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Y la tierra estaba desordenada y vacia, y las tinieblas estaban sobre la faz del
abismo, y el Espiritu de Dios se movia sobre la faz de las aguas (Gn 1, 2)

Tomo, pues, el Seitor Dios al hombre, y lo puso en el jardin de Edén, para que
lo cuidara y lo cultivara (Gn 2,15)
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1. OBJETIVO

El rendimiento econémico de la produccion en acuicultura depende en gran
parte del suministro de grandes cantidades de huevos de buena calidad que
permitan conseguir altas tasas de supervivenciay crecimiento en el cultivo

larvario.

Para conseguir este objetivo es necesario disponer de un stock de
reproductores suficiente en ndmero de individuos y mantenido en las
condiciones Optimas de alimentacién y de control de los factores

ambientales.

La nutricion de los reproductores se esta revelando, gracias a los estudios
realizados en salmonidos, carpa, y dorada japonesa, como un factor muy
importante que afecta al desarrollo gonadal y a la fecundidad. Aunque falta
informacidn precisa sobre los requerimientos nutritivos para la maduracion
gonadal de los reproductores, se ha comprobado, en general, que la
cantidad, calidad y régimen alimentarios influyen en la cantidad y calidad de

las puestas.
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Los estudios realizados en este campo relacionan los niveles de nutrientes
en la alimentacion de los reproductores con las tasas de fecundidad y
fertilidad del huevo, porcentajes de eclosion, tasas de supervivencia y
crecimiento de larvas, y tasas de incorporacion al huevo de sustancias

principalmente liposolubles.

Se ha estudiado el efecto del tipo de fuente proteica y las interferencias de
las proteinas con otros componentes de la dieta como minerales,
micronutrientes, acidos grasos, vitaminas y carotinoides. En los Ultimos afios
la méxima atencién se ha centrado en las sustancias liposolubles; los
resultados indican que los requerimientos en estas sustancias son
sensiblemente diferentes en los reproductores y en las distintas etapas del

cultivo.

En esta linea de investigacion que pretende mejorar los rendimientos de las
puestas y el cultivo larvario en dorada, se llevaron a cabo en la Planta de
Cultivos de Mazarron en 1992, 1993 y 1994 tres experimentos de
alimentacién de reproductores centrados en la influencia de los lipidos, y

especialmente los acidos grasos, en la reproduccion.

Se puede concretar por tanto el objetivo de este trabajo como:

"Establecimiento de las caracteristicas idoneas de la dieta de
reproductores de dorada (Sparus aurata L.) en cuanto a lipidos,
especialmente acidos grasos poliinsaturados, para mejorar los

resultados de la reproduccién en cantidad y calidad de las puestas".
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2. INTRODUCCION

2.1. REPRODUCCION EN CULTIVO DE PECES

El desarrollo de la acuicultura de peces requiere, segun Zanuy & Carrillo
(1992), un mayor conocimiento de los complejos procesos de la

reproduccion en los siguientes campos:

El primer objetivo es conseguir la reproduccion en cautividad de las
especies de que se trate controlando y sincronizando la época de puesta.
En la actualidad se aplican técnicas en este sentido en dorada, lubina 'y
rodaballo, aunque no con un control completo del proceso por ser técnicas
adaptadas de especies de agua dulce que tienen pautas de reproduccién
similares. La investigacion sobre la influencia de los factores ambientales y
su regulacién neuroendocrina, mejoraria en gran manera los resultados de

la produccién.
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Otro campo importante de trabajos en especies marinas todavia por
desarrollar, son las técnicas de control de sexo, fisioldgicas o genéticas,
utilizadas para obtener machos o hembras. Se aplican a nivel industrial en
salmonidos, ciclidos, y ciprinidos. El estudio de los factores endocrinos o
ambientales que determinan la edad de la primera maduracion sexual es de
gran interés por el posible ahorro de gastos de mantenimiento de

reproductores en especies que tardan varios afios en llegar a la madurez.

También son prioritarios en el momento actual los estudios de seleccién
genética de lineas de reproductores idoneas para el cultivo y la produccién
de hibridos con la consiguiente mejora de las técnicas de conservacion de

gametos.

El segundo objetivo es la obtencion de huevos y larvas con altas tasas de
supervivencia, buena calidad y uniformidad, y crecimiento rapido. Entre los
factores a tener en cuenta, y lo que constituye el tema de esta tesis, estaria
la definicién de los requerimientos nutricionales de los reproductores a lo
largo de su ciclo anual y metabdlico. En las especies actualmente cultivadas
en nuestro pais se desconocen casi completamente los mecanismos
responsables de la incorporacién del vitelo y en que medida los factores
ambientales, nutricionales, endocrinos y sociales pueden afectar tanto a la
sintesis de vitelogenina como al mecanismo y tasa de incorporacion de la
misma en el ovocito, a las caracteristicas del vitelo y de otras sustancias que

serviran de alimento a las larvas.

La base de la reproduccion en los peces es su gran fecundidad ya que se
pueden obtener varios centenares de miles de huevos por kg de hembra.
Una vez obtenidos los reproductores procedentes del medio natural o del
cultivo, el siguiente paso seria conseguir la reproduccion en cautividad. Este

objetivo esta conseguido desde los afios 30 para los peces de agua dulce
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y los salmoénidos, y a partir de 1971 en peces marinos. En general el
desarrollo de las gbnadas llega normalmente hasta los momentos finales de
la maduracién de los gametos y, justo antes de la liberacion de los mismos,
se produce una interrupcion (Harvey & Hoar, 1980) que hace necesario el

uso de la induccién a la puesta.

El caracter periodico anual de la reproduccion, al menos en especies de
aguas templadas, presenta incovenientes en el desarrollo de las siguientes
fases de cultivo y en el rendimiento econdmico de la actividad, por lo que se
han desarrollado también técnicas de sincronizacién y ampliacion de los
periodos de puesta con objeto de obtener huevos durante la mayor parte del

afno.

La maduracion de la gbnada en los peces y su comportamiento reproductor
estan muy relacionados con los factores ambientales como la temperatura
y el fotoperiodo. Los peces son poiquilotermos y desarrollan por tanto una
mayor actividad en verano; en esta época del afio se acumulan las reservas
alrededor del tubo digestivo en los pescados magros mientras que en los

grasos se depositan en el musculo.

El desarrollo de la reproduccién se detecta principalmente por dos indices,
el gonado-somatico que relaciona el peso de la génada con el peso total del
pez, y el hepato-somatico, que se refiere al peso del higado. El primero
presenta unos valores maximos en la época de puesta, y el segundo refleja
las variaciones ponderales del higado cuando crece o disminuye el ovario.
El higado es el 6rgano de paso de materias metabolizadas por el
organismo. Hay una correlacion entre la disminucién de reservas grasas en
el tubo digestivo, el peso del higado, y el diametro de los ovocitos en el

proceso de maduracion.
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La alimentacion de los reproductores es pues muy importante, no solo para
el crecimiento de los individuos, sino porque va a determinar la naturaleza
de las reservas que se movilizan y reabsorben en el proceso de la
vitelogénesis. El estado nutricional de los reproductores y la naturaleza de
las reservas acumuladas en los mismos pueden considerarse los principales

factores internos que van a influir en la reproduccion.

Ademas hay que tener en cuenta otros factores externos que van a jugar
también un papel importante en todo el proceso reproductivo junto con las
complejas relaciones neuro-endocrinas entre todos los factores entre si. Los

principales son:

- Alimentacion: la reproduccion es un proceso que requiere la energia
procedente de la alimentacion y las reservas que se movilizan hacia las
gbnadas; los peces mal alimentados no se reproducen. Dependiendo de las
especies, la alimentacion puede interrumpirse antes de la puesta o continuar

a lo largo de la misma.

- Temperatura: influye en la actividad general del pez y sobre todo en la
alimentaria que puede cesar por completo cuando llega a valores
extremadamente bajos. Cuando las reservas grasas se consumen, las
gonadas se reabsorben para suministrar la energia necesaria para la
supervivencia. Ademas la temperatura tiene un efecto directo sobre la
reproduccion y cada especie realiza la gametogénesis en un rango
determinado de temperatura; la temperatura actia sobre la actividad

gonadotropa del eje hipotalamo-hipofisario que produce la gonadotropina.

- Fotoperiodo: su accidén se ejerce a partir de los 6rganos fotoreceptores, ojo
y epifisis, y a través del sistema nervioso sobre el eje hipotdlamo-hipofisis.

Mediante la aplicacion de ciclos de fotoperiodo comprimidos (variacion
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fotoperiddica anual aplicada en seis 0 nueve meses) o expandidos
(variacion anual aplicada en catorce o quince meses), se ha conseguido
adelantar o retrasar la puesta en especies como el rodaballo, la dorada, la

lubina y la trucha.

- Otros: se ha comprobado experimentalmente la accion de otros factores,
como la salinidad, en la reproduccion; bajas salinidades inhiben la
maduracion en especies como la lubina. La densidad tiene también su
influencia; valores demasiado bajos de carga en los tanques, y proporciones
inadecuadas %/&, reducen la fecundidad de las hembras. Otros factores,
como el estrés y la seleccién no apropiada de los reproductores, provocan
importantes alteraciones endocrinas que tienen una profunda influencia
sobre el proceso reproductor, la supervivencia larvaria, y las caracteristicas

de la progenie.

2.2 LA DORADA

La dorada, Sparus aurata (Linnaeus, 1758), es una de las especies mas
importantes de peces marinos que se cultivan en la actualidad. En Espafia
su produccion cultivada ha pasado de 127 tm en 1985 a 2 094 tm en 1994
y se prevén para 1999 alrededor de 8 500 tm; nuestro pais ocupa el primer
lugar en produccion de alevines con 17 millones en 1994 (ICES, 1995, datos

sin publicar).

En el Mediterraneo se pesca con anzuelo y redes fijas de enmalle, arrastre
y cerco y las capturas alcanzaron las 5 300 tm en 1991 (FAO, 1993). En
Japon la dorada japonesa (Pagrus major) ha alcanzado el segundo lugar en

peces cultivados, después de la seriola, con 45 200 tm en 1989.

Su area de distribucién abarca todo el mediterraneo y el atlantico desde
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Inglaterra hasta las Islas Canarias (Fischer et al., 1987).

2.2.1. Biologia

La dorada es un pez tipicamente litoral excepto en invierno -coincidiendo con
la época de puesta- cuando se traslada a profundidades mayores; los
juveniles ocupan las zonas de hasta 30 m de profundidad y los adultos
pueden llegar a los 150 m. Es una especie eurihalina que soporta
variaciones de salinidad entre 5 y 44 %o, euriterma, con un margen de
tolerancia a las variaciones de temperatura entre 10 y 33°C, y sedentaria,
cuyos individuos viven solitarios 0 en pequefios grupos muy cerca de la
costa, incluso dentro de ensenadas y lagunas litorales, en fondos arenosos
o de praderas de Posidonia. Son carnivoros y se alimentan principalmente
de moluscos, crustaceos y peces, pudiendo cambiar accesoriamente a un
régimen herbivoro (Arias, 1976b, 1980).

En primavera los alevines realizan migraciones tréficas hacia las lagunas y
zonas litorales (Ben-Tuvia, 1979; Arias & Drake, 1990) donde permanecen
todo el verano; en otofio, al aproximarse la época de puesta, vuelven al mar
buscando temperaturas mas estables a mayores profundidades. La
reproduccion es invernal y las puestas tienen lugar a profundidades entre 5
y 25 m a temperaturas entre 14 y 19°C. La época de puesta tiene lugar
segun las zonas, en noviembre-enero (costas nordeste y noroeste de la
peninsula ibérica) (Suau & Lopez, 1976; Ramos & Pereira, 1990), en
octubre-enero en Céadiz (Arias, 1980), en diciembre-enero en el Mar Menor
de Murcia (Ortega et al., 1983), y en noviembre-febrero en las Islas Canarias

(Rivas et al., 1987).

La dorada es hermafrodita proterandrica: la mayoria de los individuos son

machos a la edad de 1-2 afios (20-30 cm) pasando un determinado
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porcentaje a convertirse en hembras a los 2-3 afos (33-40 cm); a partir del
cuarto afio la mayoria de los individuos son hembras. Este esquema puede
sufrir variaciones y la proporcion de sexos es distinta segun se trate de

poblaciones de lagunas litorales o de mar abierto.

El crecimiento de la dorada es rapido, sobre todo en zonas semicerradas
como los esteros de Cadiz en los que las medias de longitud en mm
encontradas son de 240.8 (1er afo), 312.2 (2° afio), 379.6 (3er afio), 438 (4°
afo), 488.9 (5° afo), 528.6 (6° afio) y 568.5 (7° afio) (Arias, 1980).

2.2.2. Cultivo

Aungue la dorada habia sido criada en las lagunas atlanticas junto con otras
especies eurihalinas ya en el siglo XIX, la primera referencia completa de su
biologia se encuentra en 1954 en los "valli" de Italia (D'Ancona, 1954).
Anteriormente, d'Ancona (1941) y Pasquali (1941) habian estudiado el ciclo
sexual de la dorada describiendo todo el proceso de inversion sexual.
Audouin (1962ay b) estudié la biologia de esta especie en I'Etang de Thau
sobre todo en los referente a edad, crecimiento, migraciones, y resistencia
a variaciones de temperatura y salinidad. Lasserre & Labourg (1974)

estudiaron el crecimiento de la dorada en las regiones de Arcachon y Séte.

En Espafia, y concretamente en el Mar Menor (Murcia), Lozano Cabo (1954)
recoge datos biométricos y de edad de la dorada: encuentra tallas maximas
de 180 mm para la clase de edad 0; la clase | tendria tallas minimas de 176
mm y méximas de 210 mm, y las tallas de la clase Il oscilarian entre una
minima de 131 mm y una maxima de 285 mm. El 75% de los ejemplares

capturados en agosto y septiembre eran de clase 0.

En 1920 Navarro habia realizado un estudio sobre las encafnizadas del Mar

9
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Menor donde hablaba de la posibilidad de "instalacion de una piscifactoria”.
En aquella época la dorada representaba el 80% de la pesca del Mar Menor
con 100.000 kg anuales. El peso de los ejemplares nacidos en noviembre
llegaba a los 10 g a los 6 meses (mayo), a los 60 g a los 9 meses (agosto),

y alos 80 g alos 11 meses (octubre) (Navarro, 1927).

En 1967 las encafizadas fueron cedidas al Instituto Espafiol de
Oceanografia para su gestion y explotacion, y en 1972 se realizaron los
primeros experimentos de engorde de dorada (Ortega & Ros, 1973); los
peces fueron llevados desde los 3 g a los 93 g en 7 meses en corrales
acondicionados en la encafiizada con una alimentacion a base de pienso

hamedo hecho con boga y pienso para anguilas o harina de pescado.

Arnal & Ortega (1975) prosiguieron las experimentos de engorde durante
1973y 1974 con doradas que llevaban 1y 2 afios alimentandose con una
mezcla de pescado y diferentes harinas vegetales (soja, maiz y trigo), leche
en polvo, aminoacidos, minerales y vitaminas. En 1975, y como paso previo
a la planificacion de su cultivo, se llevd a cabo el estudio sobre el

crecimiento de la dorada en el Mar Menor (Arnal et al., 1976).

A partir de 1970 se iniciaron las experimentos para la produccion masiva de
larvas y alevines por fecundacion artificial previa induccion a la puesta por
medio de hormonas. En Italia Lumare & Villani (1971ay b; 1973), Alessio &
Bronzi (1974a y b), Alessio et al. (1975), y en Francia Barnabé & René
(1973), obtuvieron buenos resultados utilizando gonadotropina coridnica.
Arias (1976a) en Cadiz, después de realizar un estudio de 3 afios sobre la
biologia de la dorada en los esteros, llevd a cabo en 1975 las primeras
pruebas de puesta inducida; obtuvo puestas por medio de inyeccion
hormonal y de fecundacion artificial pero las larvas no sobrevivieron. Sin

embargo, contribuyd con este trabajo a establecer la metodologia de la
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captura, transporte, mantenimiento y alimentacion de los reproductores, asi
como la evaluaciéon del estado de madurez, las dosis de anestesia y

hormona a administrar en cada caso, y las técnicas de induccién.

El cultivo de la dorada fue progresando muy lentamente y al final de la
década de los 70 aun no se habian conseguido resultados de supervivencia
suficientemente buenos para asegurar la rentabilidad del cultivo comercial.
En la revision de Quillet & Camaret (1982) se da como la supervivencia mas
alta la de 16% conseguida por Alessio a los 2-3 meses (Girin, 1976). Los
problemas de la cria larvaria en dorada residian principalmente en el

pequefio tamafo de la larva y en la ausencia de vejiga natatoria.

Las dificultades del cultivo larvario fueron solucionadas mediante la
investigacion de los factores ambientales y de alimentacion que influian en
el desarrollo de las larvas; el fotoperiodo, la intensidad luminica, la salinidad,
y la alimentacion viva a base de rotifero de diferentes tamafios, fueron objeto
de atencidn prioritaria a fin de establecer la tecnologia del cultivo larvario.
Koven et al. (1989, 1990, 1992) mejoraron considerablemente las técnicas
de cultivo mediante el enriquecimiento de las presas vivas para cubrir las
necesidades nutritivas de las larvas. Por otra parte, la investigacion sobre
tecnologia ha conseguido porcentajes de formacioén de vejiga natatoria
superiores al 90% (Chatain, 1986; 1987; Chatain & Ounais-Guschemann,

1990) y valores de supervivencia larvaria mucho més altos.

En la actualidad, y como consecuencia de todos estos afos de
investigacion, la supervivencia larvaria a los 30 dias (15 mg de peso seco)

se sitla por encima del 30%, y la de las larvas de 1 g alrededor del 20%.

