivo se
aflade formaldehido (38%) (Panreac, Espafia) a una dosis de 0.05 ml/l, para eliminar los

posibles contaminantes.

La cosecha de las bolsas de 50 1 se utilizo como indculo para el cultivo de las de
2301, y las de 230 I a su vez como indculo de las de 4601. El fitoplancton producido en las
bolsas de 460 I se utilizo en el proceso de cultivo de larvas para la aplicacion de las

técnicas de agua verde, y para la alimentacion de rotiferos.
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Fig. 19: Bolsas de cultivo de fitoplancton de 230 y 460 litros.

3.4.2. Cultivo de rotiferos

El rotifero utilizado fue Brachionus sp. (Fig.20).

Fig.20.- Rotifero (Brachionus sp).
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Para el proceso de produccion masiva de rotiferos se utilizaron tanques cilindricos

de fibra de vidrio, con una capacidad de 1700 1 (Fig.21).

Fig.21.- Tanques de produccion de rotiferos.

Los cultivos se iniciaron con una concentracion de aproximadamente 300 rot/ml,
los ciclos duraron 8 dias (Tabla IV). Los dias 4 y 6 se realizaron cosechas de 4001 que
fueron repuestos con agua de mar con una salinidad del 25%o. Al 8° dia se procedio a la
cosecha del volumen total y se reinicio de nuevo ciclo. Tras la cosecha, los rotiferos fueron

sumergidos durante 1 minuto en agua dulce para eliminar posibles contaminantes.

Los medios y pardmetros fisicoquimicas utilizadas en la produccion de rotiferos
fueron: agua esterilizada con UV; una T* entre 20 y 25°C; salinidad de 25 ppm;
fotoperiodo natural; aireacion con un unico difusor central; e inyeccion de oxigeno cuando

el nivel es inferior a 3,5 ppm.

Para conocer el estado del cultivo, se controld diariamente el nimero total de
rotiferos y el % de hembras ovigeras. Para ello, se tomaron tres muestras de 0,5 ml de una
muestra recogida en el centro del tanque de cultivo, y se contaron sobre una placa de
contaje. También se anotd la actividad de los individuos calculada de forma visual (alta-

media-baja), y la presencia de contaminantes, como ciliados y copépodos. Diariamente, se
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tomaron medidas de temperatura y oxigeno disuelto a las 9:00 y a las 15:00 con una sonda

portatil (Mod. Handy Polaris, OxyGuard; Birkerad, Dinamarca).

Para la alimentacion se utilizd levadura de pan seca(Sccharomyces cerevisiae) a
una concentracion de 0,4 g/millon de rotiferos. El dia de inicio del ciclo se afiadio también
fitoplancton liofilizado, en una concentraciéon de 0,1 g/millon de rotiferos. La alimentacion
se hizo manualmente a las 09:00 y a las 15:00 horas, y mediante un alimentador

automatico, a partir de las 18:00, cada 6 horas.

Antes de utilizar los rotiferos como alimento de las larvas, se procedid a su
enriquecimiento con DHA Protein Selco (INVE, Belgium,) y Spirit (INVE, Belgium)
dependiendo del experimento. Para ello se trasvasaron a 2 tanques de 500 litros (Fig.22),
uno de ellos para la alimentacion de las larvas por mafiana, que era cosechado a las 08:30 y
otro para la alimentacion de la tarde, cosechado a las 14:00. En el tanque de la mafana el
enriquecimiento se hacia mediante un dosificador automatico programado para dar el
producto a las 02:00 y a las 05:00. Al segundo de los tanques, se le suministrd el
enriquecedor de forma manual a las 08:00 y a las 11:00. Una vez enriquecidos, los
rotiferos fueron filtrados en una bolsa de malla de 63 pm de luz y enjuagados con agua de
mar para eliminar posibles impurezas. Después fueron concentrados en un cubo de 20 1 y
contados. Se realizaron tres contajes de 0,5 ml, tomados de una muestra de 5 ml diluidos

en 250ml de agua salada.

Con objeto de realizar andlisis bioquimicos de los rotiferos, tanto de los
alimentados con levadura como de los enriquecidos, estos fueron filtrados con una red de
62 micras y lavados con agua dulce. A continuacion, se secaron mediante papel de filtro,
tras lo cual la muestra fue inmediatamente congelada a —80° C. Se procedi6 también a la

toma de muestras de los enriquecedores para su analisis.
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Fig.22.- Tanque de enriquecimiento de rotiferos.

3.4.3. Cultivo de Artemia

Se utilizaron cistes Artemia (Tipo EG; INVE, Dendermode, Bélgica), (Fig.23)

Fig.23: Artemia
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Dentro del protocolo de utilizacion de Artemia (Tabla II), el primer paso consistio
en la descapsulacion, proceso en el que se elimina el corion, para evitar la posible
introduccion de patdogenos, y la disminucion de la calidad del agua, por el exceso de
materia organica en el tanque de las larvas. Para este proceso es necesario hidratar los
cistes, para lo que se utilizan 10-12 1 de agua salada por cada kg de cistes, y se hidratan
durante 45 min-1 h 30 min en un tanque con aireacion fuerte. Posteriormente los cistes se
cosechan con una malla de 125um, se lavan con agua salada eliminando después, toda el
agua posible. El siguiente paso consiste en la eliminacion del corion mediante una solucion
concentrada de hipoclorito sddico, para esto se anaden 41 de agua de mar, 350 gramos de
hipoclorito sédico, y 66 gramos de NaOH por cada kg de cistes hidratados en el mismo
tanque anterior. El proceso termina cuando se produce un cambio de color de los cistes de
marrén a anaranjado, y que suele durar unos 5 minutos. Cuando los cistes han cambiado de
color se cosechan en la malla anteriormente citada y se lavan con abundante agua salada

durante unos 15 minutos para eliminar el cloro que pueda quedar.

Para la conservacion de los cistes, estos se guardan en salmuera (Tabla III). Para
ello se elimina la mayor parte de agua y se afiade por cada kg de cistes secos 41 de agua
salada y 1,17kg de sal marina, al final tenemos una concentracion de 139g de cistes/l de

salmuera. Esta salmuera se mantiene en la camara de frio en ausencia de luz.

Tabla I1.- Protocolo de descapsulacion de Artemia (Roo, 2009)

Hidratacion: 45'- 10 30", 10-12 litros de agua por kg de ciste seco.

Descapsulacion Artemia (Kg) Higoclon'to(z) Lejia(l) NaOH (g) Agua de mar(l) Vol total

Lejias varias 101 025 81.5 219 16.5 131 33

Indice de Refraccion: 1352 0.50 175 438 33 26 7

Conc. Gram/l 40 10 350 8.75 66 53 14
15 525 13.13 9 79 21
20 700 1750 132 105 28
25 875 21.88 165 131 35
30 1.050 2625 198 158 2
40 1.400 35,00 264 210 36
50 1.750 43,75 330 263 70
6.0 2100 5230 396 315 84
7.0 2450 61.25 462 36.8 98
15 2625 65.63 495 394 105

Notas

Lejia: 0.35 gramos de hipoclorito por gramo de cistes secos(INVE).

Sosa: 66g de NaOH por kilogramo de cistes secos.

Antiespumante. Ope: 250-500ppm, 0.25-0.5 g/l

Agua de mar: La necesaria para alcanzar una concentracion final de 14 Ukg de ciste secos.

Tiempo: 5-8min, segin cambio de color (pardo-naranja).

Neutralizacion :Lavar con agua de mar abundante durante 20 min, tb puede utilizarse 50g Tiosulfato/kg ciste. Se puede comprobar la presencia de restos de C1 con ortotolidina

u otro detector de cloro.
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Tabla III.- Protocolo de conservacion de Artemia en salmuera (Roo, 2009)

Salmuera Artemia (Kg) Sal (kg) Agua (1) Vol final(l) Conc. Final
0.25 0.29 1.00 1.79 1394
0.50 0.59 2,00 3.59 1394
1.0 1.17 4,00 7,17 1394
1.5 1.76 6.00 10,76 1394
2.0 234 8.00 1434 139.4
25 293 10,0 17,93 1394
3.0 3.52 12.0 21.52 1394
4.0 4.69 16.0 28.69 1394
5.0 5.86 20.0 35.86 1394
6.0 7.03 24.0 43.03 1394
7.0 8.20 28.0 50.20 1394
7.5 8.79 30.0 53.79 1394

Notas

Agua: 4] agua de mar( 37% ) por kg de cistes secos.

Sal:330 g sallitro - g de sal en agua de mar.

Cistes:

VT= Agua + sal + Cistes(2*peso en seco)

Concentracion: Kg descapsulado/VT

Produccion teérica: HE* gramos sembrados

Conservar en ausencia de luz en lugar fresco(<10°).

Para la eclosion de los cistes, se pone la cantidad de salmuera necesaria el dia
anterior en un tanque con agua de mar filtrada y esterilizada con UV, con una aireacion
central fuerte, iluminacion de 24h y un calentador que lleva la temperatura del agua hasta
unos 28-29° C. La densidad de siembra utilizada fue de 1,8g/1. Después de la eclosion se
obtienen los nauplios de Artemia, que son utilizados en la primera fase de alimentacién con
este crustaceo. En la siguiente fase se utilizan metanauplios, que son enriquecidos para
mejorar su valor nutritivo. Para la obtencion de estos se ponen los nauplios en un tanque
igual al utilizado para su eclosion, con las mismas condiciones pero sin calentar el agua. Se
llena de agua de mar esterilizada y se siembran nauplos a una concentracion de 250-
300/ml. El enriquecedor utilizado fue la emulsién lipidica Easy DHA Selco (Inve,
Dendermonde, Bélgica), se afiade una cantidad de 0,6g/1, en una unica dosis, al inicio del
periodo de enriquecimiento. El tiempo de enriquecimiento de los nauplios fue de 18-24
horas. Una vez enriquecidos los metanauplios se filtraron en una bolsa de 125um de luz de
malla, y se lavaron con agua de mar para eliminar los posibles restos de la emulsion
enriquecedora concentrandolos posteriormente en un cubo de 20l. Los metanauplios

enriquecidos se anadieron manualmente al tanque larvario.

3.5.-Reproductores

Los ejemplares de medregal negro, fueron capturados en la costa SO de Gran
Canaria por barcos artesanales. Las artes utilizadas fueron nasas de profundidad, con

dimensiones entre 2,5 y 3 m de diametro, y 0,85 y 1,10 m de altura. Los peces una vez
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capturados, se mantuvieron en circuito abierto en los viveros de las embarcaciones hasta su
llegada al puerto de Mogan (Gran Canaria). A continuacion fueron trasladados por
carretera en tanques de 5001 con oxigeno disuelto. A su llegada a las instalaciones, los
peces se trasladaron a un tanque de 10m’ de capacidad. Una vez aclimatados a las
condiciones de cultivo, los peces fueron anestesiados utilizando aceite de clavo, y se
determinand la longitud estandar (LS), y peso total (PT), procediendo al marcaje mediante
microchip subcutaneo, PIT (Trovan Ltd. Reino Unido). Los peces se alimentaron dos veces
por semana con pienso comercial (Vitalis Repro ™), y una vez a la semana con alimanto

fresco (calamar y mejillon).

3.6.-Induccion

Para determinar el grado de madurez de las hembras, se realizaron biopsias ovaricas
que se llevaron a cabo utilizando un catéter, con un didmetro interno de 1,3 mm (Kruuse,
Dinamarca), introduciéndolo por el poro genital (Fig.24). Cada muestra de ovario se
observo en un proyector de perfiles (Mitutoyo PJ-3000A, Kanagawa, Japon) y se estimad

el diametro de 100 ovocitos seleccionados al azar.

Se indujo semanalmente a los reproductores, mediante una inyeccién hormonal de

GnRHa(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Missouri, USA), con una dosis de 20 pg/kg, con el

objetivo de asegurar la puesta (Fernandez-Palacios et al., 2009).

Fig.24.- Induccion a la puesta: canulacion e inyeccion hormonal.
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3.7.- Puesta

Los huevos se recogieron en un colector de 500p de malla que se colocaba en la
salida superior de agua de los tanques de los reproductores. Una vez recogida la puesta se
realizd la decantacion de huevos en vasos de 51 de volumen, separandose, la fraccion
flotante (Fig 25) y la no flotante. Una vez seleccionada la fraccion flotante se procedié a su

recuento por volumetria y posteriormente a la siembra en los tanques de cultivo.