Por otra parte, y en lo referente al engorde, a mediados de los 70 y con

alevines producidos en criadero o capturados en el medio natural,
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comienzan los ensayos a nivel industrial de cultivo en jaulas y en tanques
(René 1974ay b; Pitt et al., 1977; Ravagnan, 1978; Porter, 1980, 1981;
René, 1984; Dosdat, 1984; Krom et al., 1985a y b; Porter et al., 1986;
Bermudez et al., 1987; Garcia Garcia et al., 1987; Rivas et al., 1987).

Al principio de los 80 las iniciativas empresariales se vieron frenadas por la
falta de alevines que no se producian en numero suficiente para la
explotacion a nivel industrial (Ravagnan, 1984), eran de poca calidad con
elevados porcentajes de deformaciones y ausencia de vejiga natatoria
(Paperna et al., 1977; Paperna, 1984), y alcanzaban precios demasiado
altos. A partir de 1985, sin embargo, y gracias a ala mejora de las técnicas
de reproduccion y cultivo larvario, se incrementa de forma exponencial la
produccién de alevines con el consiguiente aumento de la rentabilidad de los
criaderos y disminucion de precios. En Espafia las cifras de los Ultimos afios
son de 2.51 millones en 1988, 9.19 en 1989, 12.4 en 1990, 16.2 en 1991
(Santaella, 1993), 13 en 1993 , y 17 en 1994 (ICES, 1995, datos sin
publicar).

En Espafia la produccion de dorada ha experimentado un crecimiento
espectacular con valores del 100% de incremento anual que han pasado de
127 tm en 1985 a 2.094 en 1994. Las produccion estimada para 1996 es de
7.500 tm (38% de la produccion de la CEE) y a partir de esta fecha se
produciria una estabilizacion en torno a las 10.000 tm hasta el afio 2.000
(Santaella, 1993) (Figs. 1y 2).
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2.2.2. Tecnologia de la produccién

El crecimiento de la dorada y por tanto la duracién del cultivo hasta tamafio
comercial depende sobre todo de la temperatura del agua. En temperaturas
superiores a 18°C la dorada crece muy rapidamente pudiéndose obtener en
el Mediterrdneo alevines de 1 g a los 70 dias de vida y ejemplares de 350

g a los 15-16 meses.

2.2.2.1. Puesta e incubacioén

Mediante técnicas de manipulacién de la temperatura y el fotoperiodo se
puede adelantar o retrasar la época de puesta y modificar su duracion
obteniéndose de esta manera huevos durante gran parte del afio. Los
huevos viables que flotan en la superficie del agua son recogidos en un
rebosadero a la salida de los tanques en una malla de 500 p y colocados en
un incubador o directamente en los tanques de cultivo larvario. La eclosion
tiene lugar 2-3 dias después de la puesta y las tasas de eclosién son del
orden del 80%.

2.2.2.2. Cria larvaria y "destete"

Se hace en tanques cilindroconicos de 2-4 m® con un control estricto de los
parametros fisico-quimicos: oxigeno disuelto: 7.5 mg/l; pH: entre 7.5-8.5;
temperatura: 17-23°C; salinidad: 30-37 %o ; nitritos: menos de 0.3 mg/l. La
carga inicial pude estar alrededor de 80 larvas/l y se aconseja una carga
media a lo largo del cultivo larvario de 10 larvas/I. La primera alimentacion
esta formada por presas vivas, rotifero y Artemia; alrededor de los 50 dias
de vida de las larvas se empieza la alimentacién con dietas inertes, del 5-
10% del peso vivo diario. Al final de la etapa de "destete", que dura unas 2

semanas, el porcentaje de supervivencia varia entre 75y 100%.
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2.2.2.3. Preengorde

Comienza cuando los alevines alcanzan 1 g de peso y tiene lugar en
estanques o en jaulas en cargas de 20-25 kg/m®. En esta fase es muy
importante clasificar frecuentemente los peces para obtener un crecimiento

homogéneo y evitar el canibalismo.

2.2.2.4. Engorde

Se puede realizar en sistema intensivo, jaulas o estanques, estos Ultimos con
gran renovacion de agua (50-100% a la hora) o extensivo (esteros, medio
lagunar). La supervivencia en esta fase sobrepasa generalmente el 80% ya
gue no suelen presentarse enfermedades y la dorada es bastante resistente
al manejo. Las cargas en esta fase estan alrededor de 15 kg/m®y puden
llegar a 40 kg/m?® si se hace un aporte suplementario de oxigeno puro. La
alimentacion es a base de piensos comerciales que contienen entre 40-45%
de proteina y 15-20% de grasa. La tasa diaria de alimentacion para doradas
de 350 g puede variar de 0.2% a 13°C hasta 1.1% a 25°C. Los indices de

conversion del pienso estan entre 2y 2.5.

2.2.2.5. Reproductores

Las doradas, salvajes o procedentes de cultivo, se mantienen en los tanques
de reproduccion en cargas de 2.5-4.5 kg/m® y son alimentadas con pienso
y con alimento natural (pescado, calamar, cangrejo). Debido al
hermafroditismo y tambien para evitar la pérdida de variabilidad genética,
se recomienda una renovacion anual del stock cultivado con un 20-25% de
individuos jévenes (de 1-2 afios) y, a ser posible, procedentes del medio

natural.
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2.2.3. Reproduccién

La reproduccién de la dorada se caracteriza por un hermafroditismo
proterandrico y un desarrollo ovarico totalmente asincronico con puestas
multiples de huevos pelagicos. El proceso de inversion sexual y de
maduracion en poblaciones de dorada cultivada en el Mediterraneo ha sido
descrito por Zohar et al. (1978, 1984) y Garcia Alcazar & Abellan (1989).

La reproduccion en cautividad de esta especie esta favorecida por la
elevada fecundidad de las hembras cuyas puestas se producen con una
periodicidad diaria durante 4 meses aproximadamente y llegan hasta 2-3
millones de huevos por kg de peso corporal a razon de 20 000-30 000
huevos /kg de hembra/dia(Gordin & Zohar, 1978; Zohar & Gordin, 1979;
Devauchelle, 1984; Zohar et al., 1989a). Otras ventajas que presenta la
dorada son la capacidad de produccion de puestas naturales en cautividad,
la efectividad de los tratamientos hormonales (GCH y LH-RH) en la
sincronizacion de la época de puesta (Zohar et al., 1989b), y la buena
respuesta a la manipulacién de las condiciones ambientales para el

desplazamiento del periodo reproductivo (Devauchelle, 1984).

Sin embargo, en la préactica, el control de la reproduccion en la dorada se
complica por un fenédmeno frecuente de atresia folicular que ocurre antes del
final de la vitelogénesis (Zohar y Gordin, 1979), la escasa fiabilidad de las
puestas obtenidas de reproductores salvajes, irregularidades en la ovulacion
que resultan en una baja calidad de los huevos (Zohar et al., 1989b), e

interrupciones prematuras de los ciclos de puesta (Zohar, 1988).

Estos problemas estan probablemente relacionados con el hecho de que,
en el ovario asincronico de la dorada, como en otros esparidos (Matsuyama

et al., 1988), los foliculos pasan por las fases de vitelogénesis, maduracién
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meidtica del ovocito, hidratacion y ovulacién, no de un modo simultaneo y
masivo, como en los teledsteos monoovulatorios, sino en pequefios grupos
con una estricta jerarquia temporal (Zohar et al., 1988). Ademas, la
produccion diaria de huevos parece variar a pulsos segun un complejo
esquema (Colombo et al., 1989). Esto implica que la regulacién endocrina
en esta especie estara mas finamente ajustada si la comparamos con las
especies monoovulatorias, y por tanto sera mas facilmente alterable por las
condiciones ambientales y por el suministro exdgeno de hormonas. De
hecho, se ha constatado que un exceso de hormona puede causar un efecto

negativo sobre las puestas (Zohar y Gordin, 1979; Colombo et al., 1989).

Por estas razones, en los primeros ensayos de induccion a la puesta en
dorada ( Alessio et al., 1975; Arias, 1976a; Barnabé, 1976; Villani, 1976) no
se consiguié obtener grandes cantidades de huevos durante periodos
prolongados de tiempo. En estos trabajos las hembras eran inyectadas con
altas dosis de gonadotropina coriénica humana (GCH en dosis de 800-
15.000 U.l./kg de peso) y sometidas después a masaje abdominal. La
posterior disminucion de las dosis de GCH a 100-200 U.l./kg de peso dio
como resultado la obtencién de puestas naturales (sin masaje) diarias
durante periodos de 4-100 dias (Gordin & Zohar, 1978; Zohar & Gordin,
1979; Zohar et al., 1984).

El uso reciente de técnicas de radioinmunoensayo ha permitido descubrir la
causa de la ausencia de puesta que presentan algunas doradas en
cautividad; la GtH se acumula en la hipdfisis pero no llega a liberarse al
torrente circulatorio (Zohar, 1988), por lo que la investigacién sobre la
induccidn a la puesta se ha centrado sobre las hormonas liberadoras de la

gonadotropina (GnRH).

Ademas de estimular la liberacién de la propia GtH, las hormonas
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liberadores GnRH tienen la ventaja de ser moléculas mas pequefias que no
producen inmunidad y que son faciles de sintetizar. Los andlogos de las
GnRH pueden ser seleccionados especificamente para cada especie. Una
Gnica inyeccion del analogo de GnRH de mamifero (GnRHa) es tan efectiva
como una inyeccion de GCH en la induccion de la puesta en dorada (Zohar
et al., 1989a). Sin embargo, una inyeccion de GCH o de GnRHa indujo
puestas diarias en periodos largos de tiempo Unicamente en el 25-35% de
las hembras tratadas (Zohar et al., 1989a); las demas hembras pusieron

durante 1-6 dias y sus ovocitos entraron en fase de atresia.

La mejora de las técnicas de induccion en dorada se esta estudiando en tres
campos: 1) estudio de la relacién estructura-actividad de las GnRH y sus
analogos, 2) uso de antidopaminérgicos, y 3) métodos de administracion de

los analogos de las GnRH.

2.3. ALIMENTACION DE REPRODUCTORES: INFLUENCIA EN LA
PUESTA Y CULTIVO LARVARIO.

La alimentacion de los reproductores juega un papel importante en el cultivo
de peces y tiene un efecto profundo sobre el desarrollo gonadal y la
fecundidad que constituyen el punto de partida del proceso productivo y, por
consiguiente, sobre la calidad de los huevos y la supervivencia y uniformidad

de las larvas (Fig. 3).
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- Requerimientos varian segun la fase de desarrollo.

- Los nutrientes tienen funciones distintas en cada estado.

- La dieta de reproductores es importante para:
* desarrollo embrionario
*viabilidad del huevo
* supervivencia en la fase de saco vitelino

Figura 3. Fases de desarrollo en teledsteos oviparos
desde el punto de vista de la nutricién.
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Los trabajos en este campo son relativamente recientes ya que la nutricion
en peces se ha desarrollado principalmente en las fases de larvicultura y
engorde. Estos estudios incluyen por un lado los de los procesos
metabdlicos de los reproductores y su control endocrino, y por otro los del
desarrollo gonadal y la maduracién; ambos presentan un cierto grado de
complicacion por estar relacionados entre si y con otros factores

(ambientales, sociales, etc.).

2.3.1. Reservas nutricionales: vitelo y gota de grasa

Las reservas nutricionales se acumulan en el huevo (vitelo y gota de grasa)
durante la maduracion del ovocito en el ovario de las hembras y van a tener
una doble funcién: formacién de estructuras en el desarrollo del embrién 'y

mantenimiento del metabolismo energético.

La composicion del vitelo es la siguiente:

Agua 90%

Proteina 50-85% (P.seco)
Lipidos 12-50% (" )
Hidratos de carbono <1% (")

Las principales clases de lipidos son:

VITELO: fosfolipidos, triglicéridos, acidos grasos, colesterol.
GOTA DE GRASA: ceras, triglicéridos.

La fase de maduracion del ovario en las hembras se inicia por la accion de
los factores ambientales (principalmente temperatura y fotoperiodo) sobre

el eje hipotalamo-hipofisario. Las células foliculares del ovocito sintetizan y
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mandan al sistema circulatorio hormonas esteroideas que van a dirigir

diferentes procesos metabdlicos (Fig. 4).

21



Introduccién

Uno de los primeros érganos objetivo de estas hormonas es el higado en
donde el 17-a-estradiol va a originar la sintesis de vitelogenina, proteina de
alto peso molecular que es portadora de grandes cantidades de lipidos,
carbohidratos, grupos fosfato y sales minerales que se van a acumular en el
ovocito como constituyentes especificos del vitelo. Los lipidos del vitelo se

encuentran pues en forma de:

- lipoproteinas (gran variedad de HUFA n3)

- vitelogenina: lipovitelina y fosvitina

Tanto en el vitelo como en la gota de grasa hay una alto contenido de n3
HUFA (20:5n3 y 22:6n3). Las deficiencias que pudieran producirse en estos
acidos grasos explicarian las altas mortalidades registradas en las larvas en
el momento de la reabsorcion del vitelo y de la gota de grasa, punto

considerado critico en el desarrollo de la etapa larvaria.

Las sustancias liposolubles han sido particularmente estudiadas porque sus
requerimientos son muy distintos en la reproduccién y en otras etapas de la

vida del pez.

Durante los primeros estados de vitelogénesis (cuando el indice
gonado-somatico es menor de 0.5) el tejido ovarico sintetiza lipidos a partir
de acetato; estos lipidos se incorporan en su mayor a la fraccion polar. En
etapas posteriores (vitelogénesis exdgena) los lipidos sintetizados en el
ovario se incorporan en forma de triglicéridos. En este momento del
desarrollo del ovario la mayoria de los lipidos depositados en el vitelo esta
en forma de lipoproteinas y vitelogenina. Léger et al. (1981a) observaron en
la trucha que las lipoproteinas y la vitelogenina se incorporaban en lugares
especificos; las lipoproteinas se dirigen al vitelo que incluye lipovitelina y

fosvitina, mientras que la vitelogenina entra a formar parte de la gota de
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grasa compuesta principalmente por triglicéridos. Durante el Ultimo mes de
la ovogénesis los lipidos de la dieta son acumulados directamente en el
huevo lo que indica que en esta fase las reservas de tejido adiposo juegan
un papel menos importante y no podrian compensar una deficiencia en
acidos grasos esenciales en la dieta. Por el contario las lipoproteinas con
mas alto contenido en n3-HUFA que la vitelogenina, y que mantienen altos
niveles durante todas las fases de maduracion, tendrian mas importancia
durante el inicio de la ovogénesis. Los acidos grasos, por tanto, son

imprescindibles en cada etapa de la ovogénesis.

2.3.2. Desarrollo embrionario y larvario

En estas etapas de la vida de los peces las reservas energéticas, proteinas
y lipidos, se encuentran en el vitelo y en la gota de grasa y tienen dos
funciones principales: formacion de estructuras y mantenimiento del

metabolismo energético.

Las proteinas son utilizadas fundamentalmente en la sintesis de proteinas
tisulares y de enzimas, hormonas y vitaminas. Ademas contribuyen a la
formacion de energia ya que se ha comprobado que los aminoacidos libres
constituyen la principal fuente de energia por via aerébica durante la

embriogénesis de peces marinos.

Los lipidos desempefian también una doble funcién: cubrir los
requerimientos energéticos del metabolismo (sintesis de ATP por la
a-oxidacion de los acidos grasos y servir de precursores en numerosos
procesos de biosintesis como la biogénesis de las membranas por
ejemplo). Un 70-80% de los lipidos son destinados a la produccién de

energia en las larvas de peces.
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Los huevos de los peces se pueden clasificar en diferentes categorias segun
su contenido lipidico. La presencia o ausencia de gotas de grasa se
corresponde con huevos de alto contenido en lipidos (>15% de su peso
seco) o con bajo contenido el lipidos (<15% de su peso seco). El primer tipo
se caracteriza por poseer grandes cantidades de lipidos neutros,
principalmente triglicéridos y ésteres de esteroles y ceras, y pocos lipidos
polares, mientras que el segundo tipo presenta altas cantidades de lipidos
polares, especialmente fosfatidilcolina, y bajas cantidades de lipidos neutros
(Mourente & Vazquez, 1996).

2.3.3. Influencia en la puesta y cultivo larvario

Los primeros estudios, realizados en los afios 80 en Japon con dorada
japonesa, carpa y salmonidos, demostraron que la calidad, cantidad, y
régimen en la alimentacién de los reproductores influia sobre el desarrollo
gonadal (indice gonado-somatico), fecundidad, calidad de huevos, y

supervivencia y uniformidad de las larvas.

En la trucha, dietas cuantitativamente escasas producen: a) en peces
jovenes, retraso de la primera maduracion sexual, b) en la etapa de
diferenciacion de los ovocitos, reduccion del nimero de huevos, y c) en la
etapa final de la ovogénesis, pequefias diferencias en el tamafio,

composicién del huevo, y porcentaje de eclosion.

El efecto de la cantidad de alimento en la reproduccion ha sido estudiado en
varias especies de peces y revisado en la trucha por Bromage et al. (1992).
Aunque esta comprobado que las dietas cuantitativamente escasas
generalmente reducen la fecundidad y pueden afectar al tamafo de los
huevos y retrasar la maduracion, no se ha podido establecer de una manera

clara la forma en que la falta de alimento afecta al desarrollo gonadal y a la
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fecundidad; la evidencia es que se producen deficiencias en el desarrollo de
los ovocitos y procesos de induccién a la atresia. Un ejemplo de la influencia
de la racion alimentaria en la reproduccion de lubina se ve en un
experimento realizado en el Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal
(Castellon) por Cerda et al. (1994). El stock de reproductores sometido a
una reduccion del 50% de la racién seis meses antes de la puesta, sufrié una
reduccidn significativa del crecimiento de los individuos y de los niveles de
17 a-estradiol en el plasma. Sin embargo, ni la viabilidad de los huevos ni la

supervivencia de las larvas a los 46 dias de vida, se vieron afectadas.

Por el contrario, los resultados de estudios sobre los efectos de la
composicion de la dieta son contradictorios. Takeuchi et al. (1981) encontrd
altas tasas de eclosion en los huevos de trucha mantenidos con una dieta
baja en proteina (36%), mientras que Roley (1983) obtuvo mejores tasas de
supervivencia en huevos producidos por reproductores alimentados con un
47% de proteina que en los procedentes de reproductores alimentados con
27% o0 37% de proteina.

Trabajos mas recientes con lubina han demostrado que las deficiencias en
proteina y en acidos grasos n3 influyen decisivamente en el proceso
reproductor de las hembras (Cerda et al., 1995) y de los machos (Cerda et

al., 1997) afectando a los niveles de esteroides sexuales.

La calidad de la dieta de los reproductores afecta a la composicion del vitelo
y de la gota de grasa donde se acumulan las reservas nutricionales que
serviran de alimento a las larvas.

2.3.4. Principales requerimientos en las dietas de reproductores

Luquet & Watanabe (1986) revisaron estos requerimientos en las principales
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especies de peces cultivadas.

2.3.4.1. Energia y proteina

Dada su limitada capacidad para digerir y metabolizar hidratos de carbono,
los peces presentan altos requerimientos de proteina. En experimentos
realizadas con trucha (Watanabe et al., 1984e), los reproductores
alimentados con baja proteina (28%) y lipidos altos (21%) produjeron
puestas con buenas cantidades de huevos y altas eclosiones lo que da idea

de la importancia de la relacién proteina/energia.

Los reproductores de dorada japonesa requieren porcentajes de proteina
en su dieta del 45%. Una disminucion al 33-36% produjo puestas con un
30% menos en la cantidad de huevos, baja calidad (mayor nimero de gotas,
menor flotabilidad, baja eclosidn, y alto porcentaje de larvas anormales). Las
dietas que contenian carne de sepia como fuente de proteina, comparadas
con las dietas a base de pescado, dieron mejores resultados en cuanto a
cantidad y calidad de huevos y caracteristicas de las larvas (Watanabe et al.,
1984a,b,c).

Estudios recientes en dorada (Fernandez-Palacios et al., 1997) demuestran
mejoras considerables en la calidad y cantidad de las puestas obtenidas al
incluir proteina de harina de calamar en la dieta. Esta mejora no fue debida
al perfil de aminoacidos de la dieta sino al alto coeficiente de digestibilidad
de esta proteina para la dorada. La proteina es el componente principal de
los huevos de muchas especies de peces (Watanabe & Kiron, 1994);
ademas de su importante papel como componente estructural, funcional y
energético de los tejidos y 6rganos de los peces, la proteina interviene en la

fertilizacion - es -y en el desarrollo normal del embrién.
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Los requerimientos en aminoacidos de los reproductores se han calculado
en dorada a partir del patrébn encontrado en su composicién corporal

(Fernandez-Palacios et al., 1997).

2.3.4.2. Lipidos.

Los peces marinos tienen requerimientos especificos de n3 HUFA de 20 y
22 atomos de carbono ya que son incapaces de realizar la bioconversién a
partir del acido linolénico (18:3n3) como los peces de agua dulce. Este alto
requerimiento se manifiesta en el hecho de que los huevos y larvas de

especies marinas son muy ricos en n3 HUFA (Tocher & Sargent, 1984).

Las necesidades de &cidos grasos esenciales varian entre especies y entre
las diferentes etapas de desarrollo (Gatesoupe & Le Milinaire, 1985). Los
juveniles requieren 1-2% de la dieta en peso seco mientras que en los
primeros estados de desarrollo esta cantidad se multiplica por cinco
(Sargent et al., 1989). Las especies de aguas calidas (pez gato, carpa)
presentan requerimientos menores en acidos grasos esenciales que las de

aguas frias.

Tienen especial importancia en la fraccion neutra los triglicéridos como
reservas de lipidos, y, en la fraccién polar, los fosfolipidos como
componentes de las membranas (aumentan durante el desarrollo
embrionario).

El papel de los lipidos se describe con detalle mas adelante.

2.3.4.3. Vitaminas

En el grupo de las vitaminas liposolubles hay pocos datos sobre el efecto de
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las vitaminas Ay D en la alimentacién de los reproductores. Cuando crece
la cantidad en la dieta se ha observado un aumento en la transferencia de
estas vitaminas a los huevos (Sugii & Kinumaki, 1968) pero no se han

evaluado todavia sus efectos sobre la fecundidad y la calidad de las puestas.

La vitamina E (a-tocoferol) ha sido mas estudiada por su relacién con el
metabolismo de las grasas. En la dorada japonesa un aumento de la
vitamina E mejora las tasas de fecundacion del huevo y el porcentaje de
larvas normales (Watanabe et al., 1985). En carpa la deficiencia en vitamina
E produce un retraso en el desarrollo de los ovocitos y cambios en el patrén

de &cidos grasos en el ovario (Watanabe & Takashima, 1977).

Dentro de las vitaminas hidrosolubles la vitamina C juega un papel
importante en la dieta de reproductores de peces. Se encuentra en altas
concentraciones en el ovario (Sandnes, 1984) y actla principalmente sobre

los procesos bioquimicos:

- influye en los niveles en sangre de las hormonas hipofisarias (17-a-
estradiol) y por tanto en la sintesis de vitelogenina (Hilton et al., 1979;
Waagbg & Sandnes, 1988). Sandnes & Braekkan (1981) observaron
también un aumento de la concentracion de acido ascorbico en el ovario del

bacalao en la etapa de formacién del vitelo.

- es un factor importante en la hidroxilacion de la prolina y consiguientemente
en la sintesis de coldgeno mejorando los porcentajes de eclosiéon de los

huevos y la viabilidad de las larvas (Sandnes et al., 1984a).

- una disminucion de vitamina C afecta al metabolismo de los lipidos
aumentando la grasa en el higado y disminuyéndola en el ovario (Waagbg

et al., 1989). Ademas hay una relacién de la vitamina C con los
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micronutrientes como el Fe (el contenido en Fe en los huevos de trucha es

proporcional a las tasas de eclosion) y el Zn (Sandnes et al., 1984b).

- la vitamina C influye en los procesos de resistencia a enfermedades, y tiene
un efecto anti-estrés y anti-téxico. Las dietas de reproductores deficientes
en vitamina C causan porcentajes altos de larvas deformes, aparicion de
lordosis y escoliosis, retraso del crecimiento y cuadros de hemorragias y

anemia (Soliman et al., 1986).

La vitamina C en las dietas de reproductores desempefa una funcion
importante en el crecimiento de la gbnada y en la maduracion, y es
transferida del ovario a los huevos constituyendo una reserva para la larva

recién eclosionada (momento critico del desarrollo).

Mas recientemente (Dabrowski el al., 1995) se ha constatado el efecto de
la vitamina C sobre la fecundidad de las hembras: es un estudio con trucha
arco-iris, peces alimentados con dietas deficientes en ascorbato
presentaron menos produccion de huevos y una reduccién en la deposicion
de materiales del vitelo; la mortalidad en la fase de huevo aument6 también.
Estos estados carenciales ocasionaron situaciones prolongadas de estrés
en las hembras y, consiguientemente, una reduccion del tamafio de los

huevos.

En los machos, el nimero de espermatozoides y su motilidad se redujeron

en peces alimentados con dietas deficientes en vitamina C.
También la mortalidad de la progenie de reproductores con estados

carenciales en vitamina C se ha relacionado significativamente con la

presencia de anomalias cromosomicas.
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2.3.4.4. Pigmentos

Los pigmentos carotinoides, principalmente la astaxantina, se acumulan en
gonadas, ovulos y huevos de salmonidos para lo que se produce una
movilizacion de los pigmentos del masculo y una utilizacion a partir de la
dieta (Steven, 1949; Crozier, 1970). Sin embargo su papel en la

reproduccion no esta claro.

En salménidos hay resultados sin confirmar sobre el efecto de la
cantaxantina en la primera maduracion sexual y la fecundidad (Deufel, 1965).
Se apunta también una influencia de los carotinoides en la fertilizacion del
huevo por un efecto positivo sobre la movilidad de los espermatozoides
(Hartmann et al., 1947). Otro aspecto es el papel de los pigmentos en la
funcién respiratoria durante el desarrollo de los huevos en condiciones

pobres de oxigeno (Mikulin & Soin, 1975).

En dorada hay resultados mas consistentes sobre el efecto de los pigmentos
en la reproduccion (Watanabe et al., 1985; 1984 d,f; Watanabe & Kiron,
1995). El suministro de krill, aceite de krill y pigmentos carotinoides en la
dieta de los reproductores tiene un efecto positivo sobre el porcentaje de
huevos fecundados. Ademas se ha observado una disminucion de huevos
y larvas anormales. Se supone que estos pigmentos tienen un efecto

anti-oxidante parecido al de la vitamina E (Watanabe, 1984).

Los procesos de movilizacion, transferencia y almacenamiento de
carotinoides en los huevos de peces hacen pensar en una influencia de
estos elementos sobre la reproduccion, pero a excepcion de la dorada
japonesa, no se han obtenido resultados concluyentes con las principales
especies cultivadas y la funcion fisioldégica de estos pigmentos esta todavia

por estudiar (Tacon, 1981).
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2.3.4.5. Minerales y elementos traza

Los peces tienen capacidad de captar del medio ciertos minerales a través
de las branquias. La dieta a base de carne de pescado cubre las
necesidades de estas sustancias que se supone tienen un efecto importante

en la reproduccion.

En dorada se comprob6 que una disminucién de fésforo tenia un efecto
negativo sobre el nimero de huevos, la fecundidad, la eclosion, y la
presencia de anormalidades (Watanabe et al., 1984a,b). El mecanismo de
esta influencia no se conoce ya que no se observan diferencias en la

composiciéon de los huevos.

En el salmén coho (O. kisutch) no se han encontrado mejoras en las puestas
cuando se suplementa la dieta con cobalto, cobre, hierro, manganeso y zinc
(Hardy et al., 1984); Ketola (1983) obtuvo resultados similares en el salmén
atlantico (Salmo salar) con suplementos de sodio, magnesio, zinc,
manganeso, hierro y cobre. Sin embargo, Takeuchi et al. (1981) observaron
disminucion en la supervivencia larvaria y en las tasas de eclosion en la
trucha, que eran debidas probablemente a falta de manganeso. Lall & Hines
(1985) confirmaron estos resultados en el salmén atlantico y en la trucha. Por
lo tanto, y como medida de seguridad, se recomienda suplementar con

manganeso las dietas de reproductores.

2.4. PAPEL NUTRICIONAL DE LOS LiPIDOS

Los lipidos juegan un papel importante como componentes de las
membranas celulares y como constituyentes de las reservas energéticas en

el desarrollo embrionario de los peces (Tocher y Sargent 1984; Falk-
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Petersen et al. 1986). En las dietas de los reproductores los lipidos son los
gue mas influyen en la composicion de los huevos (Watanabe et al. 1984d;
Watanabe 1985); el patron de acidos grasos se corresponde bastante
exactamente con el de la dieta (Lasker y Theilacker 1962; Ando 1962, 1968;
Shimma et al. 1977; Watanabe et al. 1984a,b,c,d, 1985a,b; Watanabe 1985;
Mourente et al.,1989; Mourente y Odriozola 1990a y b, 1990a), y sus
deficiencias producen puestas de menor cantidad y calidad y deficiencias

en las larvas.

Durante la formacion de la génada, los acidos grasos son movilizados
desde las reservas de lipidos neutros del tejido adiposo, y son llevados por
la sangre hasta el higado, donde van a formar la vitelogenina, lipoproteina
especifica del huevo. De los acidos grasos libres movilizados,
principalmente saturados y monoinsaturados, hasta un 60% pueden ser
catabolizados para suministrar la energia metabdlica para la sintesis de la
lipoproteina del huevo. Los restantes, principalmente HUFA n3 vy
especialmente 22:6n3, se incorporan en la vitelogenina rica en fosfolipidos,
que es llevada por la sangre a los huevos en desarrollo. El principal
fosfolipido del huevo es la fosfatidilcolina, y los niveles de triglicéridos

aumentan con la duracion del periodo de incubacion.

Los fosfolipidos y los triglicéridos en los huevos tienen niveles de HUFA n3
de 50y 30% respectivamente, y estdn compuestos principalmente de 22:6n3
y 20:5n3 en una proporcién 2:1. Los acidos grasos de los fosfolipidos y
triglicéridos, incluyendo los HUFA n3, son catabolizados para suministrar la
energia metabolica necesaria al desarrollo del huevo y a la larva recién
nacida, pero el principal papel de los HUFA n3 es la formacion de las
membranas celulares. El 22:6n3 tiene un papel critico en la formacién del
cerebro y los 0jos que constituyen una parte importante en el volumen del

embriony el cuerpo de la larva. Las pequefias cantidades de 20:4n6 en los
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huevos de peces se localizan casi exclusivamente en el fosfatidilinositol, y
tienen un papel especifico en la formacion de eicosanoides. De los estudios
realizados en larvas y de los andlisis de huevos se concluye que las dietas
de los reproductores y los huevos deben tener unos niveles éptimos de
HUFA n3/n6 de 5:1-10:1. En la nutricion de reproductores es muy importante
el uso de aceite de pescado de alta calidad para conseguir embriones

normales y larvas con un desarrollo adecuado.

2.4.1. Formacién de la gbnada

En los peces los lipidos constituyen la principal fuente de energia metabdlica;
son generalmente mucho mas ricos en acidos grasos poliinsaturados

(HUFA) de la serie n3 (20:5n3 y 22:6n3) que los lipidos de otros animales.

Las variaciones estacionales de los niveles de lipidos en peces estan
relacionadas fundamentalmente con el ciclo reproductivo: los peces
acumulan grandes reservas de grasa durante la primavera y principios del
verano cuando hay mas abundancia de alimento, para luego desarrollar las
gbnadas a finales de invierno-principios de primavera. La mayoria de los
peces desovan en primavera de manera que las larvas empiecen a comer
coincidiendo con la aparicién de los "blooms" de plancton. De acuerdo con
esto, los peces marinos tienen los niveles mas altos de lipidos a principios
de invierno y los méas bajos a principios de primavera. Normalmente la
disponibilidad de alimento durante el invierno es baja, por lo que los lipidos
acumulados en primavera-verano se usaran como fuente de energia

metabdlica para el mantenimiento durante el invierno.

Sin embargo, los costes de energia para mantenimiento son bajos si los

comparamos con el gasto matabdlico en el crecimiento. Una excepcién a
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esta regla es la aparicion de grandes desplazamientos asociados a la
reproduccion con el consiguiente gasto metabdlico de la natacion. Con todo,
el crecimiento requiere un gran gasto de energia metabdlica en la formacién
de la gbnada y de los gametos, proceso que se desarrolla en la naturaleza
generalmente en ausencia de alimentacion externa. Por tanto, es normal que
los peces marinos maduros inicien el invierno con reservas ricas en lipidos
y Sse encuentren en la época de postpuesta, la siguiente primavera, con esas

reservas practicamente agotadas.

Esta norma general se demuestra en estudios realizados con el capelan
(Mallotus villosus) y el arenque (Clupea harengus) en la naturaleza. El
capelan puede acumular normalmente entre el 10y el 20% de su peso como
lipidos, que se depositan en el tejido adiposo perivisceral y subcutdneo en
forma de triglicéridos. Mas del 70% de los lipidos del musculo de la hembra
del capelan, se movilizan durante el desarrollo gonadal; de éstos, el 40% se
deposita en la génada (Henderson et al. 1984). Por tanto el 60% de los
lipidos metabolizados del musculo de la hembra son catabolizados para
suministrar energia metabdlica, lo que indica el alto coste energético que
supone la formacion de la génada femenina. El macho de capelan moviliza
la misma proporcion de lipidos del musculo, pero sélo una pequefia cantidad
va a parar a la gbnada; esto indica un mayor gasto de energia en la actividad

fisica del macho comparado con la hembra.

2.4.1.1. Acidos grasos monoinsaturados como fuente de energia

La importancia de los lipidos en la formacion de la gbnada en las hembras
se ve claramente cuando se consideran los acidos grasos individualmente.
Los peces de latitudes septentrionales que se alimentan de zooplancton (por
ej. arenque y capelan) forman depdsitos corporales de triglicéridos de una

manera importante desde los grandes depdsitos de ceras de su dieta, ya
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que los triglicéridos de los peces son ricos en 20:1n9 y 22:1n11 derivados
de los correspondientes 20:1n9 y 22:1n11 alcoholes grasos de la dieta
(Sargentet al., 1979; Sargent y Henderson, 1986). La abundancia de 20:1n9
y 22:1nl1l es una caracteristica de casi todos los aceites comerciales
procedentes de las pesquerias del Atlantico Norte, que estan siendo
progresivamente utilizados en acuicultura. Por tanto, los peces cultivados
alimentados con esos lipidos y los peces procedentes de esas pesquerias

son también ricos en esos acidos grasos.

Sin embargo, a causa de sus cadenas relativamente largas, el 20:1n9 y el
22:1n11 no se pueden acumular facilmente en los fosfolipidos de los tejidos,
y son almacenados casi exclusivamente como triglicéridos. En los huevos de
arenque y capelan, compuestos principalmente de fosfolipidos, se pueden
encontrar cantidades insignificantes de 20:1y 22:1 lo que quiere decir que
han sido catabolizados principalmente para suministrar la energia

metabdlica necesaria para la formacién de las génadas y los huevos.