Fig.25.- Huevo viable de medregal negro.

Para el calculo de las tasas de eclosion y supervivencia larvaria se procedio a
transferir un nimero conocido de huevos, de 25 a 250, a cubiletes de PVC de 1litro para su
incubacion. El fondo estaba constituido por una malla de plancton de 500 um de luz, si
eran utilizados para el célculo de la tasa de eclosion y de 165 um, si eran utilizados para el
calculo de la supervivencia larvaria, para asi evitar la pérdida de larvas. Una vez
sembrados eran dispuestos en un tanque rectangular de plastico de 5001 de capacidad, con
circuito abierto de agua y aireacion permanente, de tal manera que la renovacion de agua y

la oxigenacion del interior de los cubiletes se realizaba a través de la tela de plancton.

Para cada puesta se sembraron 5 cubiletes para el calculo de cada uno de los dos

indices. Se utilizaron las siguientes formulas:

% Eclosion = (HyprtHmrrtHnerrtHarr) — (HurrtHarrtHyeretHynve) / Hyer X 100

% Supervivencia larvaria = (L¢/Hvpr) x 100
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Donde:

Hvrr = Total de huevos vivos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la fraccion flotante.

Hwmrer = Total de huevos muertos en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la fraccion flotante.

Hxnrrr = Total de huevos no fecundados en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la fraccion flotante.

Harr = Total de huevos anormales en las cinco muestras de 5 ml sacadas de la fraccion flotante.

Hyimne = Total de huevos muertos durante la incubacion.

Lc= Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido.

Para el célculo del porcentaje de eclosion, aproximadamente a las 48 horas de haber
sido sembrados los huevos, los cubiletes se introdujeron en un vaso de precipitado de
pléstico de 21. Tras remover todo, el agua era trasvasada a un catalizador de vidrio. Sobre
este se lavaba el cubilete para no dejar ningiin huevo adherido a ¢€l. El catalizador se
colocaba sobre una lamina de plastico negro y por contraste se contaba el niumero de

huevos no eclosionados decantados en el fondo y se aplicaba la férmula.

Para el calculo de la tasa de supervivencia, aproximadamente a las 96 horas, se
procedia de la misma forma, aunque en este caso lo que se contaba eran las larvas vivas

que habia, y posteriormente se aplicaba la formula.

También se utilizaba como indicadores de la calidad de puesta, la produccion total
de huevos, de huevos fecundados, de huevos flotantes, de larvas nacidas, y de larvas con el

saco vitelino reabsorbido, calculados utilizando los indices medios de las puestas.

El desarrollo organogénico se estudid utilizando una lupa Leica M125 y camara
DFC 295. La temperatura a lo largo del periodo experimental fue de 23°C£l y la
iluminacién fue una combinacion de luz natural y luz artificial con un fotoperiodo 12horas
-12 horas. Cada hora se tomaron muestras de los huevos para su fotografia. Las medidas
de los huevos se realizaron utilizando el proyector de perfiles (Mitutoyo PJ-3000A,

Kanagawa, Japon).
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3.8.- Experimentos de Cultivo semi — intensivo: Mesocosmos.

Se realizaron un total de 3 experimentos para lo que se sembraron 3 puestas
diferentes, la primera de 200.000 huevos fertilizados, y las dos siguientes de 160.000. Los
huevos tenian de 12 a 24 horas tras la fecundacion (HPF). El agua utilizada era filtrada, la
renovacion de agua se incrementd desde un 15% diario del volumen del tanque en las
primeras etapas hasta un 15%/h el dia 30. La salinidad del agua de mar se mantuvo
constante durante todos los experimentos (37%o). El oxigeno disuelto y la temperatura se
determinaron diariamente con una sonda Handy Polaris de OxyGuard (Birkerod,
Dinamarca). La iluminacion fue una combinacién de luz natural y luz artificial con un

fotoperiodo 12horas -12 horas.

En cuanto a la secuencia alimentaria (Tablas IV y V), se utiliz6 la técnica del agua
verde por lo que desde el dia 2 dpe se anadid diariamente fitoplancton vivo para mantener
una concentracion de 20-25 millones de cél/ml. La alimentacion inicial consistid en
rotiferos (Brachionus sp) enriquecidos como se ha descrito en el apartado de cultivos
auxiliares. Se mantuvo una concentracion 4-5 rotiferos/ml en el tanque larvario, ajustando
esta cantidad dos veces al dia (08:00;15:00). A partir del dia 9 dependiendo del
experimento, una vez al dia (11:00), se anadieron 5 nauplios/ml de Artemia, y 3 dias
después, hasta el fin del experimento, se afiadieron metanauplios de Artemia enriquecidos
con Easy DHA Selco a una concentraciéon de 5 metanauplios/ml dos veces al dia
(11:00;15:00 ). La concentracion de presas en el tanque (rotiferos y Artemia) se determind
mediante la toma, dos veces al dia (08:00;14:00) de muestras, antes de la adicion de presas
nuevas para restablecer la concentracion predeterminada. A partir del 5 DPE y hasta los 25
DPE, para la eliminacion de la pelicula lipidica, que se produce por los enriquecedores de
las presas vivas, se limpi6 la superficie de los tanques mediante el uso de un limpiador. El
destete dio comienzo alrederor del dia 18, segun el experimento, utilizandose microdietas
de la gama Genma Micro (Skretting, Francia) disefiadas para peces marinos. La
alimentacion con microdietas se realizo tanto de forma manual como automéatica mediante

alimentadores automaticos (T-Drum feeders, Arvotec Noruega).
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Tabla.VI.- Esquema del experimento 3

Edad Luz Flujo Cultivo Alimentacion
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3.9.- Experimentos de Cultivo intensivo.

Se realizaron tres experimentos para la que se sembraron un total de 160.000
huevos fertilizados de 12 a 24 HPF para el experimento 4, 120.000 en el 5 y 5.000 en el 6.
La renovacion de agua se increment6 desde un 15% diario del volumen del tanque en las
primeras etapas, hasta un 200% diario. La salinidad del agua de mar se mantuvo constante
durante todas las experiencias (37%o). El oxigeno disuelto y la temperatura se determinaron
diariamente con una sonda Handy Polaris. La iluminacidon era una combinaciéon de luz

natural y luz artificial con un fotoperiodo 12horas -12 horas.

En cuanto a la secuencia alimentaria (Tabla VII), fue la misma para los 3
experimentos. Se utilizo la técnica del agua verde, igual que en los experimentos de cultivo
semi-intensivos. Desde el dia 3 hasta el 30 DPE, la alimentacion consistidé en rotiferos
(Brachionus sp) enriquecidos como se ha descrito en el apartado de cultivos auxiliares. Se
mantuvo una concentracion 4-5 rotiferos/ml en el tanque larvario, ajustando dos veces al
dia (08:00;15:00) esta concentracion. Desde el dia 12 hasta el 15 DPE, una vez al dia
(11:00), se afiadieron 0,5 millones de nauplios de Artemia, y desde el dia 16 hasta el dia 30
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DPE se afiadieron 0,5 millones de metanauplios de Artemia enriquecidos con Easy DHA
Selco dos veces al dia (11:00;15:00 ). La concentracidon de presas en el tanque (rotiferos y
Artemia) se determin6 mediante la toma de muestras, dos veces al dia (08:00;14:00), antes
de la adicidon de presas nuevas para restablecer la concentracion predeterminada. A partir
del 5 DPE y hasta los 25 DPE se limpio superficie de los tanques mediante el uso de un
limpiador, para la eliminacion de la pelicula lipidica que se produce por los enriquecedores
de las presas vivas. El destete di6 comienzo el dia 23 utilizandose micro dietas de la gama
Genma Micro (Skretting, Francia) disefiadas para peces marinos. La alimentacion con
microdietas se realizo tanto de forma automética como mediante los alimentadores

automaticos ya mencionados.

Tabla.VII.- Esquema del experimento 4,5y 6
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3.10.- Medidas.

En todos los experimentos, cada 5 dias desde el inicio de la experiencia, se tomaron
muestras de 15 larvas y se determinaron la longitud total (LT), longitud estandar (LS),
longitud preanal (LPA), longitud del saco vitelino (LSC), didmetro de la gota lipidica
(DGL), didmetro del ojo (OJO), y altura cefalica (HC) (Fig.26). Las larvas se midieron tras
ser anestesiadas con una solucion al 1 %o de esencia de clavo natural. Las medidas se

realizaron utilizando un proyector de perfiles (Fig.27).

Para determinar el peso hiimedo, las larvas se colocaron sobre una red y se lavaron
con agua dulce y después con agua destilada para eliminar las sales. Posteriormente se
elimin6 el agua de la muestra con papel secante. Se colocaron 5 larvas en un portaobjetos
de cristal previamente marcado y seco, del cual se conocia su peso (Pc), y se determino6 el
peso humedo del conjunto (Pc) y larvas (L) en una balanza de precision (Mettler Toledo
AG 204, Ohio, USA). Para determinar el peso individual de las larvas se aplico la siguiente

expresion:

Pl=Pc+L)—(Pc)
n

Para la determinacion del peso seco, las larvas con el porta se secaron a 110°C, en
una estufa (Jouan EU 28, S. Herblain, Francia) Una vez alcanzado el peso constante se
sacaron de la estufa y se pusieron en un desecador durante 30min para adaptarlas a la
temperatura ambiente. Finalmente se peso el porta con las larvas( L). El peso individual de

cada larva (PI) se obtuvo mediante la expresion siguiente:

Pl=Pc+L)—(Pc)
n

La supervivencia final se determind mediante el contaje individualizado de las

larvas supervivientes de cada tanque.
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Fig.26- Medidas realizadas en las larvas: longitud total (LT), longitud estandar (LS),
longitud preanal (LPA), longitud del saco vitelino (LSC), diametro de la gota lipidica
(DGL), diametro del ojo (OJO), y altura cefalica (HC).

Fig.27.- Proyector de perfiles.

3.11.- Test de actividad.

En el experimento 3, se realizd un test de actividad (Fig.28) en el dia 30 de vida de
las larvas. Primero se determind la cantidad necesaria de anestésico para dormir a las
larvas sin matarlas, ya que sin anestesiarlas al sacarlas del tanque morian. Para esto se les
fue administrando desde 0,1ml hasta 0,4 ml de aceite de clavo al 5% por cada 100 ml de
agua. También se fue probando con diferentes tiempos de anestesia desde 25 hasta 40

segundos.
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Una vez determinada la cantidad y tiempo idéneo de anestésico (0,1ml durante 30
segundos), se procedié a realizar el test de actividad. El test consistid en dejar 5 larvas (una
de cada vez) fuera del agua durante diferentes tiempos desde los 10 segundos hasta los 2
minutos, y posteriormente dejar que se recuperaran en un cubo de 10 litros con agua de

mar y ver la supervivencia transcurridas 24 h.

3.12.- Métodos analiticos

A lo largo de la experimentacion se guardaron muestras de larvas, huevos, Artemia,

rotiferos y sus respectivso enriquecedores para su posterior analisis bioquimico.

Las muestras fueron guardadas a -80° C. Los andlisis bioquimicos se realizaron en
el laboratorio del Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
(ULPGC). Se hicieron determinaciones del contenido en humedad, cenizas, proteinas, y
lipidos totales. Con el fin de reducir el error analitico, todas las determinaciones por

triplicado.

3.12.1.- Humedad
Se calculo6 siguiendo el Método Oficial de Analisis de la Asociacion de Quimica
Analitica de Estados Unidos (A. O. A. C., 1995). El procedimiento consiste en secar en
una estufa a 110 °C una cantidad conocida de muestra hasta que el peso de la muestra se

hace constante, calculandose el porcentaje de humedad con la siguiente formula:
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%H =100 * (B-C)/(B-A)

Donde : A= Peso del pesafiltro
B= Peso del pesafiltro + peso muestra

C=Peso del pesafiltro + peso muestra una vez seca.