Con los HUFA n3 de cadena larga sucede lo contrario. Como los
fosfolipidos, que constituyen la principal clase de lipidos en los huevos, son
mas ricos en HUFA n3 que los triglicéridos que son virtualmente los Unicos
lipidos en las reservas del tejido adiposo, hay una mayor transferencia de
HUFA n3 de las reservas del tejido adiposo corporal hacia los huevos
(Henderson et al., 1984; Henderson y Almatar, 1989). Como consecuencia,
los lipidos movilizados del musculo, tanto en machos como en hembras, son
reemplazados por agua. Esto resulta directamente de la estoicometria del

catabolismo de los &cidos grasos:

Ci H3, O, + 230, -—---- > 16 CO, + 16 H, O + 137 ATP

256 g de acido graso (palmitico 16:0) generan 288 g de agua, 6 un volumen
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de grasa con un peso especifico aproximado de 0.90 genera aprox. 1
volumen de agua. Esta relacion inversa entre la grasa y el agua en la carne
del pez asegura que el cambio de volumen total del pez se minimice durante
la puesta, y justifica la pobre condicion de los peces que ya han realizado las
puesta. De aqui la importancia de la demanda de energia en la reproduccién

en peces, y hasta que punto depende del catabolismo de los lipidos.

Por tanto, el primer requisito para una buena nutricion de reproductores es
el suministro de los lipidos suficientes en la dieta para responder a los
requerimientos de energia de la reproduccién. La composicion en acidos
grasos de los lipidos requeridos para la produccion de energia durante la
formacion de la génada no es demasiado importante. Sin embargo, en
peces de agua fria, incluyendo los salmoénidos, depende en gran medida de
una mezcla de acidos grasos saturados de cadena media, y
monoinsaturados de cadena larga, principalmente 16:0, 18:1n9, 20:1n9, y
22:1nl1l1. Esta composicion se encuentra en los aceites comerciales
disponibles en el noroeste de Europa. La determinacion de la cantidad de
lipidos en la dieta para cubrir las necesidades de la reproduccién es mas
dificil ya que depende de las especies y, en concreto, de la cantidad de
lipidos presentes en los huevos. Una estimacion tedrica podria ser sobre 2-3
veces la cantidad de lipidos presentes en los huevos producidos en
condiciones Optimas. Esto puede traducirse a la practica alimentando a los
reproductores con dietas que contengan aceite de pescado en un 10-20%

de su peso seco.

2.4.2. Lipidos y vitelogénesis

La inyeccién de la hormona estradiol en peces inmaduros, machos o
hembras, induce la aparicién en la sangre de la vitelogenina, lipoproteina

especifica del huevo (Plack et al., 1971). El mecanismo de este proceso es
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el siguiente (Fig.5):

1) activacion por el estradiol de una lipasa de lipoproteina en el tejido
adiposo.

2) hidrdlisis de los triglicéridos dentro de los adipocitos por la lipasa de la
lipoproteina para generar acidos grasos libres.

3) paso de los acidos grasos libres desde los adipocitos a la sangre, donde
son transportados absorbidos en la albumina, hasta el higado.

4) llegada de los acidos grasos al higado donde son incorporados
principalmente como fosfolipidos y en menor medida como triglicéridos.

5) asociacion de los lipidos sintetizados de nuevo con las "apoproteinas"
(proteina en una cadena polipeptidica que estad separada del grupo
prostético) especificas del huevo, sintetizadas en el reticulo endoplasmico
rugoso del higado a partir de los aminoacidos movilizados en gran cantidad
desde la proteina del masculo, para formar la vitelogenina que es llevada a

los huevos por la sangre.
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La importancia cuantitativa de esta transformacion de aminoacidos y acidos
grasos, derivados principalmente de las reservas del tejido adiposo y del
musculo, en lipidos y proteinas del huevo, se comprueba por el marcado
aumento de tamafio del higado (3-5 veces en el capelan) que ocurre en los

primeros estados de la ovogénesis en peces (Henderson et al., 1984)
(Fig.6).

peso
himedo

(ng)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

ene feb mar abrd |'aS may jun jul ago
—9—muisculo macho ——musculo hembra
—+—higado/gén macho —*—higado hembra
ovario

Figura 6. Cambios en el peso del masculo, higado y
gbnada del capelin durante el desarrollo gonadal y
la puesta. (de Henderson et al., 1984)
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El desarrollo de la gbnada comienza en enero y la puesta tiene lugar a
principios de mayo. Los cambios en el higado y gbnada del macho son

insignficantes si se comparan con los de la hembra.

Esto refleja una marcada proliferacién del reticulo endoplasmico del higado
donde tiene lugar la biosintesis de vitelogenina. Son necesarias grandes
cantidades de energia metabdlica para la formacién del propio reticulo
endoplasmico expandido y para las reacciones biosintéticas que tienen

lugar.

La vitelogenina se ha detectado en la sangre de numerosos peces
teledsteos. Es una lipoproteina especializada de muy alta densidad (VHDL)
con aproximadamente el 80% de proteina y el 20% de lipidos. Los
fosfolipidos y los triglicéridos representan aprox. 2/3 y 1/3 de los lipidos
respectivamente, y a causa de su alto contenido en fosfolipidos, la
vitelogenina es rica en HUFA n3 especialmente 22:6n3. Durante la formacion
del huevo la vitelogenina es absorbida por los ovocitos en desarrollo por un
proceso de pinocitosis y es incorporada al huevo para generar las proteinas
del vitelo, lipovitelina y fosvitina. Por tanto, la mayor parte de los fosfolipidos
ricos en HUFA n3 de los huevos se localiza en la lipovitelina. Ademas, es
probable que los huevos ricos en triglicéridos y fosfolipidos incorporen
lipoproteinas ricas en lipidos de la sangre, por ejemplo lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) cuyo alto contenido en lipidos se debe principalmente

a los triglicéridos.

Este proceso ha sido confirmado en un gran nimero de especies de peces.
Se han hecho estudios recientes en la trucha (Copeland & Thomas, 1988),
pez gato (Smith et al., 1988), platija (Nagler & Idler, 1990), anguila (Petersen
& Korsgaard, 1989), carpa (Carnevali & Belvedere, 1991), lubina (Covens
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et al., 1987), y trucha arco-iris (Babin, 1987). Una revision general sobre el
metabolismo lipidico en peces teledsteos ha sido hecha por Henderson &
Tocher (1987). Babin & Vernier (1989) realizaron una revision de las

lipoproteinas del plasma incluyendo la vitelogenina.

2.4.3. Metabolismo lipidico en las primeras etapas del desarrollo en

peces

2.4.3.1.Composicidn lipidica de los huevos

Los lipidos son la principal fuente de energia metabdlica a lo largo del
desarrollo embrionario de los peces por lo que las cantidades en que se
encuentran en los huevos estan en relacién con el tiempo que transcurre
entre la puestay la eclosion o la primera alimentacién de las larvas. Asi, los
peces de agua dulce como los salménidos, ponen huevos relativamente
grandes con grandes reservas de lipidos que contienen cantidades
importantes de triglicéridos y fosfolipidos, y con largos periodos de
incubacion de hasta 20 semanas. Se producen larvas de gran tamarfio que

son faciles de alimentar con dietas establecidas.

Por ejemplo, los huevos de salmén atlantico, Salmo salar, contienen
aproximadamente el 30% de su peso seco en lipidos, de los cuales el 48%
son triglicéridos, y el 44% fosfolipidos (Cowey et al., 1985). Los huevos del
bacalao, Gadus morhua, contienen un 13% de su peso seco en lipidos, de

los cuales un 13% son triglicéridos y un 72% fosfolipidos.

Los principales &cidos grasos saturados y monoinsaturados en los
triglicéridos de los huevos fecundados de salmon son 16:0 (11.4%) y 18:1n9
(31%). Lo mismo sucede con los huevos fecundados de bacalao donde el

16:0y el 18:1n9 representan el 7.5% y el 18% respectivamente del total de
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acidos grasos en los triglicéridos. Estas diferencias reflejan el alto contenido
de HUFA n3 en los triglicéridos de los huevos de bacalao, donde el 22:6n3
y el 20:5n3 representan el 16% y el 11% respectivamente del total de los
acidos grasos. En huevos de salmon las cifras correspondientes para el
22:6n3 y el 20:5n3 en los triglicéridos son el 11.4% y el 6.0%
respectivamente. Los acidos grasos de los fosfolipidos de los huevos de
salmén y bacalao contienen el 42% y el 46% respectivamente de HUFA n3
y en ambos casos la proporcion 22:6n3/20:5n3 es aprox. 2/1. Un resumen
de la composicion en acidos grasos de los lipidos de los huevos de peces

marinos se da en la Tabla | (Sargent, 1995).

Tabla I. Composicion en lipidos y acidos grasos de los huevos de algunas especies de
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peces. (De Sargent, 1995).

Bacalao Eglefino Arenque Capelan

Diametro del huevo (mm) 1.35 1.30 1.35 1.1
Humedad (%) 74.0 86.0 74.0 70.0
Lipidos (% peso seco) 13.2 10.7 14.6 26.3
Lipidos polares (% lipidos 71.7 71.3 69.0 50.7
totales)

Lipidos neutros (% lipidos 28.3 28.7 31.0 49.3
totales)

Fosfatidilcolina (% lipidos 45.6 45.8 57.6 37.7
totales)

Trigicéridos (% lipidos totales) 12.5 8.3 14.8 30.4
Colesterol (% lipidos totales) 6.1 9.5 8.3 3.1

Acidos grasos en lipidos polares (% total)

saturados 28.1 255 32.7 27.4
monoinsaturados 20.3 20.4 14.5 18.1
20:4n6 1.9 3.7 1.0 1.1
20:5n3 15.3 12.6 13.7 19.0
22:6n3 28.6 27.6 314 24.6

Acidos grasos en triglicéridos (% total)

saturados 21.3 20.4 30.6 24.9
monoinsaturados 41.5 32.9 335 35.9
20:4n6 1.2 2.8 0.6 0.5
20:5n3 10.9 14.0 9.7 13.1
22:6n3 16.0 14.5 17.1 14.1

2.4.3.2. Utilizacion de los lipidos en los huevos fecundados

Los datos anteriores dan una idea de la importancia cuantitativa de los
HUFA n3, especialmente el 22:6n3, y de los triglicéridos y fosfolipidos en el
desarrollo embrionario y posteriormente en los primeros dias de vida de las
larvas. A priori, podria esperarse que los triglicéridos fueran consumidos
principalmente como fuente de energia metabdlica en el desarrollo inicial, y

que los fosfolipidos, con sus altas concentraciones de HUFA n3 esenciales,
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fueran reservados para la formacion de nuevos tejidos en el desarrollo del

embrion y de la larva.

Sin embargo esto no sucede asi en la practica. Los triglicéridos son
realmente consumidos como fuente de energia metabdlica durante el
desarrollo embrionario, como se ve claramente en el estudio realizado por
Cowey et al. (1985) que demuestra la disminucion de los triglicéridos en
huevos de salmon desde 3.4 mg en la fertilizacion hasta 1.4 mg en las larvas.
Sin embargo, la fosfatidilcolina, el principal fosfolipido en los huevos de
salmén, va descendiendo también desde 2.9 mg en los huevos fecundados
hasta 1.1 mg en las larvas. El consumo neto es el mismo en los triglicéridos

(2.0 mg) que en los fosfolipidos (1.8 mg).

Los resultados son aliin mas sorprendentes en el desarrollo de los huevos de
arenque, donde la utilizacion marcadamente preferente de fosfatidilcolina,
el principal componente con diferencia de los huevos, se refleja en su
descenso desde el 62% en los recién puestos y fecundados, al 40% en la
eclosion, y al 34% a los 15 dias de la puesta (Tocher et al., 1985a). Durante
el mismo periodo, el porcentaje de triglicéridos en los lipidos del huevo sube
desde el 14% en el momento de la fecundacion hasta el 23% en la eclosion,
y luego cae al 13% 15 dias después de la eclosion. Una situacion parecida,
es decir, la utilizacion preferente de la fosfatidilcolina del huevo sobre los
triglicéridos, ocurre durante el desarrollo de los huevos del bacalao (Fig. 7)
(Fraser et al., 1988), y en el halibut (Hipoglossus hipoglossus), donde la
fosfatidilcolina es tambien el principal lipido de los huevos (Falk-Petersen et
al., 1986, 1989).

44



Introduccién

¢ |ip.tot. ®fosf.colina —*—tg —+— esteroles

pg/huevo o
larva

16

LA e

12

10

O | | | | | | vI
0 5 10 15 /A 25 30 35 40

Figura 7. Utilizacion de los ﬁf)‘ﬁos en los huevos
fecundados y en las larvas de bacalao, Gadus morhua.
(Sargent, 1995)
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De estos resultados se puede deducir lo siguiente:

1°. La utilizacién preferente de la fosfatidilcolina en el desarrollo del huevo,
especialmente en especies marinas, implica un catabolismo de HUFA n3
relativamente grande. Los andlisis realizados por Tocher et al. (1985b)
establecieron que en el arenque las pequefias cantidades de triglicéridos en
los huevos fueron progresivamente aumentando a medida que avanzaba la
embriogénesis, gracias a una retencion en los triglicéridos de los HUFA n3
movilizados desde la fosfatidilcolina . Sin embargo, este mecanismo de
ahorro es incapaz de conservar la totalidad de HUFA n3 movilizados desde
la fosfatidilcolina durante todo el desarrollo del huevo, por lo que hay que
deducir que son necesarias grandes cantidades adicionales de HUFA n3
para suministrar energia metabdlica durante la embriogénesis. Los acidos
grasos saturados y monoinsaturados son cuantitativamente mas importantes
que los HUFA n3, en el suministro de energia metabdlica para el desarrollo

del huevo.

2°. Dado que el desarrollo del huevo tiene lugar en un sistema cerrado, la
movilizacion de fosfatidilcolina generara altos niveles internos de fosfato y
colina inorganicos. El fosfato inorganico se afiade a las reservas de fosfato
del huevo localizadas entre otras en la fosvitina; la fosfatidilcolina, por tanto,
puede ser considerada, hasta cierto punto, como contribuidora de las
reservas de fosfato en los huevos. El destino de la colina movilizada desde
la fosfatidilcolina estd menos claro, especialmente dadas las relativamente
grandes cantidades implicadas. Se ha especulado (Falk-Petersen et al.,
1989) que la colina puede ser metabdlicamente oxidada a glicina betaina
gue serviria a la osmoregulacién del agua producida en la oxidacion de los
acidos grasos para generar energia metabdlica durante la embriogénesis.
Sin embargo no hay evidencia experimental para esta suposicion y el

destino de la colina permanece desconocido.
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Este tema tiene considerable importancia en la nutricion de reproductores
porque subraya el papel de la fosfatidilcolina y de la biosintesis de la colina
en particular en los reproductores durante la ovogénesis. Este proceso
puede estar ligado al metabolismo de la metionina, por la importancia de
este aminoacido como fuente de grupos metilo para la biosintesis de la
colina, y subraya el papel central que juega la vitelogenina en la unién de

lipidos y proteinas en la nutricién de reproductores.

2.4.4. Acidos grasos esenciales en el desarrollo embrionario y larvario

La transferencia preferente de los HUFA n3 desde las reservas grasas de
los reproductores hasta los lipidos del huevo, particularmente la
fosfatidilcolina, ya ha sido descrita. Este proceso subraya la importancia de
estos acidos grasos como componentes esenciales de los fosfolipidos de
las membranas, y el requisito imprescindible de que el huevo contenga
cantidades suficientes de estos nutrientes esenciales para permitir el
crecimiento y el desarrollo del embrién y de la larva hasta la primera
alimentacioén. Cualquier deficiencia en el contenido en &cidos grasos del
huevo tendra luego profundas repercusiones en el desarrollo embrionario y

larvario.

2.4.4.1. Conversion de los acidos grasos poliinsaturados C18 a C20y C22

Los &cidos grasos de los peces proceden de la dieta y de la sintesis de
novo de los tejidos. Ademas, los acidos grasos ingeridos pueden ser
modificados por los peces por desaturacion y elongacion de la cadena. La
elongacion se hace por incorporacion de dos atomos de carbono, a la vez,
en el extremo carboxilico, mientras que la oxidacion se realiza quitando
atomos de carbono, de dos en dos, a partir del mismo grupo terminal. Las

cantidades relativas de los distintos acidos grasos en los depdsitos grasos
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de los peces varia considerablemente con la especie, edad, sexo,

temperatura, salinidad, y especialmente con la dieta.

Los peces carecen de las desaturasas necesarias para la formacion de
18:2n6 y 18:3n3 a partir de 18:1n9. Cada uno de estos tres elementos se
convierte asi en la cabeza de una serie de acidos grasos dentro de las
cuales se pueden producir las interconversiones (Fig. 8). La capacidad de
elongar y desaturar el &cido linolénico (18:3n3) hasta 20:5n3 y 22:6n3 o de
convertir estos dos Ultimos, depende de la especie; asi la trucha posee esta
capacidad en mucho mayor grado que otros peces de agua dulce, mientras
gue los peces marinos no la tienen en absoluto.

Las especies de agua dulce parecen no presentar signos de deficiencia de
acidos grasos esenciales cuando su dieta contiene al menos un 1% de
acido linolénico (18:3n3) (Watanabe, 1987). Son capaces de convertir este

acido graso en otros altamente insaturados como el eicosapentanoico
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/
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14:0

18:1n-9 18.2n-6 18:3n-3
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Figura 8. Diagrama de las rutas de bioconversion de acidos
grasos de las series mas importantes en peces.
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(20:5n3) y el docosaexanoico (22:6n3).