3.12.2. Cenizas
El contenido de cenizas se determin6 por medio de la incineracion de la muestra en

un horno mufla, a una temperatura de 600°C durante 24 horas, donde:

%Cenizas = 100 * (C-A)/(B-A)

Doénde : A= Peso del crisol.
B= Peso del crisol + peso muestra .

C=Peso del crisol + peso muestra una vez seca.

3.12.3. Lipidos

La extraccion de lipidos se realizo segiin el método de Folch ef al. (1957). El
método consiste en tomar por triplicado una cantidad de muestra entre 50-200 mg ,
afiadirle una solucion de 5 ml de Cloroformo:Metanol (2:1) con 0.01% de BHT y
homogeneizar en un Ultra Turrax (IKA-Werke, T25 Basic, Staufen, Germany), (Fig.29a) a
11.000 rpm durante 5 minutos limpiando una solucién de 5 ml de Cloroformo:Metanol
(2:1). Se anaden 2 ml de KCl al 0.88% para incrementar la polaridad de la fase acuosa, y
asi obtener una mejor separacion de las fases. Se agita y se centrifuga a 2000 rpm durante
5 minutos. Al finalizar, se elimina la fase superior y se filtra la inferior (fase organica) con
sulfato de sodio anhidro en el filtro a otro tubo previamente pesado (Fig.29 b).
Posteriormente, se evapora a sequedad con N2 y se determina el contenido de lipidos
totales de la muestra. Los lipidos totales extraidos se transfieren a un medio acido, para la
identificacion de 4cidos grasos y cuantificacion por cromatografia de gases. A los lipidos
totales secos, se les afiade 1 ml de tolueno con BHT y 2 ml de una solucion de
metanol:sulfarico al 1 %. Se agita fuertemente, se llena el tubo con N2, se sella y se deja
incubando 16 horas a 50°C en agitacion y oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se saca la
muestra, se deja enfriar y se le afiaden 3.5 ml de agua ultra pura, seguidos de 4 ml de
hexano:dietil éter 1:1 con BHT al 0.01%. Se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos.

Seguidamente se transfiere la fase superior que contiene los ésteres metilicos a otro tubo.
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En el primer tubo se repite el proceso afiadiendo tnicamente hexano:dietil Eter sin BHT
Posteriormente, se afiaden 3 ml de KHCO3 al tubo que contiene las fases superiores, se
agita y se vuelve a centrifugar. Nuevamente se procede a transferir la superior a un tercer
tubo previamente pesado y se evapora con N2. Se disuelven los FAMES con 1-2 ml de
hexano. Los ésteres metilicos obtenidos se purifican haciéndolos pasar por un cartucho
Set-Pack de NH2. Los FAMES purificados se evaporan a sequedad con N2 se pesa el
contenido del tubo y se diluye a concentracion de 40 mg de FAMES por ml de hexano. Se

pasan a micro viales y se congelan en un congelador —80°) hasta el momento de su

identificacion y cuantificacion en el cromatdgrafo de gases.

Fig.29.- Determinacion de lipidos: a) Ultra Turrax; b) Filtrado de la fase organica.

3.12.4. Proteinas
El contenido de proteinas se calculo mediante la técnica de Kjeldhal a partir del
contenido de nitrogeno total de las muestras. El método consiste en la digestion (Fig. 30)
de las muestras con acido sulfurico a 400°C con presencia de un catalizador de cobre
durante una hora, seguido de una destilacion con hidréxido sodico al 40% utilizando acido
borico saturado como sustancia receptora; finalmente se realiza una valoracién con acido

clorhidrico 0,1 M. para calcular el porcentaje de proteina se utilizo la siguiente formula:

%P=ml de HC]l consumido - HCI blanco*0,1*14,007%6,25*100/peso muestra mg.
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Fig.30.-Destilador de proteinas.

81



4. Resultados

83



Resultados

4.- Resultados

4.1.- Reproduccion
Los ejemplares capturados se aclimataron rapidamente a las condiciones de cautividad,
obteniéndose una supervivencia media del 75% tras tres afios en nuestras instalaciones. El

peso medio inical de 1,7 kg, en junio de 2006, se increment6 hasta los 6,0 kg en julio de

2009 (Fig.31).
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Fig.31.- Crecimiento en peso de los reproductores desde 2006 a 2009.

Durante el mes de mayo de 2009 se detecto la presencia de machos maduros, tréas la
obtencion de esperma mediante masaje y presion abdominal, en un rango de pesos de 2,3 a
4,4 kg. En el caso de las hembras, la biopsia gonadal indicé la presencia de ejemplares con
ovocitos mayores de 500 pm en un rango de peso de 5,1 a 7,3 kg. La induccidon hormonal,
tuvd como resultado la obtencion de 10 puestas durante los meses de julio a octubre. La
evolucion de los parametros de calidad de puesta se indican en la Tabla VIII. El nimero de
huevos totales, huevos flotantes, huevos fecundados, larvas eclosionadas y larvas con el

saco vitelino reabsorbido se indican en la figura 32.
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Tabla VIIL. indices de calidad de las puestas

% Larvas
Puesta Fecha % Fraccién % Fecundacion | % Eclosion con saco
flotante vitelino
reabsorbido
1 24/07/13 75,25 93,22 91,83 40,57
2 31/07/13 n.d 94,69 n.d n.d
3 06/08/13 80,99 91,64 79,95 40,29
4 14/08/13 52,22 97,7 75,03 40,29
5 21/08/13 70,20 92,81 68,23 38,57
6 05/09/13 89,14 97,01 84,9 75,08
7 12/09/13 46,94 88,14 82,63 47,22
8 19/09/13 88,75 93,00 69,27 42,83
9 03/10/13 93,57 97,97 96,96 93,33
10 24/10/13 57,00 79,44 62,5 53,33
Media 72,67+17,22 92,56+5,5 79,03+11,37 | 52,39+19,14

Nota: n.d= datos no disponibles

El ntimero total de huevos que se produjeron a lo largo del periddo de puesta fue de

2.755.952, produciéndose las puestas mas numerosas durante el mes de agosto, con 1,27

millones de huevos. La mejor puesta en terminos de calidad, fue la puesta n° 9, teniendo

los porcentajes de flotabilidad, fecundacion, de eclosion y de larvas con saco vitelino

reabsorbido mas elevados.
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Fig.32.- Evolucion de los parametros de calidad de puesta.

En términos generales, la tasa media de la fraccion flotante (FF) fue de un 72,67 +
17,22 %, mientras el porcentaje de fecundacion medio fue de 92,56 £5,5 %. La tasa de
eclosion varidé ampliamente entre las diferentes puestas, siendo la media un 79,03+11,37
%. En cuanto al porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido, este también fue

muy variable, desde 40,29 al 93,33%, con una media del 52,36+£19,14%.

4.2.- Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario fue estudiado a partir de la fase de morula, 4 horas
después de la fertilizacion (HPF), y a una temperatura de de 23,1°C + 1,3. El diametro del
huevo en esta fase era de 1,049 + 0,04 mm, y el de la gota lipidica de 0,299 + 0,009 mm.
Esta fase de morula se puede apreciar en la figura 33-1,2, donde se ve desde diferentes
perspectivas. A las 8 HPF se observa la blastula (Fig. 33-3,4); a las 11 HPF comienza la
fase de gastrulacion (Fig.33-5); a las 12 HPF aparece )% epibolia (Fig.33-6,7) y a las 13
HPF 3 de epibolia (Fig.33-8); la fase de nérula aparece a las 14 HPF (Fig.34-9,10)
comenzando la fase de organogénesis a las 16 HPF y dura hasta las 35 HPF (Fig.34-
11,12,13, y 14). A las 20 HPF se pudo apreciar la aparicién de una suave pigmentacion en
el embrion a lo largo de la zona dorsal, el comienzo de latidos del corazon, y las primeras
fases de formacion del ojo. En esta etapa, el extremo caudal estaba separado del vitelo y el
embridn era mas largo que el diametro del huevo. A las 23 HPF se apreciaron los primeros
movimientos del embrion y se hicieron visibles las capsulas oticas y opticas. A las 25 HPF
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aparecieron melanéforos en la zona de las capsulas olfativas y en la gota lipidica. El
aumento de pigmentacion se observo claramente, en la zona dorsal, a las 27 HPF.

Finalmente a las 36 HPF se inicio el proceso de eclosion de las larvas (Fig.34-15,16).

08:00 HPF 08:00 HPF

.\\ .
i .
AI
= o

Fig. 33.- Desarrollo embrionario de S.rivoliana: 1,2-Mérula; 3,4-Blastula; 5-Comienzo

gastrulacion; 6,7- /2 Epibolia; 8- %.
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26:00 HPF

?

Fig. 34.- Desarrollo embrionario de S.rivoliana: Epibolia; 9,10-Nérula; 11 -Comienzo
organogénesis;12,13-Organogénesis (2/3 del huevo ocupado por el embrion); 14-Fin

organogénesis (3/4 del huevo ocupado por el embrion); y 15,16-Eclosion.
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4.3.- Desarrollo larvario

Las larvas recién eclosionadas tenian una longitud total de 2,54 + 0,0lmm y un
saco vitelino de 1,29 + 0,07mm (Fig.35a). En este momento el tubo digestivo es rectilineo
formando un angulo recto a la altura del ano. A las 12 horas después de la eclosion (HPE)
se apreci6 un aumento del tamafio de la larva del 34,64%, la gota lipidica se desplazo hacia
la zona posterior del saco vitelino y se incrementd la pigmentacion en la aleta embrionaria
(Fig.35b). A las 24 HPE se observan los neuromastos libres, los otolitos y el esbozo de la
linea lateral, en el sistema visual cabe destacar aparicion de una ligera pigmentacion en los
ojos (Fig.35¢c). A las 48 HPE el saco y gota se han reducido un 88 y 87% respectivamente
(Fig.35d). En este mismo estadio, la pigmentacion de la larva es mas intensa, y los ojos
aparecen completamente pigmentados, las aletas pectorales desarrolladas, la valvula
ileorrectal y vejiga natatoria definida, aprecidndose movimientos digestivos. En este
estadio el 20% de las larvas tenian la boca abierta, este proceso no se completa para el
100% de la poblacion hasta las 60 HPE. La alimentacion exdgena comenzo a las 72 HPE
con la apertura de la boca y del ano, y con la formacion de las aletas pectorales (Fig.36¢).
A las 72 HPE el 100% de las larvas presentan vejiga natatoria con una longitud
0,13+£0,07mm y una altura de 0,08 = 0,02 mm. EI saco vitelino y la gota lipidica no se
reabsorben totalmente hasta las 120 HPE. En la figura 37 se observa la evolucion

morfométrica de la larva hasta el 5° DPE (Dias después de la eclosion).

A dia 10 DPE, se aprecia una larva con el estdbmago lleno de alimento y aiin no se
observa la flexion de la notocorda (Fig.36f). Es al 15 DPE cuando se observa el inicio de la
flexion (Fig.36g) y al 20 DPE cuando se da por finalzada (Fig.6h). Con 30 DPE el juvenil
ya tiene la pigmentacion caracteristica de los juveniles de esta especie mostrando las
bandas de coloracion transversales (Fig.361). Con 42 DPE vemos un juvenil de 8 cm de

longitud total completamente desarrollado (Fig.36;).
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Fig. 35.- Desarrollo larvario de S. rivoliana: a) Larva recién eclosionada; b) Larva

con 12 HPE; c)Larva con 24 HPE ; d) Larva con 3 DPE.
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Fig. 36.- Desarrollo larvario de S. rivoliana: e¢) Larva con 5 DPE; f) Larva con 10
DPE; g) Larva con 15 DPE; h) Larva con 20 DPE; i) Juvenil con 30 DPE; j) Juvenil
con 42 DPE.
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Fig.37 .- Evolucion de diferentes parametros morfométricos de las larvas de S. rivoliana.

4.4.- Experimentos de cultivo larvario

4.4-1. — Cultivo en sistema semi-intensivo

Se realizaron un total de 3 experimentos en sistema semi-intensivo a lo largo de la

época de puesta, los resultados de los mismos se muestran a continuacion.