La situacién en los peces marinos es diferente, habiéndose demostrado que
si el 20:5n3 y el 22:6n3 no son suministrados en la dieta, se presentan
sintomas de deficiencias nutricionales (Bell et al., 1984). Esto no significa
necesariamente que los peces marinos sean incapaces de convertir el
18:3n3 en acidos grasos altamente insaturados. La conversion ha sido
demostrada para la dorada japonesa, Crysophrys major, (Yone & Fuijii,
1975), y el salmén atlantico, Salmo salar (Hardy et al., 1987). Sin embargo,
la conversion puede llevarse a cabo a una velocidad que es insuficiente para
prevenir la deficiencia en &cidos grasos esenciales (Kanazawa et al., 1977;
Bell et al., 1986). La conversion del 18:3n3 en HUFA n3 en la dorada es muy

baja segun demuestran los recientes estudios de Mourente & Tocher (1993).

Se ha demostrado que los HUFA n3 tienen un efecto inhibidor sobre la
conversién de los n6 en la trucha (Yu & Sinnhuber, 1972) y en la carpa
(Takeuchi & Watanabe, 1977a). La desaturasa A6 es la enzima clave en la
bioconversion de los precursores de las dos series, acidos linoleico y
linolénico (Léger et al., 1981b). Ademas, el efecto inhibidor inverso, de los
n6 sobre la conversion de los n3, se ha observado también en la trucha (Yu
& Sinnhuber, 1972; Watanabe et al., 1978). Cuando el 18:2n6 esta en
exceso se presenta una inhibicion competitiva entre los n6 y los n3 por el uso
de la desaturasa A6, a pesar de la mayor afinidad de la enzima por el acido
graso mas insaturado (Léger et al., 1981b). Este efecto se observé en
reproductores de dorada alimentados con altos niveles de 18:2n6 que se
almaceno en el higado y que, por la inhibicién de los n3 de la dieta, produjo
huevos con un patrén de acidos grasos con altos niveles de 18:2n6 y bajos
niveles de n3HUFA (Watanabe et al., 1984b). Los altas cantidades de acido

linoleico producen tambien disminucién de la calidad de los huevos
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(Watanabe et al., 1984a) debida a la incorporacion de este acido grado en
los huevos donde no se utiliza adecuadamente (Watanabe et al., 1984d); las
larvas obtenidas de estos reproductores (alimentados con altos niveles de
18:2n6 y deficiencia de acidos grasos esenciales) presentan tambien
deformaciones y retrasos en la formacién de la vejiga natatoria (Watanabe
et al., 1984a,c).

Las altas cantidades de n3HUFA, particularmente el 22:6n3, tienden a
disminuir la bioconversion del 18.2n6 (desaturasa A6) (Dato & Brenner,
1970) y de los n3 'y n6. La disminucion de la bioconversion de los n3 puede
tambien ser debida a la presencia de grandes cantidades de 18:2n6 que
aumenta la bioconversion de la serie n6 en detrimento de la n3 (Brenner,
1974; Léger et al., 1981). Los resultados de Mourente & Odriozola (1990b)
confirman estas tesis en la dorada; los huevos y larvas procedentes de
reproductores alimentados con altos niveles de 18:2n6 presentaron actividad
de desaturacién unicamente en los acidos grasos n6. Por otra parte, las
dietas con alto contenido de n3HUFA indujeron una inhibicion de la

bioconversion de n3 y n6 tanto en huevos como en larvas.

De la revisién de Sargent et al. (1990, 1993) sobre requerimientos de

acidos grasos esenciales en peces se puede concluir:

(1) los peces necesitan HUFA n3 y de HUFA n6.

(2) los peces de agua dulce son capaces de convertir los HUFA de 18
atomos de carbono, 18:3n3 y 18:2n6, en sus homélogos 22:6n3 'y 20:4n6

respectivamente.

(3) los peces marinos son incapaces de realizar esa conversion y requieren
disponer de 20:4n6 y 22:6n3.
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Sin embargo las diferencias entre peces marinos y de agua dulce en su
capacidad de convertir HUFA C18 en C20 y C22, es mas aparente que real,
y las diferencias pueden ser debidas a la alimentacion natural de los peces.
Asi, los datos disponibles para peces marinos se basan en los estudios con
rodaballo, Scophthalmus maximus, especie estrictamente carnivora,
mientras que la mayoria de las especies de agua dulce estudiadas son
omnivoras (insectivoras y herbivoras). En general la dieta natural de peces
marinos consiste en peces mas pequefios que siempre contienen grandes
cantidades de 22:6n3, mientras que las dietas a base de insectos o plantas
de los peces da agua dulce contienen predominantemente 18:3n3 (Sargent

et al., 1989).

En ésta linea, se ha comprobado que el lucio, Esox lucius, un carnivoro de
agua dulce, no puede convertir 18:3n3 en 22:6n3 en tasas significativas para
cubrir sus requerimientos. Las diferencias entre los habitos alimentarios son
el principal determinante de los requerimientos en acidos grasos, mas que
la salinidad del medio, y por lo tanto hay que saber hasta que punto las
dietas naturales, y por tanto la incorporacion de HUFA, pueden cambiar
cuantitativa y cualitativamente durante el desarrollo desde la larva hasta los
individuos maduros. Por ejemplo, la larva de salmoén que tiene un
crecimiento rapido en agua dulce, requerira grandes cantidades de HUFA
n3 para el crecimiento de los tejidos y convertira rapidamente el 18:3n3
ingerido de los insectos en 22:6n3, al mismo tiempo que utiliza 22:6n3 de
otros componentes de la dieta. En una etapa posterior, el juvenil, en agua de
mar y con una menor tasa de crecimiento, necesitara menores cantidades
de n3; como ya dispone de una fuente de 22:6n3 en su dieta, no tendra

necesidad de convertir el 18:3n3 en 22:6n3.

Por tanto, los requerimientos en acidos grasos esenciales determinados

experimentalmente en juveniles y adultos no pueden ser extrapolados a las
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etapas larvarias, sobre todo en lo que se refiere a los requerimientos
cuantitativos. Desde este punto de vista, llama la atencién que la mayoria de
HUFA n3 de todos los huevos de peces sean 22:6n3 y 20:5n3 en una
proporcion aprox. de 2:1 para que no haya problemas de conversion de
HUFA C18 en C20 y C22 en el huevo. Sin embargo, en huevos de peces
todavia se desconocen los niveles 6ptimos de 22:6n3 y 20:5n3 y mucho
menos de 20:4n6, y mientras no haya pruebas experimentales se pueden
hacer suposiciones s6lo sobre la base de considerar las cantidades y las
funciones de las acidos grasos esenciales en el embrién en desarrollo y en

la larva hasta la primera alimentacion.

2.4.4.2. Funcién de los acidos grasos poliinsaturados en las membranas.

En los vertebrados superiores el papel de mantenimiento de la integridad
estructural y funcional de las membranas celulares es desempefiado por los
HUFA n6, principalmente el 20:4n6; en los peces esta funcion es
desarrollada por los HUFA n3, principalmente el 22:6n3. Ademas, éste
acido graso juega un papel importante y especifico en las membranas de las
células nerviosas, cerebro y ojos, de todos los vertebrados incluidos los
peces. Alrededor del 40% de la materia seca del cerebro de los peces son
lipidos, de los que el 10% es fosfatidiletanolamina (cefalina) (Mourente et al.,
1991). A suvez, el 22:6n3 constituye casi el 40% de los &cidos grasos

totales en la fosfatidiletanolamina del cerebro de los peces.

En la lubina el 22:6n3 es retenido en cantidades importantes en los lipidos
del cerebro incluso en individuos alimentados con dietas carentes de HUFA
n3 (Pagliarini et al., 1986). Los peces, al igual que los mamiferos, tienen
niveles de 22:6n3 en el cerebro y la retina muy por encima de los
encontrados en los tejidos no nerviosos; este hecho ha sido constatado en

el bacalao, Gadus morhua (Tocher & Harvie, 1988), en la trucha arco-iris,
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Salmo gairdneri (Tocher & Harvie, 1988; Bell & Tocher, 1989), y en el

rodaballo, Scophthalmus maximus (Mourente et al., 1991).

Las deficiencias en 22:6n3 influyen en la formacion de los sistemas nervioso
y Optico de las larvas y en el comportamiento predatorio de manera que
estan relacionadas con las altas mortalidades que pueden aparecer en la
etapa de alimentacion viva de los primeros estados larvarios (Mourente &
Tocher, 1992).

Todavia no hay evidencias claras de que una nutricién deficiente de los
reproductores pueda alterar los niveles de 22:6n3 en los huevos hasta el
punto de influir en el comportamiento depredador de las larvas. Sin
embargo, en un estudio reciente (Navarro & Sargent, 1992), se demuestra
gue aparecen diferentes pautas de comportamiento en un mismo lote de
larvas de arenque sometidas a escasez de alimento. Mientras dos grupos
presentan natacion anormal o permanecen en el fondo del tanque, un tercero
presentd un comportamiento normal. Esta distinta respuesta y la menor
resistencia a condiciones de ayuno es caracteristica de deficiencias en
acidos grasos de las larvas (Watanabe et al., 1980; Navarro et al., 1988). En
este caso las diferencias en el mismo lote se explicarian por la procedencia

de los huevos de distintos machos y hembras.

2.4.4.3. Acidos grasos poliinsaturados como precursores de eicosanoides.

La segunda funcion importante de los acidos grasos esenciales es su papel
como precursores de eicosanoides. En mamiferos se sabe que el acido
araquidénico, 20:4n6, es el principal precursor de eicosanoides y que estas
moléculas, de corta vida y gran actividad biol6gica, se producen solamente

en cantidades traza. Tambien en mamiferos los HUFA n3, principalmente el
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20:5n3, juega un papel regulador compitiendo con los sistemas enzimaticos

e inhibiendo la formacién de eicosanoides a partir del 20:4n6 (Fig. 9).

Leucotrenos Serie-4 Leucotrenos Serie-5
Alta actividad biol6gica Baja actividad biol6gica
| Inhibicién
Ac. araquidénico Ac.eicosapentanoico
20:4w-6 20:5w-3
' Inhibicién
Prostaglandinas Serie-2 Prostaglandinas Serie-3
Alta actividad biol6gica Baja actividad bioldgica

Figura 9. Relacion entre los acidos araquidénico y
eicosapentanoico en la produccion de eicosanoides
(prostaglandinas y leucotrenos).
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Los eicosanoides bioldgicamente activos en peces estan formados
principalmente por 20:4n6, y este hecho hace que los HUFA n6 sean

esenciales para los peces.

Esta afirmacidn se confirma al comprobar la localizacion preferente de las
pequefas cantidades de 20:4n6 en los fosfolipidos de los peces en el
fosfatidilinositol, una clase de lipido especializada en la transduccion de

sefales a través de las membranas celulares.

En la fosfatidilcolina, que llega al 46% de los lipidos totales en los huevos de
bacalao, las principales especies moleculares (%omol) son 16:0/22:6 (31%),
18:1/22:6 (15%) y 16:0/20:5 (15%); lo mismo ocurre aproximadamente con

la fosfatidiletanolamina que llega al 20% de los lipidos totales del huevo.

En cambio, en el fosfatidilinositol, que alcanza solo el 3% de los lipidos en
el huevo, las principales especies moleculares son 18:0/20:4 (37%), y
18:1/20:4 (17%). Estos datos indican claramente el caracter esencial del
20:4n6 para el desarrollo embrionario y larvario, con un papel especifico en

la produccion de eicosanoides.

Los HUFA n3 tienen un efecto regulador de la produccion de eicosanoides
a partir del 20:4n6. Por ello es importante establecer la relacion 6ptima en
la dieta de n6/n3 para evitar tambien enfermedades producidas en peces
alimentados con aceites vegetales. Bell et al. (1990) encontraron en salmon
gue una alta suplementacion de las dietas con aceites vegetales ricos en
HUFA n6, aun con suficiente cantidad de n3, producia graves desérdenes
cardiacos en los peces (necrosis del musculo). Estos problemas estaban
relacionados con situaciones de estrés y con el aumento de la produccion
de eicosanoides a partir de 20:4n6. Las dietas con una relacién de HUFA

n6/n3 mas alta de lo normal producen unas respuestas exageradas al estrés.
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No es aconsejable, por tanto, la suplementacion de las dietas de peces mas
de lo estrictamente necesario con aceites vegetales ricos en 18:2n6; esto es
valido particularmente para los reproductores ya que ademas la

prostaglandina E3 es un inductor fisioldgico de la puesta en peces maduros.

Aunque no hay estudios experimentales en este campo, se puede suponer
gue un exceso de HUFA n6 en los reproductores se transferira rapidamente
a los huevos resultando una elevada produccién de eicosanoides durante la
embriogénesis y el desarrollo larvario y aumentando la susceptibilidad de las

larvas a las condiciones de estrés.

Para establecer la relacion idonea entre n3/n6 en los reproductores y en las
larvas de especies marinas, en ausencia de datos experimentales, se puede

tomar la comprendida entre 5:1-10:1 que se encuentra en la naturaleza.

Se recomienda tambien el uso de los productos finales de la biosintesis de
los HUFA, 22:6n3, 20:5n3, y 20:4n6, evitando en lo posible sus precursores,
18:2n6 y 18:3n3, independientemente de que las especies en cuestion sean
capaces de convertir los HUFA C18 en sus homdlogos C20y C22. Esto se
justifica por la complejidad de las vias de elongacion y desaturacion de los
acidos grasos que hace casi imposible saber con seguridad que productos

finales C20 y C22 se originaran de una combinacion inicial dada de C18.

Un aspecto importante a la hora de suministrar HUFA C20 y C22 es la
recomendacion del uso de 22:6n3 y 20:5n3 en la proporcién aproximada de
2:1 encontrada en la mayoria de los huevos de peces. Esto es asi por no
saberse hasta que punto el 20:5n3 puede convertirse en 22:6n3, y porque un
exceso de 20:5n3 puede inducir una mayor produccion de eicosanoides a
partir de 20:4n6.
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2.4.5. Resumen

A pesar de la complejidad de los procesos bioquimicos de los lipidos en la
nutricion de peces, no tienen por qué aparecer problemas nutricionales
importantes en la alimentacion practica de los reproductores. Es importante
establecer la doble e inseparable funcion de los lipidos como fuente de
energia metabdlica y como componentes esenciales de las membranas

celulares.

La nutricion lipidica es fundamentalmente cuestion de equilibrio entre los
acidos grasos. Esta revision ha puesto de manifiesto la importancia de la
relacion n3/n6 que es un aspecto de la relacion mas amplia entre los acidos
grasos saturados/monoinsaturados (n6/n3). La complejidad de la nutricién
lipidica reside en el hecho de que los cambios en las cantidades de los
acidos grasos de una serie, alteran las cantidades de los otros. Por eso, una
dieta muy rica en acidos grasos saturados corre el riesgo de ser
parcialmente deficiente en acidos grasos esenciales, mientras que una dieta
gue contenga la cantidad justa de acidos grasos esenciales, es probable

gue sea deficiente en energia.

Ademas puede haber interacciones metabdlicas entre las 4 series de acidos
grasos, particularmente en el caso de las reacciones de elongaciéon y
desaturacion, en las que existe una competencia por el mismo namero
limitado de enzimas entre monoinsaturados, HUFA n6 y HUFA n3, y
posiblemente tambien entre los saturados. Por eso, en la practica, se
recomienda el uso, cuando sea posible, de los productos finales de la

biosintesis.

Todos estos problemas tedricos no son luego tan importantes en la practica

ya que los aceites de pescado normalmente utilizados en la fabricaciéon de
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piensos tienen una composicion equilibrada de las cuatro familias de acidos
grasos debido a la época del afio en que se realizan las capturas en las

pesquerias.

Por lo tanto, la nutricion de reproductores no debe ser, por si sola, causa de
mala calidad en huevos y larvas. Sin embargo, los aspectos de calidad de
nutricion de reproductores suelen estar interrelacionados con otros factores
como enfermedades, contaminacion ambiental, y variacién genética, éste
altimo muy importante. Los problemas de calidad de huevos y larvas
permanecen todavia sin solucionar hasta que se llegue a un conocimiento

mas completo de la biologia del desarrollo de los peces.

2.5. REPRODUCCION-NUTRICION EN DORADA

El desarrollo final del ovario en los peces lleva consigo una serie de cambios
importantes bioquimicos y fisiol6gicos que conducen a una incorporacion
masiva de lipidos y proteinas en el ovocito. En un periodo de tiempo
relativamente corto, los ovocitos crecen rapidamente hasta constituir del 20
al 40% del peso de la hembra. Los nutrientes y la energia necesarios para
el crecimiento del ovario y los demas procesos deben por tanto movilizarse
desde los depdsitos corporales de reserva. En el salmén atlantico, por
ejemplo, la ovogénesis va acompafiada por una deplecion en las proteinas
y lipidos del masculo y por un aumento de su contenido en agua (Aksnes et
al., 1986). En la trucha arco-iris el desarrollo del ovario se asocia con una
movilizacion drastica de lipidos viscerales y de la carcasa (Nassour & Léger,
1989).

La dorada tiene un desarrollo ovarico asincronico y produce puestas diarias
durante 3-4 meses al afio. Durante la época de puesta, en un momento

determinado pueden encontrarse ovocitos que estan completando la
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vitelogénesis mientras otros estan iniciando el proceso. Por esto, las
sustancias constituyentes del vitelo se depositan continuamente en el ovario
durante muchos meses a lo largo del afio. Ademas, durante los 3-4 meses
de puesta, una hembra de dorada puede poner un total de 0.5-2 kg de
huevos por kg de peso, lo que equivale a 0.5-2 veces su peso corporal. Esta
produccion de huevos se sustenta en los nutrientes y en la energia
procedentes de la dieta de los reproductores. La dorada continta

alimentandose a lo largo de su época de reproduccién.