4.4.1.1- Experimento 1

En este experimento se sembraron un total de 200.000 huevos de la fraccion
flotante de la puesta n° 6, en un tanque de 40.000 litros, resultando en una densidad inicial
de 5 huevos/l. El porcentaje de eclosion fue de un 84,9 % y la supervivencia larvaria en el
momento de reabsorcion del saco fue de 75,08 % lo que implica una densidad de inicio de
3.2 larvas/l. Entre los dias 7 y 11 despues de la eclosion se observéd un pico de mortalidad
que continudé de manera paulatina a lo largo de todo el experimento, dando lugar a una

supervivencia final de 1,13 % a los 30 DPE.

En la figura 38 ,se aprecian las heces de una larva en la etapa de alimentacion con
Artemia, donde se puede apreciar que los metanauplios mantienen su integridad, tras su
paso por el digestivo, indicando una pobre digestion de la misma por las larvas de

medregal negro. Este fendmeno se vio en todos los experimentos del presente estudio.
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Fig. 38.- Heces de larvas de medregal negro en

etapa de alimentacion con Artemia.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 24,4+0,44°C

y el O, disuelto de 6,31+0,32 ppm.

Por lo que respecta al crecimiento de las larvas de S. rivoliana, la evolucion de la

longitud total (LT), longitud preanal (LPA), altura cefalica (HC), y peso humedo (PH) se

muestra en las figuras 39-42.
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y = e(1,01+0,05*X)
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Fig.39.- Evolucion de la LT a lo largo del experimento 1.
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En la figura 39 se observa como la longitud total de la larva llega a los 13,5 mm a
los 30 DPE partiendo de 3,7 mm a los 5 DPE. También se indica la ecuacion de
crecimiento para las larvas de este experimento. La longitud preanal y altura cefalica
siguen las misma tendencia que la longitud total, como vemos en la figura 40 y 41,
haciéndose mas pendiente la recta en el paso de 25 a 30 DPE. Esto mismo se ve pero con
mucha mayor claridad en el peso himedo, pasando de los 12,9 mg a los 39,5 mg en tan

solo 5 dias, de los 25 DPE a los 30 DPE.

y = e(046+0,049*X) /
6

R=0,99 p<0,01

Longitud Preana(mm)
S

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
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Fig.40.- Evolucion de la LPA a lo largo del experimento 1.
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Fig.41.- Evolucion de la HC a lo largo del experimento 1.
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Fig. 42.- Evolucion del PH a lo largo del experimento 1.

La composicion proximal de enriquecedores y presas utilizadas en esta experiencia

se muestra en la Tabla IX.

Tabla IX.- Composicion proximal (peso seco) de enriquecedores, rotiferos y Artemia

del experimento 1

. o . Energia Ratio
Humedad Cenizas Lipidos Proteinas CHO (Ki/g) Prot/Lip
B DHA
g Protein | 623£0,01 | 9,27+0,11 | 29,63+0,78 | 30,38+0,37 | 30,70£0,78 | 24,150,18 | 1,02+0,03
=1 Selco
D
g
=2
E Eagyel]c)fA 33,3240,04 | 0,38+0,05 | 89,54+2,69 | 1,42+0,18 | 8,65:2,89 | 37,1940,60 | 0,015+0,001
=
g DHA
& Protein | 88,69+41,73 | 2,18+1,04 | 17,3243,13 | 54,947,92 | 25,55£9,31 | 12,83£0,72 | 3,22+0,49
§ Selco
A0+ 3Nt o 290173 | 0874025 | 17,7242,07 | 60.83+2,27 | 20,56:2.8 | 11,86:0,74 | 3,47+0,42
= Easy DHA
g
$
<
Fasy DHA 1 91,1760,69 | 0.902025 | 33,6243,07 | 53226482 | 8814585 [ 164110.76 | 156+0,16
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La principal diferencia en los productos enriquecedores utilizados es que vienen en:
polvo en el caso del DHA Protein Selco para el enriquecimiento de rotiferos y en emulsion
en el caso del Easy DHA Selco para la Artemia. Esta diferencia se refleja en la humedad de
los productos, los valores de proteina, lipidos y cenizas. Igualmente, se pude observar que
el elevado contenido lipidico del enriquecedor de Artemia se refleja en un mayor contenido

energético (Tabla IX).

Por lo que respecta a las presas utilizadas cabe destacar el mayor contenido lipidico
de los metanauplios de Artemia enriquecida con Easy DHA Selco, con respecto a los
nauplios de Artemia Ao+3 horas enriquecidas con el mismo producto, lo que da lugar a un

mayor contenido energético y una menor relacion proteina-lipido en los metanauplios.

En cuanto al contenido de 4cidos grasos de ambos enriquecedores, cabe decir que
es muy similar, destacando los elevados niveles de acidos grasos de la serie n-3, n-3 Hufa
y en particular los acidos grasos esenciales para peces marinos como son el Araquidonico
(20:4 n-6, ARA), Eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y Docosahexaenoico (22:6 n-3,
DHA).
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Tabla X.- Acidos grasos de los enriquecedores utilizados (% 4cidos grasos totales)

DHA Protein Selco

Easy DHA Selco

Total Saturados 32,43 23,26
Total Monoenoicos 26,51 37,01
Total n-3 27,96 26,74
Total n-6 11,82 11,33
Total n-9 17,72 26,47
Total n-3HUFA 25,36 23,01
14:00 1,85 3,16
16:00 24,99 15,31
16:1 n-7 5,49 4,81
18:00 4,94 4,05
18:1 n-9 15,72 22,43
18:1 n-7 2,09 2,63
18:2 n-6 8,75 8,12
18:3 n-3 1,25 1,93
20:1 n-9 1,63 3,52
ARA 1,04 0,95
EPA 6,58 5,59
DHA 16,82 14,54
DPA (22:5n-6) 0,78 0,66
DHA/22:5 n-6 21,69 21,98
EPA/ARA 6,33 5,86
ARA/EPA 0,16 0,17
DHA/EPA 2,56 2,60
DHA/ARA 16,17 15,24
oleico/DHA 0,93 1,54
oleico/n-3HUFA 0,62 0,97
n-3/n-6 2,37 2,36
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Los perfiles de acidos grasos de las diferentes presas muestran una clara diferencia
entre ellas, destacando los elevados niveles de acidos grasos de la serie n-3, en la Artemia
enriquecida (metanauplios), consecuencia del elevado nivel de 18:3n-3 en esta presa. Con
respecto a los n-3 HUFA y en particular los acidos grasos esenciales como son el ARA,
EPA y DHA, destaca el elevado nivel de los mismos que se observa en los rotiferos
enriquecidos y el fuerte descenso que se observa en el caso del DHA en la Artemia

enriquecida (metanauplios) (Tabla XI).

Tabla XI.- Acidos grasos de rotiferos y Artemia (% 4cidos grasos totales)

Rotiferos . .
enriquecidos Artem.m . A.rtemu.l
DHA P. Selco A0+3h+Enriquecida| enriquecida

Total Saturados 20,48 17,78 18,31
Total Monoenoicos 41,12 32,26 35,85
Total n-3 22,31 38,42 33,78
Total n-6 12,23 8,81 9,67
Total n-9 23,53 21,84 24,10
Total n-3HUFA 19,67 6,61 13,30
14:00 1,59 0,78 0,97
16:00 14,30 11,04 11,20

16:1 n-7 12,40 2,60 3,37
18:00 3,38 5,02 5,10

18:1 n-9 18,33 20,04 21,82
18:1 n-7 3,76 5,62 6,08
18:2 n-6 8,67 6,79 6,66
18:3 n-3 1,11 26,50 17,71
20:1 n-9 2,65 1,04 1,63
ARA 1,45 0,76 1,27
EPA 5,90 2,41 5,76
DHA 10,37 2,08 5,37
DPA (22:5n-6) 0,53 0,10 0,29
DHA/22:5 n-6 19,42 21,84 18,45
EPA/ARA 4,06 3,17 4,54
ARA/EPA 0,25 0,32 0,22
DHA/EPA 1,76 0,86 0,93
DHA/ARA 7,15 2,74 4,24
oleico/DHA 1,83 10,01 4,10
oleico/n-3HUFA 0,94 3,05 1,64
n-3/n-6 1,86 4,36 3,49
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4.4.1.2- Experimento 2

En este experimento se sembraron un total de 160.000 huevos de la fraccion
flotante de la puesta n° 8 en un tanque de 40.000 litros, resultando en una densidad inicial
de 4 huevos/l. El porcentaje de eclosion fue de un 69,27 % y la supervivencia larvaria en el
momento de reabsorcion del saco fue de 42,83 % lo que implica una densidad de inicio de
2,6 larvas/l. Entre los dias 7 y 11 después de la eclosion se observé un pico de mortalidad
que continudé de manera paulatina a lo largo de todo el experimento, dando lugar a una

supervivencia final de 0,93 % a los 30 DPE.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 24,0+0,59°C

y el O, disuelto de 6,40+0,36 ppm.

Por lo que respecta al crecimiento de las larvas de S. rivoliana, la evolucion de la
longitud total (LT), longitud preanal (LPA),altura cefalica (HC), y peso himedo (PH) se

muestra en las figuras 43-47.

y = e(089+0,05X) ,

14
12 | R=0,97 p<0,01 /

Longitud total(mm)
(@) e}

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

DPE

Fig.43.- Evolucion de la LT a lo largo del experimento 2.
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En la figura 43 se ve como la longitud total de la larva llega a los 14,98 mm a los
30 DPE partiendo de 3,7 mm a los 5 DPE. También se observa le ecuacion de crecimiento
para este experimento. La longitud preanal y altura cefélica siguen las misma tendencia
que la longitd total, como vemos en la figura 44 y 46, haciéndose mas pendiente la recta en
el paso de 25 a 30 DPE. Esto mismo se ve, pero con mucha mayor claridad, en el peso

htimedo, pasando de los 13,7 mg a los 65,6 mg en tan solo 5 dias, de 25 DPE a 30 DPE.

6 y = e(0,42+0,047°X)
g R = 0,97 p<0,01 K
3 4
=]
<
o
Bt
[-»
=
=)
)
=]
5
=
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

DPE

Fig. 44.- Evolucion de la LPA a lo largo del experimento 2.

_ 0,9 __y_= c{-1 48+0,058*X) /‘
E 0,8 /
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< 05 //
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Fig. 45.- Evolucion de la DO a lo largo del experimento 2.
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Fig. 46.- Evolucion de la HC a lo largo del experimento 2.
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Fig.47.- Evolucion del PH a lo largo del experimento 2.

La composicion proximal

Artemia es la misma que para el experimento 1.

4.4.1.3- Experimento 3

y de 4acidos grasos de enriquecedores, rotiferos y

En este experimento se sembraron un total de 160.000 huevos de la fraccion

flotante de la puesta n° 9 en un tanque de 40.000 litros, resultando en una densidad inicial

de 4 huevos/l. El porcentaje de eclosion fue de un 96,96 % y la supervivencia larvaria en el

momento de reabsorcion del saco fue de 93,33 % lo que implica una densidad de inicio de
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3,6 larvas/l. Entre los dias 7 y 11 después de la eclosion se vié un pico de mortalidad que
continu6 de manera paulatina a lo largo de todo el experimento, dando lugar a una

supervivencia final de 2,13 % a los 30 DPE.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 23,76+0,32

°Cy el O, disuelto de 6,46+0,40ppm.

Por lo que respecta al crecimiento de las larvas de S. rivoliana, la evolucion de la
longitud total (LT), longitud preanal (LPA), altura cefalica (HC), y peso humedo (PH) se

muestra en las figuras 48-51.

18 -

1 y = e(0,92+0,06*X)
E 14 T R=0;99 p<0,01
E 12
g 10
S
3 8
B 6
=
S 4

2

0

0 5 10 15 20 25 30 35
DPE

Fig.48.- Evolucion de la LT a lo largo del experimento 3.

En la figura 48 se observa como la longitud total de la larva llega a los 15,98 mm a
los 30 DPE partiendo de 3,4 mm a los 5 DPE. También se observa le ecuacion de
crecimiento para este experimento. La longitud preanal y altura cefalica siguen las misma
tendencia que la longitd total, como vemos en la figura 49 y 50, haciéndose mas pendiente
la recta en el paso de 25 a 30 DPE. Esto mismo se ve pero con mucha mayor claridad en el
peso humedo, pasando de los 12,7 mg a los 67,2 mg en tan solo 10 dias, de 20 DPE a 30
DPE.
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Fig. 49.- Evolucion de la LPA a lo largo del experimento 3.
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Fig. 50.- Evolucion de la HC a lo largo del experimento 3.
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Fig.51.- Evolucion del PH a largo del experimento 3.
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Solo en este experimento se realizo un test de actividad, midiendo la resistencia a
exposicion al aire en larvas de 30 DPE. Los resultados de pruebas preliminares mostraron
que el 100% de los ejemplares sufren el sindrome de shock y mueren tras la captura con
red. Es por ello que se procedio a realizar el test con las larvas anestesiadas, para lo que se
probaron, primero, dos diferentes dosis de anestesia, 0,1 y 0,2 ml de aceite de clavo al 5%
por cada 100ml de agua, y posteriormente realizar el test con diferentes tiempos de
exposicion al aire. El tiempo maximo que el 100% de las larvas aguantaron fuera del agua

se estimd en 90 segundos, para ambas concentraciones de anestésico. (Tabla XII).

Tabla.XII.- Supervivencia del test de actividad

Concentracion Tiempo exposicion . .
. . . Supervivencia
Anestésico al aire (seg)
% 10 100%
) 15 100%
3 20 100%
2 25 100%
< 30 100%
2= 40 100%
g 50 100%
= 75 100%
E 90 100%
N
S 105 40%
N 40 100%
E E 50 100%
S0« 75 100%
=T 90 100%
g8
-5 105 40%
o ©
< 120 40%

En este experimento, se testd un nuevo producto experimental de la casa INVE
(Spirit) para el enriquecimiento de rotiferos, al igual que en las experiencias anteriores se
trata de un enriquecedor en polvo. En el caso de la Artemia se utilizd el mismo
enriquecedor que en las experiencias anteriores: Easy DHA Selco. Las principales
diferencias entre los enriquecedores se reflejan en el contenido en humedad, proteina,

lipidos y cenizas (Tabla XIII).
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Tabla XIII.- Analisis proximal de enriquecedores, rotiferos, Artemia, huevos y larvas

de seriola
Humedad Cenizas Lipidos Proteinas CHO Energia(Kj/g) Ratio
p g Ve Prot./Lip
Enriquecedor Spirit | 4,74+045 | 3,83£0,06 | 55,02+0,67 | 27,53+0,87 | 15,5242,12 | 29,780,53 0,50+0,02
Easy DHA Selco 333240,04 | 0,38+0,05 | 89,5442,69 | 1,42+0,18 | 8,65+2,80 | 37,19£0,60 | 0,015+0,001
R""f“"sﬁi“r:;q““‘d" 89.2041,15 | 2.06£0,65 | 23.07+4.36 | 49.58+425 | 25514644 | 14772097 | 2.19£0.29
.| Ao+3h+
Artemia 90,77+1,73 | 0,87£025 | 17,7242,07 | 60,83+2,27 | 20,56+2,8 | 11,86+0,74 3,4740,42
Easy DHA
Eassil‘:(flA 91,17£0,69 | 0,90+0,25 | 33,62+3,07 | 53,22+4,82 | 8,81+5,85 | 16,41£10,76 | 1,560,16
Huevos | 90,49+0,14 | 0,38+0,11 | 27,4242,16 | 91,08+7,30 n.d n.d 3,3440,43
Seriola Larvas
DA | 81952066 | 3732021 | 7,62:0.8 | 71,794,090 | 17,494,09 | 9,04+0,37 9,50+1,19

En cuanto a la composicion bioquimica de las presas utilizadas en esta experiencia,
nuevamente destacar el mayor contenido lipidico de los metanauplios de Artemia
enriquecida con Easy DHA Selco, respecto a los otros dos tipo de presas utilizadas, y su

mayor contenido energético, respecto al rotifero (Tabla XIII).

Respecto a la composicion proximal de huevos y larvas de S. rivoliana, esta muestra que el
contenido lipidico de los huevos fertilizados se reduce enormemente en larvas de 30 dias.
El porcentaje de proteinas para los huevos fue de 8,66+0,61 y subi6 hasta 13,04+1,06 en el
dia 30 (Tabla.XIII).

Finalmente, el contenido de &cidos grasos de los rotiferos y Artemia difiere enormemente,
destacando los elevados niveles de acidos grasos de Monoenos, serie n-3, n-6, n-9 y n-3
HUFA. En particular, destacan las diferenecias entre los acidos grasos esenciales como son
el ARA, EPA y DHA. Finalmente destaca el elvado contenido de DPA en el enriquecedor
de rotiferos (Tabla XIV).
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Tabla XIV.- Acidos grasos de los enriquecedores, rotiferos y Artemia del experimento
3, (% acidos grasos totales)

Enriquecedores Presas
Spirit ]I;Jia{sz Rotl'.fef'os Artefnia . A.rtemifz
Selco Spirit |+3h+Enriquecida | enriquecida
Sateal | 2761 | 2326 | 2022 | 1778 18,31
Moi‘zt:;icos 1325 | 37,01 | 22,58 32,26 35,85
Total n-3 40,70 | 26,74 | 35,73 38,42 33,78
Total n-6 17,70 | 11,33 | 19,73 8,81 9,67
Total n-9 10,18 | 2647 | 14,59 21,84 24,10
;ﬁ%‘F‘; 38,86 | 23,01 | 32,58 6,61 13,30
14:00 3,47 3,16 2,07 0,78 0,97
16:00 21,75 | 1531 | 15,00 11,04 11,20
16:1 n-7 1,64 481 4,24 2,60 3,37
18:00 1,91 4,05 2,40 5,02 5,10
18:1 n-9 9,62 | 2243 | 12,04 20,04 21,82
18:1 n-7 0,99 2,63 2,53 5,62 6,08
18:2 n-6 7,12 8,12 | 10,55 6,79 6,66
18:3 n-3 1,08 1,93 2,20 26,50 17,71
20:1 n-9 0,48 3,52 1,41 1,04 1,63
ARA 111 0,95 1,71 0,76 1,27
EPA 3,05 5,59 4,72 2,41 5,76
DHA 34,12 | 14,54 | 24,92 2,08 5,37
DPA (22:5n-6) | 8,76 0,66 6,12 0,10 0,29
DHA/22:5n-6 | 3,90 | 21,98 | 4,07 21,84 18,45
EPA/ARA 2,75 5,86 2,76 3,17 4,54
ARA/EPA 0,36 0,17 0,36 0,32 0,22
DHA/EPA | 11,18 | 2,60 5,30 0,86 0,93
DHA/ARA | 30,75 | 1524 | 14,61 2,74 4,24
oleico/DHA | 0,28 1,54 0,48 10,01 4,10
‘;ll‘;‘[cj‘ﬁ 0,25 0,97 0,37 3,05 1,64
n-3/n-6 2,30 2,36 1,81 4,36 3,49
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Las diferencias observadas entre los productos enriquecedores se reflejan a su vez
en las presas. Asi, destacan los elevados niveles de acidos grasos de la serie n-6 y n-3
HUFA en el rotifero consecuencia del elevado nivel de DPA y DHA en esta presa. Cuando
se comparan estos datos con los obtenidos en los experimentos anteriores, hay que destacar
las diferencias entre nivel de DPA y DHA de los rotiferos enriquecidos con el nuevo

producto (Spirit) respecto al DHA Protein Selco (Fig. 52).

30,00

25,00

20,00 -

15,00

% TFA

10,00 M Rotiferos DHA P Selco

5,00 ]- J | Retiferos Spirit
0,00 [~ |

& 6
¢ N
S

Fig. 52. Contenido en ARA, EPA, DHA y DPA en porcentaje en area de acidos

grasos totales para los rotiferos.

En cuanto al contenido de acidos grasos de los huevos y larvas como se muestra en
la tabla XV, cabe destacar que a pesar de mantenerse el nivel de acidos grasos de la serie
n-3, los 4cidos grasos que conforman esta serie cambien enormemente desde la etapa de
huevo hasta los 30 DPE, asi se puede observar un importante descenso del contenido en

DHA vy el incremento del 4cido linolénico(18:3n-3) (Tabla XV).
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Tabla XV.- Acidos grasos de huevos y larvas del experimento 3

Huevos Larvas 30dpe
Total Saturados 21,94 23,45
Total Monoenoicos 29,43 28,89
Total n-3 28,71 33,46
Total n-6 18,36 12,35
Total n-9 22,18 20,06
Total n-3HUFA 25,77 23,13
14:00 1,08 0,34
16:00 16,03 12,51
16:1 n-7 3,59 1,57
18:00 4,09 9,62
18:1 n-9 21,14 18,63
18:1 n-7 3,28 6,13
18:2 n-6 15,15 6,41
18:3 n-3 0,93 8,21
20:1 n-9 0,63 0,97
ARA 1,40 3,46
EPA 5,04 6,20
DHA 16,98 12,97
DPA (22:5n-6) 0,30 0,83
DHA/22:5 n-6 56,30 15,70
EPA/ARA 3,60 1,80
ARA/EPA 0,28 0,56
DHA/EPA 3,37 2,09
DHA/ARA 12,14 3,75
oleico/DHA 1,24 1,44
oleico/n-3HUFA 0,82 0,81
n-3/n-6 1,56 2,71
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4.1-1. — Cultivo en sistema intensivo

Se realizaron un total de 3 experimentos en este tipo de tanques de 20001 a lo largo del

periodo de puesta, los resultados se muestran a continuacion.

4.4.2.1- Experimento 4

En este experimento se sembraron un total de 120.000 huevos de la fraccion flotante de la
puesta n° 6, en un tanque de 2.000 litros, resultando en una densidad inicial de 60 huevos/I.
El porcentaje de eclosion fue de un 79,95 % y la supervivencia larvaria en el momento de

reabsorcion del saco fue de 40,29 % lo que implica una densidad de inicio de 19,3 larvas/l.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 23,7140,69 °C y el

O; disuelto de 5,90+0,29 ppm.

Las larvas de este tratamiento solo llegaron a dia 5, por lo que solo se pudo medir la
longitud total y el peso himedo a esta edad, siendo 3,56+0,26 mm y 0,6 mg

respectivamente.

4.4.2.2- Experimento 5

En este experimento se sembraron un total de 5.000 huevos de la fraccion flotante de la
puesta n° 3, en un tanque de 2.000 litros, resultando en una densidad inicial de 2,5
huevos/l. El porcentaje de eclosion fue de un 84,9 % y la supervivencia larvaria en el
momento de reabsorcion del saco fue de 75,08 % lo que implica una densidad de inicio de

1,6 larvas/I.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 24,07+0,34 °C y el

O; disuelto de 6,21+0,37 ppm.

Las larvas de este tratamiento solo llegaron a dia 10, por lo que solo se pudo medir la
longitud total y el peso humedo a esta edad, siendo 3,79+0,22 y 4,34+0,20 mm de longitud
total y 0,4 y 0,7 mg de peso himedo a los 5y 10 DPE.

En cuanto a la composicion proximal del enriquecedor de rotiferos y de los rotiferos es la

misma que para el experomento 1.

110



Resultados

4.4.2.3- Experimento 6

En este experimento se sembraron un total de 160.000 huevos de la fraccion flotante de la
puesta n° 10, en un tanque de 2.000 litros, resultando en una densidad inicial de 80
huevos/l. El porcentaje de eclosion fue de un 62,5 % y la supervivencia larvaria en el
momento de reabsorcion del saco fue de 53,33 % lo que implica una densidad de inicio de
47,8 larvas/l. Entre los dias 7 y 11 despues de la eclosion se observo un pico de mortalidad
que continuo de manera paulatina a lo largo de todo el experimento, dando lugar a una

supervivencia final de 0,15 % a los 30 DPE.

A lo largo de este experimento la temperatura media de cultivo fue de 23,7140,69 °C y el

O; disuelto 5,90+0,29 ppm.

Por lo que respecta al crecimiento de las larvas de S. rivoliana, la evolucion de la longitud
total (LT), longitud preanal (LPA),altura cefalica (HC), y peso humedo (PH) se muestra en
las figuras 53-59.