La gran influencia de la alimentacion de los reproductores sobre la calidad
de huevos y larvas fué comprobada por Watanabe et al. (1984a,b,c,d,
1985a,b) en la dorada japonesa, Pagrus major, especie muy parecida a la
dorada europea y con una reproduccion similar. Estos autores demostraron
que la fecundidad y la calidad de los huevos medidas en nimero de huevos
viables, nUmero de gotas de grasa, porcentajes de eclosién, y porcentaje de
larvas normales, mejoraban considerablemente al afadir krill o carne de

sepia a la dieta de los reproductores.

De los experimentos de Zohar et al. (1995) se concluia que , ademas de las
vitaminas C y E y los HUFA n3, tanto las fraccién lipidica como la proteica,
contenian componentes esenciales para la calidad de huevos y larvas.
Ademas, y a pesar de que las hembras de dorada se sigan alimentando
durante el periodo de puesta, se constatd una pérdida del 52% de los lipidos
musculares y del 45% de los del tejido adiposo. De estos lipidos movilizados
la mayoria eran acidos grasos saturados o monoinsaturados, los que
demuestra que los &cidos grasos altamente poliinsaturados deben ser
aportados en la dieta. Se vié también una alta correlacion entre los niveles

de acidos grasos esenciales n3y n6 en la dieta y en los huevos.

Estos mismos autores establecieron los periodos de tiempo en los que se
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comprueba la influencia de la dieta de los reproductores sobre la puesta. En
lapsos muy cortos, de 10 dias, se producian cambios importantes en la
produccion de huevos, al suprimir o afiadir determinados componentes

esenciales.

2.5.1.Recomendaciones en el manejo de reproductores de dorada

Las doradas utilizadas como reproductores suelen tener de 2 a 6 afios de
edad. Se estabulan en tanques de 10-40 m® a densidades de 5-10 kg/m®y
a una proporcion %/& de 2/1. Si se quiere obtener puestas fuera de la época

natural los tanques deben estar equipados de un control de fotoperiodo.

La alimentacion se suministra de 1-3 veces al dia con una tasa diaria de 1-
1.5% del peso de los peces. El pienso debe tener un 50-55% de proteinay
un 10-15% de grasa. Los lipidos deben contener al menos un 5% de n3
HUFA, principalmente de 22:6n3 (DHA). La dieta debe ser suministrada a
los reproductores por lo menos 15 dias antes del inicio de la puesta. De
manera alterna, y en épocas de descanso de reproduccién, se suministra
una dieta a base de pienso comercial suplementada con un 2-3% de

calamar.

El stock de reproductores debe mantenerse en un rango de temperaturas de
16-21°C.

Las puestas pueden obtenerse de forma natural o mediante manipulacion
del fotoperiodo e induccion hormonal; este segundo método permite obtener
puestas sincronizadas, normalmente cada 24 horas y alargar el periodo de

puesta hasta la casi totalidad del afo.

Los reproductores son muy sensibles al estrés por lo que deben ser
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mantenidos en buenas condiciones para que no se produzcan interrupciones

de la puestas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. REPRODUCTORES

* En el experimento de 1992 un total de 360 doradas criadas en la planta de
cultivos de Mazarron se pusieron en 4 tanques de hormigon de 45 m?®

(Fig.10) después de haber sido anestesiadas, y haberse determinado el

sexo y el peso. La distribucién se da en la Tabla Il :
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Figura 10. Tanques de reproductores de la Planta Experimental de Cultivos

Marinos de Mazarrén (Centro Oceanografico de Murcia)
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Tabla Il. Distribucién de los reproductores en los 4 tanques experimentales.

1992
Tanque n°& n°% n°Total Alimentacién
(peso medio g) (peso medio (Kg.)
g.)

—_

A2 36 54 90 Pescado (boga)
(1328) (892) (101)

A3 36 54 90 Pienso
(1519) (835) (100)

A4 36 54 90 Pienso + Aceite
(1436) (948) (103) coco

A5 36 54 90
(1375) (904) (103) Pienso + EPA-DHA

La carga de los tanques se situ6 alrededor de 2,2 kg/m?®. La temperatura a
lo largo del periodo de puesta se mantuvo entre 18,5-20°C (Fig.11), la tasa
de renovacion del agua fue del 20% del volumen del tanque a la hora, los
valores de O, disuelto oscilaron alrededor del 80% de los de saturacion, la
salinidad fue del 37%o, y los valores del pH estuvieron entre 7,5-8,5. El

fotoperiodo fue el natural.
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* El segundo afio, 1993, 332 doradas del stock de reproductores de la planta
de cultivos de Mazarrén se repartieron al azar en 4 tanques de hormigén de
45 m?* después de haber sido anestesiadas, y haberse determinado el sexo
y el peso. Previamente se habian eliminado las de mas edad del afio
anterior siendo sustituidas por un 15% de individuos salvajes y un 30% de

individuos cultivados de menos de 2 afos.

La distribucion fué como sigue:

Tabla 1ll. Distribucién de los reproductores en los 4 tanques experimentales.

1993

Tanque

N°&
(peso medio g)

N°%
(peso medio
9.)

N°Total
(Kg.)

Alimentacion

—_

Al 33 50 83 Pescado (boga)
(1490) (900) (94)

A3 33 50 83 Pienso
(1563) (1031) (103)

A4 33 50 83 Pienso + 0
(1612) (946) (105)

A6 33 50 83 Pienso + 80
(1568) (887) (96)

La carga de los tanques y las condiciones del medio en cuanto a
temperatura, renovacion del agua, O, disuelto, salinidad, pH, y fotoperiodo

fueron iguales que el afio anterior.

* Con los resultados de los 2 afios anteriores, y dentro del convenio de
colaboracion entre el IEO y la empresa EWOS, S.A., se disefidé otro
experimento para probar un nuevo tipo de pienso de reproductores

comparandolo con una dieta fresca a base de pescado y calamar.
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230 doradas del stock de reproductores de la planta de cultivos de
Mazarron se repartieron al azar en 2 tanques de hormigén de 45 m® después
de haber sido anestesiadas, y haberse determinado el sexo y el peso.
Previamente se habian eliminado las de mas edad del afio anterior siendo
sustituidas por un 15% de individuos salvajes y un 30% de individuos

cultivados de menos de 2 afios.

La distribucion fué como sigue:

Tabla IV. Distribucién de los reproductores en los 2 tanques experimentales.
1994

Tanque

N°&

(peso medio g)

N°%
(peso medio

9.

N°Total
(Kg.)

Alimentacién

——————————————————————————————————————— |

A3 40 75 115 Pienso
(1516) (977) (130.4)

A4 40 75 115 Pescado (50%)
(1 429) (986) (134.6) + Calamar (50%)

La carga de los tanques se situ6 alrededor de 3 kg/m®. La temperatura a lo
largo del experimento se mantuvo entre 16,5-18,7°C, la tasa de renovacion
del agua fue del 20% del volumen del tanque a la hora, los valores de O,
disuelto oscilaron alrededor del 80% de los de saturacion, la salinidad fue
del 37%o, y los valores del pH estuvieron entre 7,5-8,5. El fotoperiodo fue el

natural.

En el mes de julio, una vez terminada la época de puesta, 5 ejemplares de
reproductores de cada tanque fueron muestreados para determinar talla,

peso, peso eviscerado, peso del higado, y cantidad de proteina y grasa en
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musculo e higado.

3.2. ALIMENTACION

* En el primer afio los peces fueron alimentados un vez al dia "ad libitum" con
cuatro dietas distintas: pescado fresco (boga), pienso comercial, pienso
comercial enriquecido con una emulsién de aceite de coco, y pienso
comercial enriquecido con una emulsion rica en HUFA 20:5 n3y 22:5 n3
(acidos eicosapentanoico y docosahexanoico respectivamente). Las
emulsiones enriquecedores llevaban ademas 500 ppm de vitamina C y 80

ppm de astaxanthina.

El pienso comercial utilizado fue granulado de 7 mm de tamafio con la
siguiente composicion aproximada:
%

Proteina bruta 49
Grasa 12
Fibra bruta 13
Cenizas 15
Humedad 11

El enriquecimiento del pienso comercial se llevo a cabo de la siguiente
manera: se utilizaron 4 tipos de emulsiones, 2 al principio del experimento,
1A a base de aceite de coco (sin HUFASs), y 1B (muy rica en DHA y EPA).
A los 2 meses del inicio de la alimentacion experimental, se incorporé a las
emulsiones 500 ppm de vitamina C y 80 ppm de astaxantina (en peso seco

del pienso).

El enriquecimiento se hizo cada 3-4 dias con pequefias cantidades de

pienso para evitar largos periodos de almacenamiento y la posible
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oxidacion. Se peso la cantidad de emulsion necesaria (5% del peso del
pienso) y se mezcld bien con el granulo. Después se extendio el pienso en
una capa fina sobre una malla de plastico y se sec6 a la estufa a 50-55°C
con ventilacion durante 3 horas. Después el pienso enriquecido se guardaba
en recipientes pequefios, en atmdsfera inerte de nitrégeno, y se almacenaba
en refrigerador (6°C) hasta su uso. El pienso no enriquecido se almacenaba

de la misma manera.

La alimentacion experimental comenzo6 dos meses antes de la puesta y las

tasas diarias oscilaron entre 0.08 y 1.08 en porcentaje de peso vivo.

* En 1993 los peces fueron alimentados dos veces al dia, a las 10:00 y a las
16:00, "ad libitum" con cuatro dietas distintas: pescado fresco (boga), pienso
comercial, pienso comercial enriquecido con una emulsién de aceite de
coco, y pienso comercial enriquecido con una emulsion rica en HUFA 20:5
n3 y 225 n3 (acidos eicosapentanoico Yy docosahexanoico

respectivamente).

El pienso comercial utilizado fue granulado de 7 mm de tamafio con idéntica

composicién y caracteristicas que el del afio anterior.

El enriquecimiento del pienso comercial se llevo a cabo de la siguiente
manera: se utilizaron 2 tipos de emulsiones a lo largo de toda la
experimento, "0" a base de aceite de coco (sin HUFAS), y "80" (muy rica en
DHA 'y EPA).

El enriquecimiento se hizo siguiendo la misma metodologia que el afio

anterior.

La alimentacion experimental comenzd dos meses antes de la puesta y las
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tasas diarias oscilaron entre 0.05 y 1.25 en porcentaje de peso vivo.

* En 1994 los peces fueron alimentados dos veces al dia, a las 10:00 y a las
16:00, "ad libitum" con dos tipos de dieta: pescado fresco (boga) y calamar
al 50%, y pienso comercial granulado de 7 mm de tamafio. El pienso tenia
mas contenido en proteina y un 3% mas de harina de pescado; su

composicion aproximada fue la siguiente:

%

Proteina bruta 52
Grasa 15
Fibra bruta 6

Cenizas 15
Humedad 12

La alimentacion experimental comenzé dos meses antes de la puesta 'y las

tasas diarias oscilaron entre 0.3 y 1 en porcentaje de peso Vivo.

3.3. PUESTAS

En los tres afos las puestas tuvieron lugar en todos los tanques en
condiciones de fotoperiodo natural y a una temperatura de 19+0.5°C. Los
huevos se recogian en una malla de 300 p colocada a la salida de los
tanques y se ponian en un vaso de 5 | durante 1 hora; los fecundados
(flotantes) eran separados de los no viables y puestos en incubadores

experimentales (Fig.12) para determinar el indice de eclosion.

Se controlaron los siguientes parametros:

- duracion de las puestas - % de eclosién
- n° total de huevos - diametro de los huevos
- % de huevos viables - n° de gotas de grasa

El nimero de huevos viables e inviables se determind por contaje de
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submuestras de 5 ml tomadas del vaso de decantacién. La suma de las dos
fracciones dio el nimero total de huevos de cada puesta. El porcentaje de
eclosion se determind por contaje de las larvas nacidas en los incubadores
experimentales. De cada puesta se tomaron 50 huevos para la medida del

diametro y la determinacion del nimero de gotas de grasa.

El indice de fecundidad relativa (n° de huevos/kg de hembra) se determin6
sumando los huevos de todas las puestas y dividiéndolo por el peso total de
las hembras de cada tanque gque se habia determinado individualmente al

inicio del experimento.

Se tomaron submuestras de las distintas puestas que fueron lavadas con

agua destilada, congeladas a -30°C y liofilizadas para su posterior analisis.
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Figura 12. Incubadores experimentales
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3.4. CULTIVO LARVARIO

* El primer afio se realiz6 en recipientes de plastico de 30 | de capacidad
(Fig.13) con tres réplicas por cada tanque de reproductores. La densidad
inicial fue de 100 larvas/Il. El agua fue filtrada por 1 g y se mantuvo a
20+0.5°C, y el oxigeno disuelto oscil6 alrededor de 6.5 mg/l. La alimentacién
fue a base de rotifero enriquecido a razén de 5-10/ml; diariamente se afiadio

fitoplancton al tanque.

Cada 5 dias se tomo la talla de las larvas y a los 30 dias se dié por

terminado el cultivo larvario y se determiné el peso final y la supervivencia.

* El segundo afio el cultivo larvario se llevé a cabo en tanques cilindricos de
fiora de vidrio de 1 m® (Fig.14) a una densidad inicial de 100 larvas/I. El
agua fue filtrada por 1 p y se mantuvo a 20+0.5°C, el oxigeno disuelto oscild
alrededor de 6.5 mg/l., y la salinidad fue de 36%.. El agua se renovo a razén
de 1/3 del volumen del tanque desde al dia 4° al 35°. La alimentacion fue a
base de rotifero enriquecido a razon de 5-10/ml; diariamente se afiadio

fitoplancton al tanque.

Cada 5 dias se midi6 la talla de las larvas y a los 35 dias se dio por

terminado el cultivo larvario determinandose el peso final y la supervivencia.
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Figura 13. Tanques de 30 | para cultivo larvario

Figura 14. Tanques de 1 m® para cultivo larvario
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3.5. TECNICAS ANALITICAS

Los andlisis del contenido en acidos grasos de los huevos y larvas
procedentes de los cuatro lotes de reproductores fueron realizados por el

Artemia Reference Center (ARC) de la Universidad de Gante en Bélgica.

La extraccion de los lipidos totales se llevé a cabo segun el método de Folch
(Christie, 1982) usando una mezcla de cloroformo/metanol (2/1, v/v). La
composicion de acidos grasos en los lipidos totales se determiné siguiendo
la siguiente metodologia: los &cidos grasos se transesterificaron usando una
mezcla de cloruro de acetilo y metanol (1/20, v/v). Los ésteres metilicos de
los &cidos grasos resultantes (FAME) se determinaron por cromatografia de
gases (mod. Carlo Erba Mega 5160 equipado con columna capilar de 25 m
de longitud y 0.32 mm d.i y detector de ionizacién de llama). La columna
(BPX 70, muy polar, SGE Australia) contenia como fase estacionaria
cianopropil siloxano 70%. Como gas portador se emple6 nitrogeno (30 kPa)
con un flujo de 2 ml. min™. El programa de temperatura del horno fue el
siguiente: de 110°C a 150°C a 10°C min™, de 150°C a 168°C a 3°C min?, y
de 168°C a 178°C a 0.5°C min™. Para la cuantificacién se utilizé un
integrador-plotter calibrado (Spectra Physics SP 4290) y los picos fueron
identificados usando patrones de referencia de los ésteres de metilo de los

acidos grasos mas comunes (Nu-Check-Prep. MN-USA).

Al terminar la época de puesta en el experimento de 1992 se tomaron
muestras de higado, gbnada y musculo de 4 hembras de cada lote que
fueron igualmente liofilizadas y analizadas para determinar el contenido en

acidos grasos.

Las muestras de musculo e higado de los reproductores fueron congeladas

76



Material y Métodos

a -30°Cy liofilizadas.

Los analisis de los contenidos en proteina y grasa fueron realizados en el
Centro Oceanografico de Murcia por el método Kjeldahl y por el de

extraccidon con éter etilico Soxtec System respectivamente.

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

La variabilidad de los datos se expresé como la desviacion estandar (SD)

de la media, indicando el nimero de muestras.

Se compararon estadisticamente las caracteristicas de las puestas (tasas
de fecundacion y eclosién de los huevos), la composicion en acidos grasos
de las puestas obtenidas de los distintos lotes, la composicidén en acidos
grasos del higado, musculo y génada de los reproductores de los distintos
lotes, y los datos sobre composicion corporal de los reproductores una vez

realizada la puesta.

Para comprobar la parametricidad de las variables se estudi6 la normalidad
de la distribucién de frecuencias mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.
Los datos paramétricos se compararon con el analisis de la varianza
ANOVA vy el test de rangos mudltiples. Parar comparar los datos no
paramétricos se utilizé el test de rangos de Kruskall-Wallis. Las diferencias

estadisticas fueron comprobadas para una p<0.05.

Se utiliz6 el paquete estadistico STATGRAPHICS PLUS, Version 3.
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4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTO 1. 1992

4.1.1. Puestas

Las puestas comenzaron en todos los tanques en Diciembre y Enero, dos
meses después del inicio de la alimentacion experimental. En la Fig.15 se
pude ver el alimento consumido por cada lote de reproductores expresado

como medias mensuales de la tasa diaria de alimentacién en porcentaje de

peso Vivo.
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La duracion de las puestas, la cantidad de huevos e indice de fecundidad (n°
de huevos/Kg. de &), y los indices de fecundacion y eclosion se dan en la
Fig.16 y en la Tabla V. Aparecen diferencias altamente significativas en los
cuatro lotes de reproductores en cuanto a periodo de duracion de las

puestas, cantidad total de huevos obtenidos e indices de fecundidad.

Tabla V. Puestas de los 4 lotes de reproductores (valores medios+S.D.)

N°total Indice de Tasa de Eclosién
de huevos fecundidad fecundacion (%)
x 1 000 (n°huevos/kg.&) (% huevos
x 1 000 flotantes)
A2 11 930 249.6 60.29+25.56% 58.74+30.37?
A3 3424 62.6 72.51+24.68" 48.07+23.82%
A4 9078 175.6 49.67+30.50° 38.12+25,56 ™
A5 11 324 228.8 58.09+31.09%* 24.61+21.11°

En cuanto a caracteristicas de los puestas (Tabla VI), se determinaron los
porcentajes de huevos con mas de una gota de grasa lo que indica algin
tipo de deficiencia: el menor porcentaje correspondié al lote A2 con un 9.3%
seguido del A5 con 13.6%, A3 con 17.2% y A4 con 18%. Los diametros de
los huevos fueron similares en todos los lotes oscilando desde 987 p en el

A5 hasta 1016 penel A2.
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4.1.2. Cultivo larvario

Tabla VI. Caracteristicas de las puestas y larvas de los 4 lotes de reproductores.

% de huevos Supervivencia Talla de Peso de las
+ de 1 gota larvaria (%) las larvas larvas (mg)
de grasa (dia 35°) (mm) (dia 35°)
(dia 35°)

A2 9.3 9.5 7.6 2.5
A3 17.2 2.2 8.6 4.2
A4 18 9.8 7.6 2.6
A5 13.6 3.8 8.5 4.3

Los mejores valores de supervivencia aparecen en el lote de pescado fresco

y en el pienso suplementado con aceite de coco; estos lotes presentan los

peores resultados de crecimiento tanto en peso como en talla.

4.1.3. Composicién en acidos grasos

La composicién en acidos grasos de las 4 dietas y de las puestas

correspondientes se dan en lasTablas VIl y VIII.
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Tabla VII. Composicién en acidos grasos de las 4 dietas experimentales (mg/g de peso

seco).

Acido Pescado Pienso Pienso Pienso
graso + Ac.coco + EPA-DHA
14:0 8.3 5.9 9.9 5.8
14:1 0.6 0.3 0.2 0.2
15:0 1.8 0.7 0.6 0.6
15:1 0.6 0.3 0.2 0.2
14:2 0.2 - - 0.1
16:0
29.8 23.0 22.1 20.7
16:1n7 8.4 7.0 6.3 6.8
17:0 2.7 0.8 0.7 0.9
16:2 0.1 - 0.1 0.2
16:3 2.7 2.1 15 1.7
17:1 0.4 0.4 - 0.1
18:0 8.9 8.5 6.9 6.4
18:1n7
18:1n9 A 21.2 21.2 21.2 20.1
19:0 0.5 0.3 0.3 0.3
18:2n6 2.9 6.7 7.4 7.2
19:4 0.3 0.2 0.3 0.3
18:3n6 15 15 0.9 0.9
20:0 1.2 0.4 0.1 0.2
18:3n3 1.8 1.3 15 1.3
20:1n9 15 2.2 2.2 2.4
18:4n3 3.2 2.0 2.1 2.4
20:3n6 - - 0.1 0.1
20:4n6 1.7 0.8 0.8 0.9
22:1 0.4 1.3 15 1.6
21:5 1.1 0.6 0.7 0.8
20:5n3 10.7 11.6 10.7 14.3
22:4n6 0.3 0.4 0.4 1.2
24:0 - - - -
24:1n9 1.9 0.7 0.5 0.9
22:5n3 2.6 1.9 1.6 3.3
22:6n3 24.7 11.8 8.1 21.8
3HUFA n3
$20:3n3 38.0 25.3 20.3 39.4
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Resultados

Tabla VII (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados 53.2 (39.7) 39.6 (35.7) 40.6 (38.2) 34.9 (28.9)
Monoinsaturados 35.0 (25.4) 33.4(30.1) 32.1(30.2) 32.3(26.8)
n-3 43.0 (31.3) 28.6 (25.8) 24 (22.6) 43.1 (35.7)
n-6 6.4 (4.7) 9.4 (8.5) 9.6 (9.0) 10.3 (8.5)
n-9 22.7 234 234 225
n-3/n-6 6.7 3.0 25 4.2
DHA/EPA 2.30 1.02 0.76 1.52
Sat/Insat 0.62 0.59 0.59 0.39
3HUFA n3 38.0 25.3 20.3 394

Los lipidos totales presentan un valor minimo de 12.62% en el pienso y un

maximo de 30.58% en la boga.

El componente principal de los &cidos grasos en los 4 lotes fue el acido
palmitico (16:0) con valores de 29.8 mg/g de peso seco en la boga, 23.0 en
el pienso, 22.9 en el pienso + aceite de coco, y 21.0 en el pienso + EPA-
DHA. Los acidos grasos monoinsaturados, 16:1n7, 18:1n9, y 18:1n7,

presentaron concentraciones similares en los 4 tipos de alimentacion.

El acido linoleico, 18:2n6, presentd un valor minimo, aproximadamente la
mitad de los otros tres que fueron similares, en la dieta a base de boga. El
araquidonico, 20:4n6, aparecié sin embargo en cantidad el doble mayor en

la boga que en los otros tipos que fueron similares.

Estas diferencias hacen que sobre todo los valores de las relaciones n3/n6
y DHA/EPA varien sustancialmente de unas dietas a otras. Los valores de
n3/n6 estan, en las dietas artificiales, por debajo del aconsejado para
alimentacion de reproductores que es 5. El valor éptimo para la relaciéon

DHA/EPA, que es 2, solo se consigue en la dieta a base de pescado fresco.
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Resultados

Tabla VIII. Composiciéon en acidos grasos de los huevos obtenidos de los 4 lotes de

reproductores (mg/g de peso seco) (mediastSD de 2 muestras).

Acido Pescado Pienso Pienso Pienso
graso +Ac.coco +EPA-DHA
14:0 3.90+0.28  3.60+0.42 5.30+0.85  4.10+0.00
14:1 0.30+0.00 0.20+£0.00 0.20+0.00 0.20+0.00
15:0 0.75+0.07  0.70+ 0.00 0.8+0.14 0.60+0.14
15:1 0.30+0.00 0.30+0.14 0.30+0.00 0.40+0.14
14:2 0.75+0.49 1.00+£0.85 1.10+0.99  0.80+0.42

16:0 26.75+£0.35 28.70+2.69 32.00+1.41 28.40+0.99
16:1n7 9.60+2.55 10.10+1.84 11.10+£3.39 10.40+2.83

17:0 0.90+0.14 0.70+0.14  0.85+0.14 0.7040.14
16:2 0.15+0.07 0.10+0.14  0.20+0.00 0.20£0.00
16:3 1.35+0.07 1.30+0.00 1.35+0.42 1.10+0.14
17:1 3.25+4.31 3.90+5.37 3.90+5.37 3.20+5.66
18:0 5.35+0.35 7.80%£1.56 8.50+2.12 7.10£1.56
18:1n7

18:1n9A 27.95+1.48 32.00+0.71 34.65+3.68 30.20+0.14

19:0 0.45+0.35 0.40+0.42 0.30+0.28 0.40+0.14
18:2n6 5.30+0.28 6.90+0.42 9.20+0.28 8.30+0.42
19:4 = 0.10+0.00 = 0.10+0.14
18:3n6 1.85+1.77 2.70+3.39 2.40+3.11 1.90+2.40
20:0 0.20+0.00 - 0.20+0.00 0.10+0.00

18:3n3 1.65+1.06 1.80+£0.99 2.60£2.26 2.50£1.56
20:1n9 0.70%0.00 0.50£0.14 0.80+0.28 1.00£0.57
18:4n3 1.05+£0.49 0.90£0.57 1.00+0.00 0.90+0.14
20:3n6 0.45+0.21 0.30£0.00 0.60+0.14 0.40+0.14
20:4n6 1.55+0.07 1.30£0.28 1.40+0.00 1.20£0.00
22:1 - - 0.10+0.28 0.10£0.28
21:5 0.65+0.07 0.70+0.14 0.90+0.00 0.80+0.14
20:5n3 7.15+0.07 7.10+£1.84 8.90+0.14 8.90+£0.42
22:4n6 0.20+0.00 0.40£1.14 0.30+0.00 0.40£0.14
24:0 - - - -

24:1n9 0.80+0.00 0.70+1.14 0.40+0.42 0.70£0.00
22:5n3 2.50+0.28 2.60£0.42 3.10+£0.42 3.00+£0.42
22:6n3  35.85+0.35 36.90+4.10 36.70+2.40 33.00+0.00

3HUFA n3
$20:3n3 45.50+0.71 46.60+6.22 48.90+1.98 47.40+4.53

Lipidos
totales % 30.17+1.75 26.14+1.09 29.25+0.21 24.18+1.03
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Resultados

Tabla VIII (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados 38.3% (27.6) 41.9 (27.8) 47.9°(28.9) 41.4 (28.0)
Monoinsaturados 42.9%(30.9) 47.7 (31.7) 51.4°(31.1) 46.2 (31.2)
n-3 48.2 (34.7) 49.3 (32.8) 52.3 (31.6) 48.3 (32.6)
n-6 9.4 (6.8) 11.6 (7.7) 13.9 (8.4) 12.2 (8.2)
n-9 29.5° 33.2 35.8° 31.9
n-3/n-6 5.16 4.25 3.76 3.96
DHA/EPA 5.01 5.20 4.12 3.70
Sat/Insat 0.37 0.36 0.40 0.38
3HUFA n3 45.50 46.60 48.90 47.40

Los &cidos grasos mayoritarios en los huevos son el 16:0, 18:1n9, y 22:6n3,
seguidos del 16:1n7, independientemente de la dieta utilizada.

La presencia de grandes cantidades de 22:6n3 en los huevos indica el
importante papel de este acido graso en la formacién de las membranas
durante la organogénesis de embriones y larvas. Las cantidades se igualan
en los 4 lotes.

Las cantidades totales de HUFAN3 y los lipidos totales también aumentan
en relacién a las de la dieta y se igualan en los 4 lotes. Segun se puede
apreciar en la Tabla VIl las diferencias significativas aparecen unicamente
entre las puestas procedentes de reproductores alimentados con pescado
fresco y con pienso enriquecido con aceite de coco. Como cabe esperar
tratdndose de aceites vegetales, esta dieta produce huevos con mayores

cantidades de acidos grasos saturados, monoinsaturados y de la serie n9.

4.1.4. Composicion en acidos grasos de diferentes 6rganos

La composicién en acidos grasos del higado, masculo y gonada de los
reproductores de los distintos lotes se da en la Tabla IX.
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Resultados

Tabla IXa. Composicion de &acidos grasos del higado, musculo y goénada de los

reproductores alimentados con pescado (mg/g de peso seco) (mediatSD de cuatro

muestras).

Acido

graso H M G

14:0 13.3+6.3 9.8+2.4 12.2+5.6
14:1 0.8+0.3 0.7+0.1 0.9+0.2
15:0 2.1+0.8 1.4+0.4 2.6+0.3
15:1 0.610.4 0.54+0.3 1.2+0.6
14:2 0.1+0.1 0.3+0.3 0.7+0.6
16:0 56.5+22.6 38.917.2 57.7£15.6
16:1n7 25.7£12.0 19.3+2.1 25.0+9.2
17:.0 3.7+1.7 1.7+0.6 3.3t1.6
16:2 0.4+0.1 0.8+0.6 0.4+0.2
16:3 2.61+0.8 2.240.6 3.1+0.8
17:1 - - -

18:0 13.414.6 8.312.0 12.0£3.0
18:1n9 58.2+25.5 45.945.8 46.7+15.2
18:1n7 9.844.6 6.4+1.7 9.14+3.7
19:0 0.540.1 0.610.2 0.440.1
18:2n6 11.9+10.7 9.5+2.0 5.5+2.2
19:4 0.6+0.2 0.8+0.4 0.7+0.3
18:3n6 0.4+0.1 0.2+0.2 1.8+0.6
18:3n3 3.7£1.7 2.3+0.9 3.2+1.3
20:0 0.07+0.1 - -
20:1n9 2.6+1.9 3.310.4 22411
18:4n3 3.2+1.7 2.5+1.0 3.3+2.2
20:3n6 0.310.3 0.310.2 0.1+0.1
20:4n6 3.4+1.3 2.0+0.8 4.0£1.8
22:1 0.5+0.5 1.4+1.2 0.4+0.1
215 2.8+15 1.740.5 2.5+1.6
20:5n3 14.045.7 11.3+3.6 17.1+£7.8
22:4n6 1.3+0.7 1.0£0.4 1.3+1.5
24:0 - - -
24:1n9 1.9+0.2 2.0+0.6 2.6+1.1
22:5n3 9.1+4.4 6.2+1.5 8.315.2
22:6n3 48.7+13.5 27.6+12.5 64.6+41.0
3HUFA n3

$20:3n3 71.8+23.6 45.2+17.6 90.0+£50.9
Lipidos
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Resultados

Tabla IXa (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados
Monoinsaturados
n-3

n-6

n-9

n-3/n-6

DHA/EPA

Sat/Insat

3HUFA n3

89.6 (31.4)

100.1(35.0)

78.7 (27.5)

17.3 (6.05)

62.7

4.56

3.48

0.44

71.8

60.7 (29.9)
79.5 (39.1)
49.9 (24.6)

13 (6.4)

51.2

3.84

2.44

0.41

45.2

88.2 (30.9)
88.1 (30.8)
96.5 (33.8)
12.7 (4.4)
51.5
7.6
3.78

0.43

90.0
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Resultados

Tabla IXb. Composicion de &acidos grasos del higado, musculo y goénada de los
reproductores alimentados con pienso (mg/g de peso seco) (mediazSD de cuatro

muestras).

Acido A3

graso H M G
14:0 14.3+2.2 9.3+1.3 4.8+0.9
14:1 0.4+0.1 0.5+0.1 0.2+0
15:0 0.940.3 0.940.2 0.610.2
15:1 0.5+0.1 0.2+0.1 0.4+0.2
14:2 - 0.1+0.1 0.3+0.1
16:0 70.918.8 42.6+10.7 20.6+9.1
16:1n7 29.0+2.4 20.5+3.2 9.1+2.0
17:0 1.740.1 1.240.1 0.7+0
16:2 0.4+0.3 0.2+0.1 0.2+0
16:3 2.3:0.4 1.9+0.2 0.840.1
17:1 - - -
18:0 21.6+£3.0 10.4+2.1 7.2+1.6
18:1n9 63.0£11.8 31.5+9.9

18:1n7 143.8+30.0 6.9+1.7 3.7£0.8
19:0 1.7+0.4 0.610.4 0.440.1
18:2n6 19.9+2.3 12.4+0.9 7.0£1.8
19:4 1.6+0.3 0.4+0.3 0.2+0.1
18:3n6 0.5+0 0.310.1 0.440.2
18:3n3 2.7+0.3 1.9+0.4 1.0£0.2
20:0 0.4+0.3 0.1+0.2 -
20:1n9 5.5+1.4 3.940.3 1.5+0.5
18:4n3 2.3+0.6 2.1+0.2 1.0+0.3
20:3n6 0.610.1 0.310.1 0.240.1
20:4n6 2.7+0.6 1.740.3 1.6+0.1
22:1 1.8+0.2 1.740.3 0.7+0.2
215 2.6+0.2 1.5+0.2 0.840.2
20:5n3 17.4+2.1 10.7+£2.3 7.7+1.0
22:4n6 1.3+0.1 0.9+0.1 0.4+0.1
24:0 - - -
24:1n9 2.9+0.5 1.7+0.3 1.1+0.3
22:5n3 8.6+1.0 5.5+0.3 2.8+0.5
22:6n3 30.1+7.3 19.5+1.8 11.8+1.9
3HUFA n3

$20:3n3 56.0+10.3 35.7+3.8
Lipidos
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Resultados

Tabla IXb (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados 111.5 (29.2) 64.8 (29.7) 34.3 (29.5)
Monoinsaturados 183.9 (48.2) 98.4 (45) 48.2 (41.4)
n-3 61.1 (16) 39.7 (18.2) 24.3 (20.9)
n-6 25 (6.6) 15.6 (7.1) 9.6 (8.2)
n-9 8.4 68.6 34.1
n-3/n-6 2.44 2.54 2.53
DHA/EPA 1.73 1.82 1.53
Sat/Insat 0.40 0.41 0.41
3HUFA n3 56.0 35.7 22.3
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Resultados

Tabla 1Xc. Composicion de acidos grasos del higado, muisculo y gonada de los
reproductores alimentados con pienso + aceite de coco (mg/g de peso seco) (mediatSD

de cuatro muestras).