18
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Fig.53.- Evolucion de la LT a lo largo del experimento 4.
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En este experimento la longitud total va desde los 3,02 a los 16,10 mm (Fig.53), que es la
longitud mayor alcanzada en el presente estudio. Al igual que en los anteriores
experimentos, el crecimiento aumenta en los ultimos dias del experimento, y todos los
parametros medidos siguen una misma tendencia, viéndose mas evidente en el peso

hiimedo, llegando a los 75,5 mg, el valor mas alto alcanzado en nuestro trabajo (Fig.58).

En la figura 53 se observa como la longitud total de la larva llega a los 16,10 mm a los 30
DPE partiendo de 3,02 mm a los 5 DPE. También se ve la ecuacion de crecimiento para
este experimento. La longitud preanal y altura cefalica siguen las misma tendencia que la
longitud total, como vemos en la figura 55 y 56, haciéndose mas pendiente la recta en el
paso de 25 a 30 DPE. Esto mismo se ve pero con mucha mayor claridad en el peso

hiimedo, pasando de los 34,6 mg a los 75,5 mg en tan solo 5 dias, de 25 DPE a 30 DPE.
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Fig. 54.- Evolucion de la LS a lo largo del experimento 6.
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Fig.55.- Evolucion de la LPA a lo largo del experimento 6.
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Fig.56.- Evolucion de 1a HC a lo largo del experimento 6.
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Fig.57.- Evolucion del DO a lo largo del experimento 6.
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Fig.58.- Evolucion del PH a lo largo del experimento 6.

La composicion proximal de enriquecedores, rotiferos y Artemia es la misma que para el

experimento 3.
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5.- Discusion

Varios autores han sefialado que la fase de cultivo larvario es el mas importante
cuello de botella para el desarrollo de la acuicultura. Esto es debido, no solo a las bajas
supervivencias obtenidas, sino ademas a los altos costos que representa esta fase del

cultivo de una especie, en el total de la produccion (Battaglene y Cobcroft, 2007).

La produccion de nuevas especies depende de factores biologicos, tales como la
eficiencia en la produccion de huevos, la supervivencia larvaria, las tasas de crecimiento de
los juveniles, los niveles de deformidad y la tolerancia a enfermedades. Asi mismo,
también dependen de factores no bioldgicos, tales como la certeza de la demanda de
juveniles o la seguridad de que se obtendran los objetivos de produccion fijados. Ambos
grupos de factores varian de acuerdo al tipo se cultivo empleado, asi como el mercado al

cual sera destinada la produccion.

La informacidn biologica disponible para la cria de larvas de nuevas especies es
muy escasa, esto ha retrasado la diversificacion en el cultivo de peces marinos. Los
métodos de cria extensivos son mdas naturales, y representan una manera mas facil de
establecer las primeras necesidades de las nueves especies a cultivar. Sin embargo, debido
a la baja productividad de estos métodos, su aplicacion industrial es menos rentable. Por
otra parte, los métodos intensivos requieren un control total del proceso y un alto nivel de
conocimientos biologicos, que en la mayoria de los casos no estd disponible para el
cultivo de nuevas especies. Estos inconvenientes conducen al empleo de métodos de cria
semi-intensiva (Divanach et al., 2002; Papandroulakis et al., 2004, Roo et al., 2010), con
el fin de abordar la produccion de semilla de nuevas especies. Uno de los metodos de
cultivo empleado en este estudio, el mesocosmos es una técnica de cria intermedia entre
métodos intensivos y extensivos, y puede ser considerada como una técnica semi-intensiva

de produccion.

El medregal negro es una de las especies que puede contribuir a la diversificacion
de la acuicultura marina en el area Centro Atlantica y Mediterranea. Es una especie de gran
interés debido a su rdpido crecimiento y a la buena calidad de su filete.
Desafortunadamente, esta especie, como muchas otras especies de peces, exhibe

disfunciones reproductoras cuando son estabulados en cautividad. Otro de los mas
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importantes cuellos de botella en el desarrollo de la acuicultura, es el control de la
reproduccion de los peces en cautividad. La adquisicion de semilla del medio natural o de
reproductores en cautividad solo durante el periodo natural de la puesta es inapropiada para
la industrializacién de la acuicultura. Una vez que la reproduccion esté controlada en

acuicultura, podra ser suministrada semilla de forma continuada (Bromage y Roberts, 1995).

Tradicionalmente el control de la maduraciéon se ha conseguido mediante la
administracion de compuestos bioactivos andlogos a hormonas de mamiferos o peces, que
son efectivos en peces teledsteos, tales como extractos de gonadotrofina, o compuestos que
estimulan la sintesis y liberacion de gonadotrofina endogena. El desarrollo de técnicas de
induccion de la maduracion ha superado varias etapas, desde el uso de preparaciones
crudas de extractos pituitarios conteniendo gonadotrofinas, preparaciones de
gonadotrofinas semipurificadas, hasta el uso de compuestos que estimulan la sintesis y

liberacion de gonadotrofina endogena.

La epoca de puesta, en cautividad, del medregal negro en Ecuador va desde abril a
diciembre a una temperatura media de 27,4 °C. (Blacio, 2002). En Hawai ocurre durante
todo el afio a una temperatura media de 26° C. (Lidley et al., 2004). En Méjico, en la
naturaleza, ocurre durante todo el afio, con un pico de abril a octubre y a una temperatura
de 22-25° C. (Aviles et al., 2004) En nuestro caso obtuvimos puestas inducidas desde julio

a octubre a una temperatura media de 23° C. (Roo et al., 2009).

Los resultados de la biopsia gonadal realizada a los reproductores, durante los afios
2006 y 2007, mostraron que todas las hembras estaban inmaduras con oocitos primarios
muy pequeios de <150p de didmetro, y no se produjeron puestas. Lidley et al. (2004)
sefialan, para esta especie, un peso minimo de 5 kg para que las hembras maduren. De la
Gandara y Garcia-Gomez (2004) sefalan, para que existan ejemplares maduros, un peso
minimo de 5-6 kg para los machos y un peso superior a los 11 kg para las hembras de pez

limoén, en el Mediterraneo.

En las biopsias realizadas en el afio 2008, se observaron en hembras mayores de 5
kg, oocitos postvitelogénicos de >500 um de diametro, sin embargo tampoco se obtuvieron
puestas. En el afio 2009, se volvio a detectar la presencia de hebras maduras con oocitos

previtelogenicos mayores de 500um en un rango de tallas de 5,1 a 7,3 kg y se opt6 por la
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induccion hormonal como medio para asegurar la puesta. El estado y diametro de los
oocitos de los reproductores de este experimento, es suficiente para inducir hormonalmente
la puesta, como ha ocurrido en hembras de pez limon (Mylonas ef al., 2004), y también en
otra especies de rapido crecimiento como la corvina (Duncan et al., 2007). Por otra parte,
sefialar que, con el medregal negro se han obtenido puestas naturales en Hawai (Lidley ef
al., 2004) y en Ecuador (Blacio et al., 2001). La obtencion de puestas inducidas de
medregal negro, en el ICCM, ha permitido la realizacién de las primeras experiencias de

cria larvaria de esta especie en Europa.

En el presente estudio, los huevos del medregal negro tuvieron un diametro medio
de 1,04 + 0,04 mm, y el de la gota lipidica fue de 0,29 + 0,009 mm, con una temperatura
de puesta de 23+1 °C. Este tamafio es muy similar al de Seriola dumerili, con huevos de
un didmetro de 1,03+0,2 mm y de 0,26+ 0,01 mm para la gota lipidica, con una una
temperatura de puesta que oscilo entre los 21°C y 23,5°C (Papandroulakis et al., 2005).
Pero, menor que el sefialado para S. dumerili por Jerez et al. (2006) que fue de
1,121+0,032 y 0,2434+0,001 para el huevo y la gota de grasa, respectivamente y con una

temperatura que oscilo entre los 19 y 24° C.

Moran et al. (2007), sefalan para Seriola lalandi un didmetro del huevo de
1,40+£0,04 mm y 0,31+0,01 mm para la gota de grasa, a una temperatura de puesta de
17°C. En este mismo sentido Verakunpiriya et al. (1997), indican un didmetro de
1,20+£0,04 mm y de 0,31140,08 para el huevo y gota lipidica, respectivamente, de Seriola
quinqueradiata, a una temperatura de puesta de 17,5 £ 1,8° C. Estas diferencias en el
tamafio de los huevos, entre las distintas especies del genero Seriola, podria deberse a la
temperatura de puesta. Asi, Mihelakakis ef al. (2001) sefialan una correlacion negativa
entre la temperatura de puesta y el diametro del huevo en el pargo.

El diametro del huevo del medregal negro es menor que el de otras especies de
rapido crecimiento como el de la cobia que oscila entre 1,20 y 1,40 mm (Kaiser y Holt,
2005), y mayor que el del jurel dentdén (Pseudocaranx dentex) que es de 0,98+0,02
(Vasallo-Agius et al., 2001) o de la corvina que es de 0,85+0,02 (Jimenez et al., 2006).

En las puestas del medregal negro se pudo observar, en algunas ocasiones, huevos
con mas de una gota de grasa, esta caracteristica aparece en huevos de otras especies como
dorada (Ezzat et al., 1982), el pargo (Socorro, 2006) o el medaka, Orzyas latipes (Iwamatsu,

1994). Makino et al. (1999), observaron que era frecuente en las puestas del robalo japonés
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(Lateolabrax japonicus) la existencia de huevos con mas de una gota de grasa y siguiendo
su desarollo comprobaron que la fusion en una Unica gota lipidica, en la mayoria de las
ocasiones, ocurria durante la formacion de las cépsulas Opticas en el embrion en desarrollo,

teniendo estos huevos altos porcentajes de eclosion y de larvas normales.

La fase de organogénesis a 23,1+ 1,3° C, comienza a las 20 horas después de la
fecundacion (HPF), en Seriola lalandi, esta fase se observa a las 42 horas de la
fertilizacion, a 17°C (Moran et al., 2007). A las 23 horas de la fertilizacion se apreciaron
los primeros movimientos del embrion, y se hicieron visibles las capsulas 6ticas y opticas.
Hernandez-Cruz et al. (1999), sefialan la aparicion de movimientos erraticos del embrion
del pargo transcurridas unas 30 horas desde el momento de la fecundacion, con una
temperatura del agua de 18,5°C. Ciechomski y Weiss (1973) indican, en el pargo, que
transcurridas 21 horas desde el momento de la fertilizacion, cuando el embrion ocupa las
dos terceras partes del perimetro del huevo, se produce la formacion de las capsulas opticas
secundarias y las capsulas oticas. En S. lalandi, a 17°C, la formacion de las capsulas

opticas tiene lugar a las 72 horas ddf (Moran et al., 2007).

Antes de la eclosion, el embrién inicia una serie de movimientos bruscos,
encaminados probablemente a la liberacion de enzimas que poseen en la cabeza, y que son

las encargadas de deshacer la cubierta del huevo (Faranda et al., 1985).

El periodo de tiempo, desde el momento de la fecundacion hasta la eclosion, varia
entre las especies, incluso dentro de una misma familia, estando afectado sobretodo por la
temperatura. Asi, en el caso de pargo japonés (Pagrus major) a 20°C es necesario llegar a
las 50 horas desde el momento de la puesta (Fukuhara, 1985). En el caso de la dorada el
desarrollo embrionario puede variar desde las 135 horas a 11°C hasta las 40 horas a 21,3°C
(Camus y Koutsikopoulus, 1984). Mientras que Ciechomski y Weiss (1973), determinaron
que el tiempo de eclosion para el pargo era de entre 28 y 38 horas en temperaturas que
oscilaban de 21,5 a 22,5°C. En Canarias, esta misma especie, tiene una duracion del
desarrollo embrionario de 41 horas a 19 °C, mientras que a 21 °C, la eclosion se produjo a

las 37 HPF (Socorro, 2006)

En nuestro caso, a las 36 HPF con una temperatura de de 23,1°C + 1,3, se inicio la

eclosion de las larvas. Blacio (2002) sefiala una duracion del desarollo embrionario de 24,5
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horas para esta misma especie a 27,4°C. En Seriola dumerili, la eclosion tiene lugar a la
misma temperatura, a las 30 HPF, (Papandroulakis et al., 2005; Mylonas et al., 2004), a las
35 HPF a 23-27°C (Masuma et al., 1990), a las 48 HPF a 19,8 °C (Lazzari, 1991). En
Canarias, Jerez et al. (2006) indican una duracion del desarollo embrionario, de S. dumerili

de 45 horas a una temperatura de 19°C, y de 34 horas a una temperatura de 24°C.

Los huevos S. lalandi eclosionan entre las 103 y108 HPF a 17°C (Moran et al.,
2007). Para S. quinqueradiata se ha senalado un periodo de desarrollo embrionario de 48
horas a 19,8°C (Mushiake et al., 1998). En cuanto a otras especies de rapido crecimiento,
los huevos de corvina eclosionan a las 48 horas desde el momento de la fertilizacion, a una
temperatura de 18,2 °C (Cruz et al., 2007). En el caso de la albacora (Thunnus albacares),
el periodo de desarollo embrionario varia desde 26,5 hora a 23,5°C, hasta 20 horas a

29,5°C (Margulies et al., 2007).

La organogénesis de la larva, estd relacionada con sus necesidades fisiologicas,
alimenticias y natatorias. De esta manera, cualquier cambio fisioldgico siempre va a ir
acompanado por cambios morfoldgicos que puedan permitir esa evolucion. En este
sentido, el inicio de la alimentacion exdgena es determinante en la morfologia de la larva,
que pasa de una alimentacion por absorcion de sus reservas vitelinas a la captura de presas
vivas. Asi, durante la organogénesis van sucediendo una serie de eventos que incluyen el
desarrollo de una boca, hasta el momento innecesaria o la evolucion de las aletas, que le
permite mayor eficacia en la persecucion de sus presas. Ademas la reduccion en la
flotabilidad, suministrada por la gota lipidica que va siendo consumida progresivamente, es
compensada por la formacion de la vejiga natatoria cuando la gota termina por
desaparecer. De esta forma, las caracteristicas morfoldgicas nos ayudan a entender los

procesos ficiologicos que van sucediendo en la larva.

Las larvas recién eclosionadas, tenian una longitud total (LT) de 2,54 = 0,0lmm y
un saco de 1,29 = 0,07mm de longitud. Las larvas recien nacidas de medregal negro son de
menor tamafno que las larvas de Seriola dumerili, 2,88+0,22 a 21-23,5°C (Papandroulakis
et al., 2005), 3,639+0,012 mm (Jerez et al., 2006), y que las de S. lalandi con una LT de
4,8 mm a 17°C (Moran et al., 2007). También son menores que las larvas de otras especies

de rapido crecimiento, como las de la corvina que tienen una longitud estandar (LS) en el
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momento de la eclosion de 2,82+0,37mm (Jimenez et al., 2006), y que las de la albacora,

2,61+£0,01lmm (Margulies ef al., 2007).

La reabsorcion del saco se produjo totalmente al dia 5, coincidiendo con S. lalandi
a 17°C (Moran et al., 2007). En el caso de otra especie de rapido crecimiento como la
corvina, la reabsorcion completa del saco vitelinico tiene lugar 2 dias después de la
eclosion (DPE), de tal manera que el dia 3 DPE queda solo un residuo del mismo, aunque
la gota lipidica perdura hasta el dia 7 DPE (Fernandez-Palacios et al., 2007). En algunos
esparidos como el pargo, la sama de pluma (Dentex gibbosus) y el denton (Dentex dentex)
la reabsorcion completa ocurre a los 4 (18,9-21,4°C), 3 (19,9-21,7°C) y 8 (17°C) dias,

respectivamente (Socorro, 2006; Glamuzina et al., 1989).

La apertura de la boca del 100% de las larvas se produjo a las 60 horas después de
la eclosion (HPE), coincidiendo, en el tiempo, con S. dumerili a 21-23,5°C (Papandroulakis
et al., 2005) . Al cuarto dia de vida, el tubo digestivo esta lo suficientemente desarrollado
para comenzar con la alimentacion externa, esta etapa del desarrollo coincide, con la de S.
lalandi a 17°C (Moran et al., 2007). En este mismo dia 4 DPE y con una LT de 3,74+0,12
el 100% de las larvas presentan la vejiga natatoria, que aparece un dia mas tarde en S.
dumerili con una LT de 3,87+0,23 a 21-23,5°C (Papandroulakis et al., 2005). Mientras que
en S. mazatlana a 25-26°C aparece el dia 7-8 DPE (Benetti, 1997).

En cuanto a la produccién e indices de calidad de las puestas, decir que el nimero
total de huevos obtenidos en las 10 inducciones realizadas fue 2,755,592 con un nimero
medio de 275,592 huevos por puesta. Este numero es superior a los 154,000 huevos por
puesta, obtenidos de forma natural, para esta misma especie por Lidley et al. (2004), e
inferior a los 376,610 huevos, por puesta natural de Seriola dumerili (Jerez et al., 2006).
En puestas inducidas, mediante inyeccion, de esta Ultima especie se obtuvieron 46,522
huevos por puesta (Garcia et al., 2001), y en puestas inducidas mediante implante 170,000

huevos por puesta (Mylonas et al., 2004).
El porcentaje medio de huevos flotantes, 72 ,67+17,22 fue similar al indicado para

S. dumerili a 21-23,5°C (Papandroulakis et al., 2005), e inferior al sehalado para corvina

por Ferndndez-Palacios et al. (2009), que fue del 87,14+£10,66

122



Discusion

El porcentaje medio de fecundacion, en este estudio, 92,56+5,5% fue muy superior
al 43% obtenido por Lidley et al. (2004) para puestas naturales de esta misma especie, y
superior al indicado por Jerez ef al. (2006) para puestas naturales de S. dumerili que fue del
61,75+£3.60%. El porcentaje de eclosion del 79,03+11,37%, obtenido con las puestas
inducidas del medregal negro, fue muy superior al 16,49+£3,03 obtenido para S. dumerili
por Jerez et al. (2006), y similar al resefiado para albacora que fue del 83+14,7%
(Margulies et al., 2007), y para corvina que fue del 89,42+12,95 (Fernandez-Palacios et
al., 2009). En cuanto al porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido, este fue del
52,394+19,14 muy inferior al obtenido en puestas de corvina, inducidas con la misma

cantidad de GnRHa 20pkg™, que fue del 84,83+10,56 (Fernandez-Palacios et al., 2009).

El mejor crecimiento, a dia 30 DPE, con respeto a los parametros biométricos
controlados (LT, LS, LPA, HC, OJO y PH), se observo en las larvas de los experimentos
3 y 6 (cultivo semi-intensivo € intensivo, respectivamente) alimentadas, en ambos casos,
con rotiferos enriquecidos con Spirit, alcanzando, en el experimento 6, una LT de
16,1£3,26 mm, una LS de 12,68+2,5 mm y un PH de 75,5+29,6 mg. Estos crecimientos
son menores que los sefialados para esta misma especie en Hawai (CTSA, 2008); similares,
hasta dia 20 DPE, a los indicados por Papandroulakis et al. (2005) para S. dumerili; y
superiores a los obtenidos por Hamasaki et al.(2008) para la LS a 14 y 20 DPE, para esta

ultima especie.

El crecimiento de las larvas de medregal negro es mayor que el observado en el
pargo, y en la sama de pluma que presentan una LS de 7,14 y 7,59 mm a los 31 DPE
respectivamente (Socorro, 2006), que en dorada con una LS de 5,86 mm a los 31 DPE
(Bessonart et al., 1999), y que la corvina con una LT y LS de 6,70 y 5,84mm,
respectivamente (Fernandez-Palacios et al., 2009). Pero menor al alcanzado por otras
especies como la cobia que llega a 14,6 mm a 22 DPE (Faulk et al., 2007), o el atin de
aleta azul del Pacifico, Thunnus orientalis que alcanza los 17,1 mm a 9 DPE (Seoka et al,,

2007).

La supervivencia larvaria mas alta, a 30 DPE, se obtuvo en el experimento 3, con
un 2,23%, que es muy similar a la obtenida por Blacio et al. (2001) a dia 25 DPE, para la
misma especie que fue del 2,35%. Para S. dumerili se indica una superviviencia del 3,5% a

los 40 DPE (Papandroulakis et al., 2005), y una supervivencia media, para esta ultima
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especie del 2,45% a los 20 DPE (Hamasaki et al., 2008). En S. dumerili también se
sefalan supervivencias del 1,6 al 11,9 % (Yamamoto ef al., 2008). En nuestro estudio, se
ve una clara diferencia, en la supervivencia larvaria, entre los experimentos realizados en
sistema semi-intensivo y los realizados en intensivo, llegando a dia 30 DPE solo un

experimento de cultivo intensivo y con muy baja supervivencia.

Se observo un pico marcado de mortalidad en los primeros dias de vida, alrededor
de los 7-11 DPE, coincidiendo con la reabsorcion del saco, por lo tanto con el paso a
alimento exogeno, y una paulatina mortalidad a lo largo de todo el tratamiento. CTSA
(2008) y Benetti (1997) indican que en Seriola dumerili, S.quiquerata y S.lalandi, se
observan dos picos de mortalidad, uno en los primeros dias coincidiendo con con lo
ocurrido en todos nuestros experimentos, y un segundo pico en la etapa de destete, debido
al canibalismo. Este segundo pico no ocurrié en nuestros experimentos, debido a la baja
densidad larvaria existente en los tanques de cultivo. La baja supervivencia larvaria,
obtenida en nuestro estudio, puede ser debida a una multitud de factores, ya sea la calidad
de la puesta, los factores de cultivo (T?, oxigeno, calidad del agua...), tipo y tiempo de
alimentacion, elevada sensibilidad de las larvas entre otros. La calidad de las larvas,
depende basicamente de la calidad de los huevos, la cual puede estar determinada por un
elevado numero de condiciones (Campbell et al., 1992; Bromage y Roberts 1995; Carrillo

et al.,2000).

Los desequilibrios nutricionales en las primeras etapas de vida, tales como
deficiencias en vitaminas, aminodcidos o acidos grasos esenciales en la alimentacion de
reproductores o larvas, pueden alterar el comportamiento de la larva (Ishizaki, 2001), la
supervivencia, el crecimiento, la sensibilidad al estrés (Izquierdo, 1996), o el desarrollo
osteologico del cultivo larvario (Kanazawa et al., 1983; Akiyama et al., 1986; Knox et al.,
1988; Chatain y Ounais-Guschemann, 1990; Cahu et al., 2003; Saele et al., 2003; Hamre et
al., 2005).

En el caso particular de los lipidos, se ha demostrado que estos son cruciales para el
desarrollo embrionario y larvario, ya que juegan un papel importante en una amplia serie
de procesos (Sargent ef al. 1999). En relacion al contenido en lipidos totales encontrado en
los huevos y larvas, se ve como el contenido de estos baja de huevos a larvas de 30 DPE

(27-7%). Siendo el contenido lipidico de las larvas de 30 DPE inferior al reportado para
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Seriola dumerili (Yamamoto et al., 2008) y corvina Borrero (2008) que se situa entre 13-
16% respectivamente. El contenido en proteina (91-71%), al igual que sucede con los
lipidos, baja en el paso de huevos a larvas de 30 DPE y es similar al referido por

Yamamoto et al., 2008 para larvas de S. dumerili.

Pese a que no se conocen los requerimientos nutricionales de la especie estudiada,
la utilizacion de los enriquecedores comerciales durante la alimentacién con rotiferos y
Artemia, al menos aseguraron un aporte de HUFA's (acidos grasos altamente insaturados),
puesto que se ha demostrado que alimentar a larvas con rotiferos y Artemia deficientes en
EPA y DHA, se refleja en natacion erratica de las larvas que pueden flotar en la superficie
del tanque, descenso en la actividad natatoria y alimenticia, hidropesia (depositos de agua
subcutaneos y subcelomicos), shock ante el test de actividad, y una baja supervivencia tras
el mismo. Ademas son sintomas claros no solo un crecimiento reducido, sino también una
ineficiente inflacion de la vejiga natatoria y un menor porcentaje de supervivencia, como
se ha observado en la dorada (Koven ef al., 1990; Rodriguez et al., 1993, 1994; Salhi et al.,
1994) y en rodaballo (Gatesoupe y Milinaire, 1985).

En el caso particular de los acidos grasos de cadena larga como. Docosahexaenoico
(22:6 n-3, DHA), Eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y Araquidénico (20:4 n-6, ARA)
tienen una gran importancia, y han sido ampliamente estudiados en especies de peces
marinos (Izquierdo 1996; Sargent et al., 1997), jugando un papel importante en la
estructura de la membrana celular, y estructura y evolucion de diferentes tejidos y drganos
en las primeras etapas de vida. Tienen un papel importante en el desarrollo de las larvas
(Bell et al., 1995a), en su supervivencia (Roo et al., 2009), en su comportamiento frente a
la escolarizacion (Ishizaki, 2001) y esta relacionado también con el control del estrés
(Watanabe et al., 1983; Izquierdo, 2005; Ganga et al, 2006). Cambios en las condiciones
de cultivo durante este periodo de desarrollo larvario, tales como cambios en la
alimentacion, aumento de las tasas de flujo, reduccidon de agua verde, etc, imponen un alto
riesgo de estrés a las larvas de peces, aumentando la importancia de una alimentacion

adecuada.

En este sentido, el comportamiento de las larvas de medregal negro en los tanques
de cultivo, mostré una tendencia a la agregacion en distintas areas de la superficie del

tanque y media columna de agua, respondiendo activamente ante estimulos sonoros
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durante las primeras fases del cultivo. Sin embargo, las larvas se mostraron muy sensibles
a condiciones estrésantes como los cambios de iluminacion y de calidad de agua,
igualmente a la manipulacion principalmente, a partir del dia 20 de cultivo, que se refleja
en la aparicion de sindrome de shock tras la captura y una mortalidad del 100% de los
ejemplares manipulados, como se demostré en el experimento 3 y la necesidad de

utilizacion de anestésico para la realizacion del test de actividad.

Estos sintomas son una indicacion de deficiencias nutricionales, en particular de
acidos grasos esenciales como se sefiald anteriormente y podrian estar asociados a la baja
capacidad que tienen las larvas para digerir la Artemia, que, como se pudo observar se
defeca practicamente entera dando a entender una baja capacidad de asimilacion de los
nutrientes aportados en el enriquecimiento y estaria relacionado con el bajo nivel de
lipidos en las larvas de 30DPE. Este mismo problema fue sefialado por Roo et al. (2010)
en el caso del pargo, sefialando una importante mejora en la supervivencia de esta especie

conun destete de las larvas desde etapas mas tempranas.

La cantidad de acidos grasos presentes en los rotiferos y Artemia enriquecidos son
equivalentes a los encontrados por Roo et al. (2009), y cabe destacar el elevado nivel de
DHA y DPA (22:5 n- 6) en el enriquecedor experimental Spirit, este ultimo es un acido
graso producido por ciertos protistas marinos como Schizochytrium sp. (Barclay y Zeller,
1996, Parrish et al., 2007). Estos organismos se caracterizan ademéas por los elevados
niveles de DHA que pueden generar (>50%) por lo que estdn siendo utilizados como
fuente de este acido graso por algunos fabricantes de enriquecedores comerciales como

ocurre con el Red pepper (Roo et al., 2010).

Respecto a las porcentajes de acidos grasos en porcentaje de area presentes en las
larvas del medregal negro son equivalentes a las encontradas en otros peces marinos tales
como la corvina (Borrero, 2008), cobia (Faulk y Holt, 2005), bacalao (Garcia et al., 2008),
dorada (Bueno, 2001) o el atiin de aleta azul del pacifico (Sekoa et al., 2007). Si bien, el
contenido de DHA encontrado en las larvas de 30 DPE fue inferior al de S. dumerili
(Yamamoto et al., 2008). Este acido graso interviene en importantes funciones durante el
desarrollo de la larva como son la formacion del sistema neural o la vision. La proporcion
de DHA encontrado en las larvas fue mas de dos veces superior al de la Artemia ingerida

(12,61% frente a un 5,37%). Por el contrario, es muy inferior al de los rotiferos
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enriquecidos con Spirit (24,32%) utilizados en esa experiencia y ligeramente superior al de

rotiferos enriquecidos con DHA selco (10,37%).

Otros acidos grasos esenciales como el ARA y el EPA estan involucrados en la
produccion y la modulacion de los eicosanoides (Bell et al., 1994, 1995b; Sargent et al.,
1997). La cantidad relativa de EPA en las larvas de 30 DPE es inferior a la observada en S.
dumerili (Yamamoto et al., 2008) y con una tendencia al alza desde el estadio de huevo, lo
que se relaciona con una presencia elevada en las presas vivas utilizadas. Por lo que
respecta al ARA, este permanece constante en las larvas a lo largo del experimento, lo
mismo ocurre en el caso de S. dumerili pero en porcentajes algo menores (Yamamoto et

al., 2008).

Al igual que ocurre en la composicion de acidos grasos de los rotiferos
enriquecidos, se encontraron niveles elevados de DPA en las larvas de medregal negro, lo
que se ha atribuido al contenido presente en la presas enriquecidas con Spirit. Un nivel
elevado de DPA, puede dafiar la funcién cerebral ya que, puede sustituir al DHA dada su
similitud quimica dando lugar a alteraciones en las propiedades de las membranas
neuronales y modificar las funciones de los fotorreceptores como se ha sefialado en
vertebrados superiores (Hrboticky et al., 1991; Eldho et al., 2003). La supervivencia
también puede estar influida negativamente por altos niveles de DPA como sefiala Roo et
al., (2009) sin embargo, los niveles de DPA de las larvas de seriola son sensiblemente
inferiores a los reportados en larvas de bocinegro (Roo ef al. 2009), cobia (Faulk y Holt,
2005) y bacalao (Parrish et al., 2007; Garcia et al., 2008), cuando eran alimentados con
rotiferos y Artemia ricos en este acido graso. Este hecho podria estar relacionado un con un
uso mas prolongado de la alimentacién con rotiferos en el caso del bocinegro frente al
presente estudio o a un efecto lavado del mismo desde la etapa de alimentacién con
rotiferos con la introduccion de la Artemia que no incluye este acido graso hasta el

momento de la toma de muestras.

Hay que mencionar igualmente, que no s6lo son importantes las cantidades de los
diferentes HUFA, sino también las relaciones entre ellos, como los acidos grasos n-3/n-6
en el musculo que se consideran importantes para el crecimiento y desarrollo normal de las

larvas de peces (Izquierdo, 1996; Rainuzzo et al., 1997; Sargent et al., 1999; Izquierdo et
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al.,2000). Los porcentajes encontrados de esta relacion fueron similares a los encontrados

en bocinegro por Roo et al. (2009).

Finalmente cabe senalar que independientemente de la alimentacion empleada se
confirma que el uso de sistema mesocosmos o condiciones de cultivo semi-intensivas
mejoran la supervivencia larvaria y crecimiento de las mismas lo que concuerda con los
resultados obtenidos por otro autores para especies de este mismo género como la Seriola
dumerilli (Papandroulakis et al., 2005; Jerez et al., 2006) u otras especies de las que se

desconoce su biologia en profundidad como el bocinegro, (Roo et al.,2009).

128



6. Conclusiones

129



Conclusiones

6. Conclusiones

1. Las experiencias de captura y aclimatacion de ejemplares de medregal negro
demuestran que es una especie resistente, que se aclimata con facilidad a las
condiciones de cultivo. El crecimiento en la fase sub-adulta de los ejemplares
capturados fue elevado llegando a sobrepasar los 2kg por afio, lo que facilita la
obtencion de nuevos reproductores y da una idea del potencial de crecimiento de la

especie.

2. La talla minima de madurez en cautividad en Canarias para los machos se situa en un
rango de pesos de 2,3 a 4,4 kg. Por el contrario en el caso de las hembras, esta no se
alcanza hasta que superan los 5 Kg de peso. Tras tres afios de cultivo no se han
obtenido puestas naturales de la especie, en las condiciones descritas, por lo que es

necesario seguir optimizando las condiciones de cultivo.

3. La época de puesta en Canarias, en condiciones de cultivo, parece estar situada entre
los meses de junio a octubre y una temperatura del agua en ascenso con una media de

23°C.

4. La biopsia gonadal y la referencia de didmetro minimo de oocito de >500 um es un
método adecuado para determinar el estado de madurez necesario para la induccion
hormonal de esta especie. La induccion hormonal con una dosis de GnRHa 20ukg™
tuvo como resultado la obtencién de puestas con un porcentaje elevado de huevos

viables.

5. Los diferentes parametros de calidad de puesta evaluados muestran una elevada
calidad de las mismas, tanto en el porcentaje de fecundacion que fue superior 90% y

una elevada tasa de eclosion superior al 79%.
6. La obtencion de mas de 2 millones de huevos de medregal negro, ha permitido la

realizacion de los primeros estudios de desarrollo embrionario, ontogenia de las larvas

y primeras experiencias de cria de esta especie en Europa.
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10.

11.

Las larvas recién eclosionadas tenian una longitud total de 2,54 £ 0,0lmm y un saco
vitelino de 1,29 + 0,07mm en su lado mas largo. La alimentacion exdgena efectiva
di6 comienzo a las 72 HPE con la apertura de la boca y del ano y la formacion de las
aletas pectorales. EI 100% de las larvas presentan vejiga natatoria desde el tercer dia

de vida.

El saco vitelino y la gota lipidica se reabsorben totalmente al 5° dia (120 HPE). La
flexion de la notocorda da comienzo el dia 15 DPE con una talla media de 15,14+1,24
mm. A los 30 DPE el juvenil ya tiene la pigmentacion caracteristica de los juveniles
de esta especie mostrando las bandas de coloracion transversales y un peso medio de

61,95+15,55 mg.

Existe un primer periodo critico de mortalidad entre los dias 7-11 que se asocia al
periodo de transicion de fin de las reservas enddgenas e inicio de alimentacion
exdgena. La mortalidad paulatina desde dia 12 en adelante se asocia a la necesidad de
optimizacioén de los protocolos de cria, abarcando desde cambios de condiciones de
cultivo generales como, aireacion, iluminacion, renovacion de agua hasta el desarrollo
de flora bacteriana en los tanques o el conocimiento de los requerimientos nutritivos

de la especie entre otros.

La elevada sensibilidad al manejo de las larvas a partir del dia 20 de cultivo, se
confirma con la apariciéon de sindrome de shock tras la captura y una mortalidad del
100% de las larvas tras el test de actividad. El uso de aceite de clavo como anestésico

se muestra como una medida efectiva para reducir la mortalidad por manejo a los 30

DPE.

Los sintomas observados parecen indicar deficiencias nutricionales, en particular de
acidos grasos esenciales, como el DHA con el uso de productos comerciales como el
DHA Protein Selco en la etapa de alimentaciéon con rotifero. En el caso del
enriquecedor experimental, a pesar de tener un elevado contenido en DHA, la baja
supervivencia obtenida puede estar influida por altos niveles de DPA encontrados, éste
es un acido graso poco comun en los vertebrados que puede llegar a sustituir al DHA

por su similitud quimica y disminuir las funciones cerebrales.
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12.

13.

14.

15.

El pobre enriquecimiento de la Artemia en acidos grasos esenciales como el DHA
indica la necesidad de optimizar su enriquecimiento o el desarrollo de productos que

permitan aumentar los niveles de AGE de acuerdo a los requerimientos de la especie.

La baja capacidad que tienen las larvas de seriola para digerir la Artemia, dificulta la
asimilacion de los nutrientes aportados en el enriquecimiento y estaria relacionado con

el bajo nivel de lipidos alcanzado en las larvas de 30 DPE.

El uso de una etapa mas prolongada de alimentacion con rotiferos o el comienzo de un
destete mas temprano podrian servir como medidas paliativas a la baja capacidad de

digestion de la Artemia.

Independientemente del tipo de enriquecedor empleado se confirma que el uso de
sistema mesocosmos o condiciones de cultivo semi-intensivas mejoran la
supervivencia y crecimiento de las larvas de medregal negro. El uso de unas
condiciones de cultivo mas naturales, como las que se dan en los sistemas
mesocosmos, sirve como modelo para establecer las necesidades de las nueves

especies a cultivar.
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