Acido A4

graso H M G

14:0 22.5+7.4 8.6+3.9 9.145.1
14:1 0.5+0.1 0.3+0.1 0.3+0.1
15:0 1.0+0.3 0.8+0.4 0.8+0.4
15:1 0.5+0.1 0.3+0.1 0.5+0.1
14:2 0.4+0.1 0.3+0.1 0.4+0.1
16:0 91.4+18.1 34.7+15.0 36.3+18.0
16:1n7 34.8+11.2 15.6+6.7 14.148.7
17:0 1.4+0.8 0.9+0.4 0.8+.5
16:2 0.5+0.2 0.2+0.1 0.2+0.1
16:3 2.6£1.0 1.3+0.7 1.3+0.8
17:1 0.1+0.1 0.240.1 -

18:0 28.0£5.5 7.8+2.8 9.2+4
18:1n9

18:1n7 172.9+53.8 52.4+21.1 52.3+28.6
19:0 0.4+0.1 0.6+0.2 0.940.5
18:2n6 21.0£7.1 10.9+4.8 10.9+6.2
19:4 1.1+0.4 0.5+0.2 0.6+0.3
18:3n6 0.3+£0.0 0.240.1 0.240.2
18:3n3 3.0£1.1 1.5+0.8 1.6+0.9
20:0 0.7+0.4 0.3+0.2 0.2+0.2
20:1n9 6.0+2.0 2.9+1.2 2.3£1.8
18:4n3 2.0£1.3 1.5+1.1 1.8+1.2
20:3n6 0.5+0.3 0.3+0.1 0.3+0.2
20:4n6 3.0+0.8 1.6+0.7 1.84+0.3
22:1 1.9+0.7 1.4+0.7 1.2+0.8
21:5 2.841.2 1.4+0.7 1.3+0.8
20:5n3 17.5+4.5 9.3+4.4 9.9+4.9
22:4n6 1.4+0.5 0.8+0.4 0.8+0.4
24:0 - - -
24:1n9 2.741.2 0.9+0.4 0.8+0.4
22:5n3 9.44£3.5 5.1+2.3 4.842.9
22:6n3 30.6+5.3 18.6+7.9 18.2+9.3
3HUFA n3

$20:3n3 57.5+13.3 33.0+14.6 33.0+17.1
Lipidos

totales % 55.20+12.57 28.34+4.99 31.95+£19.30
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Resultados

Tabla IXc (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados 145.4 (32.1) 53.7 (30.3) 57.3 (32)
Monoinsaturados 219.4 (48.4) 74 (41.7) 71.5 (40)
n-3 62.5 (13.8) 36 (20.3) 36.3 (20.3)
n-6 26.2 (5.8) 13.8 (7.8) 14 (7.8)
n-9 8.7 3.8 3.1
n-3/n-6 2.39 2.61 2.59
DHA/EPA 1.75 2 1.84
Sat/Insat 0.46 0.42 0.46
3HUFA n3 57.5 33.0 33.0
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Resultados

Tabla IXd. Composicion de &acidos grasos del higado, muisculo y gonada de los
reproductores alimentados con pienso + EPA-DHA (mg/g de peso seco) (mediatSD de

cuatro muestras).

Acido A5

graso H M G
14:0 15.246.1 9.1+0.5 9.0£2.9
14:1 0.5+0.2 0.4+0.1 0.3+0.1
15:0 0.9+0.2 0.8+0.1 0.840.2
15:1 0.3+0.2 0.2+0 0.5+0.1
14:2 0.6+0.1 0.4+0.1 0.4+0.1
16:0 81.9+31.6 43.4+2.7 47.4+10.7
16:1n7 27.9+10.5 19.2+0.8 17.0+3.8
17:0 1.6+0.4 1.0£0.1 1.1+0.3
16:2 0.5+0.2 0.3+0.1 0.3+0.2
16:3 2.0£0.3 1.6+0.2 1.8+0.3
17:1 0.2+0.2 0.1+0.1 0.1+0.1
18:0 28.3£12.5 10.8+1.1 12.9+4.0
18:1n9 64.1+3.9

18:1n7 149.94£72.0 7.34£0.6 67.1+19.2
19:0 1.1+0.5 1.0+0.2 1.1+0.4
18:2n6 18.246.2 15.1+0.5 13.7£3.9
19:4 1.1+0.6 0.5+0.2 0.4+0.3
18:3n6 0.4+0.1 0.3+0.1 0.3+0.1
18:3n3 2.3£0.9 2.1+0.3 2.6£1.0
20:0 0.4+0.1 0.3+0.1 0.3+0.0
20:1n9 6.6+2.1 3.4+15 3.4+1.6
18:4n3 1.8+0.6 1.9+0.7 1.9+0.5
20:3n6 0.440.2 0.3+0.1 0.3+0.1
20:4n6 2.8+0.8 1.6+0.1 2.1+0.9
22:1 2.4+0.4 2.0+0.1 1.8+1.0
21:5 1.9+0.7 1.5+0.3 1.6+0.5
20:5n3 15.1+4.8 12.2+1.9 14.9+3.4
22:4n6 1.3+0.6 1.0£0.1 1.1+0.3
24:0 - - -
24:1n9 2.840.5 1.3+0.5 1.8+0.8
22:5n3 9.74£3.6 6.8+0.8 7.442.1
22:6n3 36.5+8.7 25.1+34 36.5+12.7
3HUFA n3

$20:3n3 61.4+17.0 58.8+15.7

94



Resultados

Tabla IXd (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados
Monoinsaturados
n-3

n-6

n-9

n-3/n-6

DHA/EPA

Sat/Insat

3HUFA n3

129.4 (31.7)
190.6 (46.7)
65.4 (16)
23.1(5.7)
9.4
2.83
2.42
0.45

61.4

66.4 (28.8)
98 (42.5)
48.1 (20.8)
18.3 (7.9)
68.8
2.63
2.06
0.39

44.2

63.6 (26.9)
92 (38.9)
63.3 (26.8)
17.5 (7.4)
5.2
3.62
2.45

0.36

58.8

Los lipidos totales se acumulan mayoritariamente en el higado y son

independientes del tipo de dieta. Sin embargo los n3 HUFA, y en especial

el 22:6n3, se acumula dependiendo significativamente del tipo de dieta. La

Tabla X da los valores de los lipidos totales en el higado, musculo, génada

y huevos muestreados de los 4 lotes de reproductores, asi como el analisis

de la varianza y el de rango multiple.

Tabla X. Contenido en lipidos totales (%) en higado, misculo y gonada de las hembras de

cada lote de reproductores (medias+SD de 4 muestras) comparado con el de los huevos.

Lip. Totales A2 A3 A4 A5
Higado 48.18+17.70 56.87+5.83 55.20+£12.57 59.68+10.65
Musculo 29.58+2.99 26.00+£1.08 28.34+4.99 32.18+9.40
Gonada 42.00+19.10 19.35£2.99 31.95+19.30 38.25+£7.97
Huevos 30.17£1.75 26.14+1.09 29.25+0.21 24.18+1.03
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Resultados

Analisis de la varianza

FUENTE DE VARIACION

S.C. g.l

C.M.

p
ENTRE DIETAS 448.3424 3 149.4475 0.993 0.4082
ENTRE ORGANOS 5100.1722 2 2550.0861 16.994 0.0000
RESIDUAL 4966.5092 33 150.50028
Analisis de rango multiple

Dieta N° Media Grupos homogéneos

A3 9 34.0744 2

A4 9 38.5000 *

A2 9 39.9278 *

A5 9 43.3133 *
Organo
musculo 13 29.2662 *
gonada 13 33.3092 *
higado 13 55.2923

La Tabla Xl da los valores de la suma de HUFA n3 en el higado, musculo,

gbnada y huevos muestreados de los 4 lotes de reproductores, asi como el

analisis de la varianza y el de rango mdltiple.

Tabla XI. Contenido en 3HUFA n3 (mg/g) en higado, misculo y génada de las hembras de

cada lote de reproductores (medias+SD de 4 muestras) comparado con el de los huevos.

3HUFA n3 A2 A3 A4 A5
Higado 71.8+23.6 56.0+£10.3 57.5+13.3 61.4+17.0
Musculo 45.2+17.6 35.7£3.8 33.0£14.6 44.246.1
Gonada 90.0+£50.9 22.320.5 33.0£17.1 58.8+15.7
Huevos 45.50+0.71 46.60£6.22 48.90+1.98 47.40+4.53
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Analisis de la varianza

FUENTE DE VARIACION S.C. g.l. C.M. F p
ENTRE DIETAS 5464.4231 3 1821.4744 3.976 0.0160
ENTRE ORGANOS 3080.4251 2 1540.2160 3.362 0.0469
RESIDUAL 15117.522 33 458.10671

Anélisis de rango multiple

Dieta N° Media Grupos homogéneos
A3 9 38.0444 *
A4 9 41.1778 *
A2 9 54.8000 **
A5 9 68.9889 *
Organo
musculo 13 39.5887 *
g6nada 13 51.3348 * x
higado 13 61.3348 *

4.2. EXPERIMENTO 2. 1993

4.2.1. Puestas

Las puestas comenzaron en todos los tanques en Diciembre y Enero, dos
meses después del inicio de la alimentacion experimental. En la Fig.17 se
pude ver el alimento consumido por cada lote de reproductores expresado
como medias mensuales de la tasa diaria de alimentacién en porcentaje de

peso Vivo.
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La duracion de las puestas, la cantidad de huevos e indice de fecundidad (n°
de huevos/Kg. de &), y los indices de fecundacioén y eclosion se dan en la
Fig. 18 y en la Tabla XII. Aparecen diferencias altamente significativas en los
cuatro lotes de reproductores en cuanto a periodo de duracién de las

puestas, cantidad total de huevos obtenidos, e indices de fecundidad.
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Tabla XII. Puestas de los 4 lotes de reproductores (valores mediostS.D.). Los distintos

superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

Netotal Indice de Tasa de Eclosién
de huevos fecundidad fecundacion (%)
x 1 000 (n°huevos/kg.&) (% huevos flotantes)
x 1 000
Al 34 130 694.2 42.94+25.60% 69.25+20.02
a
A3 5430 105.3 68.3625.98" 80.83+£22.83
a
Ad 7 540 141.8 64.01+29.49° 63.30+£25.04
a
A6 6 540 126.5 62.30+£27.65° 10.59+25.6°

La tasa de fecundacion, considerada como el porcentaje de huevos

flotantes, presenta diferencias significativas entre los reproductores

alimentados con pescado que dan los peores reultados y los otros 3 lotes.

El porcentaje de eclosion da el valor mas bajo, con diferencia con respecto

a los demas, en el lote alimentado con pienso rico en DHA-EPA.

4.2.2. Cultivo larvario

Los resultados del cultivo larvario en cuanto a supervivencia, talla, y peso de

las larvas a los 35 dias de vida, presentaron grandes variaciones entre los

lotes que, sin embargo no parecen estar relacionadas con las dietas de los

reproductores.

Tabla XV. Resultados del cultivo larvario de los 4 lotes de reproductores.

Supervivencia Talla de Peso de las
larvaria (%) las larvas larvas (mg)
(dia 35°) (mm) (dia 35°)
(dia 35°)
|| Al 2.1 8.7 54
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A3 1.2 10.7 9.9
A4 1.2 8.6 4.8
A6 15 10.1 7.8

Aungue en este segundo afio se aplico la técnica estandar del cultivo larvario
en tanques de 1m? de capacidad, los resultados presentaron tambien una
gran variabilidad. Las supervivencias en todos los casos fueron demasiado
bajas y no parece haber una relacion con los distintos tratamientos de los

reproductores.
4.2.3. Composicién en &cidos grasos

La composicion en acidos grasos de las puestas correspondientes a los 4

lotes de reproductores se dan en laTabla XIII.
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Tabla Xlll. Composicion en acidos grasos de los huevos obtenidos de los 4 lotes de

reproductores (mg/g de peso seco) (mediatSD de 3 muestras).

Acido
graso

14:0
14:1n-5
15:0
15:1n-5
14:2
16:0
16:1n7
17:0
17:1n7
18:0
18:1n9
18:1n7

18:2n6
19:0
18:3n6
18:3n3
18:4n3
20:0
20:1n9
21:0
20:3n6
20:4n6
20:3n3
215
22:0
20:5n3
22:1
23:0
23:1
22:3n3
24:0
22:5n3
24:1n9
22:6n3

Al

5.90+0.53
0.40+0.07
1.13+0.11
0.23+0.05
31.53+6.61
12.90+1.85
1.20+0.12
6.30+1.46
6.25+0.81
23.43+4.49
4.40+0.59

4.95+1.49
0.20+0.00
2.50+0.39
3.28+0.75
2.03+0.19

1.15+0.55
0.37+0.09
1.93+0.19
0.40+0.00
1.08+0.15
10.45+1.63
0.08+0.00
0.31+0.05
0.70+0.00

3.68+0.28

A3

3.83+0.33
0.20+0.00
0.50+0.08
0.29+0.16

28.23+1.83
10.17+1.20

0.67+0.05
7.87+0.49
5.13+0.12

26.33+0.81

3.40+0.16

8.37+1.02
2.93+0.05
3.57+0.12
0.90+0.08

0.50+0.08
0.25+0.05
1.30+0.08
0.30+0.00
0.67+0.12
7.67+0.69
0.27+0.05

3.07+0.21

37.78+3.53 31.03%£1.93
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A4

4.27+1.00
0.17+0.09
0.57+0.09
0.33+0.05
32.93+6.41
11.67+1.95
0.47+0.09
7.47+2.00
5.73+1.04
29.33+3.65
4.03+0.76

8.20+1.21
0.20+0.00
2.87+1.04
4.00+0.57
0.67+0.05

0.40+0.00
0.3+0.00
1.40+0.14
0.30+0.00
0.65+0.05
7.53+0.83
0.30+0.00

3.00+0.36

36.23+3.64

A6

3.73+0.26
0.10+0.00
0.40+0.08
0.27+0.05
31.60+1.77
10.23+0.25
0.50+0.00
8.50+1.04
7.17+1.00
30.07+1.37
4.00+0.29

9.03+0.66
3.53+0.75
4.03+0.19
0.60+0.08
0.50+0.16

1.33+0.12

0.67+0.12

8.27+0.92
0.33+0.05

4.93+2.17

36.77+£2.99
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Tabla XllI (cont.). Entre paréntesis se dan los porcentajes del total de acidos grasos.

Saturados 46.05 (28.4) 38.36 (26.1)  44.13 (27.2) 43.40 (26.1)
Monoinsaturados 49.10 (30.2)  49.13(33.4) 53.47 (33.0) 53.93 (32.5)
n-3 57.58%(35.4)  46.43°(31.6)  51.53 (31.8) 54.60 (32.8)
n-6 9.70%(6.0) 13.20°(9.0) 13.03 (8.0) 14.27°(8.6)
n-9 24.58 26.83 29.60 30.57
n-3/n-6 6.05° 3.81° 3.99° 3.84°
DHA/EPA 3.65° 4.07 4.83° 4.47°
Sat/Insat 0.40 0.35 0.37 0.36
3HUFA n3 52.00% 37.50° 46.87 43.00

Los acidos grasos mas abundantes, igual que el afio anterior, fueron el 16:0,
18:1n9 y el 22:6n3 seguidos del 16:1n7 independientemente de la dieta

utilizada.

Este afio ya aparecen mas diferencias significativas relacionadas con la
dieta de los reproductores entre las distintas series de acidos grasos de las
puestas. La dieta de pescado fresco produce puestas con los valores mas
altos de acidos grasos n3 y los mas bajos de n6, y por consiguiente valores
mucho mas altos del valor n3/n6 que los otros tres lotes. También se

encuentran diferencias en la relacion DHA/EPA y en el total de HUFAs n3.

4.3. EXPERIMENTO 3. 1994

4.3.1. Puestas

Las puestas comenzaron en los dos tanques a principios y mediados de
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Diciembre, quince dias y un mes después del inicio de la alimentacion
experimental. En la Fig.19 se pude ver el alimento consumido por cada lote
de reproductores expresado como medias mensuales de la tasa diaria de

alimentacion en porcentaje de peso vivo.

103



Resultados

La duracion de las puestas, la cantidad de huevos e indice de fecundidad (n°
de huevos/Kg. de &), y los indices de fecundacioén y eclosion se dan en la
Fig. 20 yenla Tabla XIV. Aparecen diferencias altamente significativas en
los dos lotes de reproductores en cuanto a cantidad de huevo total obtenido
e indices de fecundidad; también el porcentaje de eclosion presentd
diferencias significativas (p=0.039) entre los dos tanques. Sin embargo, el
porcentaje de huevos viables (flotantes) fue similar en los dos lotes de

reproductores.

Tabla XIV. Puestas de los 2 lotes de reproductores (valores medios+S.D.)

Netotal Indice de fecundidad Tasa de Eclosion
de huevos (n°huevos/kg.&) fecundacion (%)
x 1 000 x 1 000 (% huevos flotantes)

63.5+22.3 80.3+13.8%

62.3+21.5 65.7+24.0°

4.3.2. Composicién en &cidos grasos de las dietas

En la Tabla XV se da la composicion en &cidos grasos del pienso comercial

mejorado utilizado en el experimento n°3.
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Tabla XV. Composicién en acidos grasos del pienso para reproductores (mg/g de peso

seco) (mediaxzSD de 4 muestras).

Acido
graso
Cl4 4.53+0.12
C15 0.51+0.01
Cl6 20.45+0.33
Cle:1 0.50+0.26
C17 0.19+0.09
C18 3.19+0.09
Ci18:1 18.65+0.20
Cc18:2 4.53+0.10
C18:3 1.96+0.08
C20:1 7.48+0.03
C18:4
C20:2 0.60+0.02
C20:4 0.65+0.05
Cc22:1 5.18+0.01
C20:5 10.64+0.14
C22:4 0.39+0.01
C24:1
C22:5 0.84+0.10
C22:6 14.60+0.13
Saturados 28.87+0.31
Monoinsaturados 36.81+0.14
n-3 28.04+0.13
n-6 6.07+0.18
n-9 31.30+0.18
n-3/n-6 4.62
DHA/EPA 1.37
Sat/Insat 0.41
3HUFA n3 26.08+0.20
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4.3.3. Composicién corporal de los reproductores

Los resultados de los andlisis de los reproductores después de la puesta se

dan en la Tabla XVI.

Tabla XVI. Resultado del muestreo de 5 individuos de cada stock de reproductores una vez
realizada la puesta. El distinto superindice en la misma columna indica diferencias

significativas (p<0.05)

Talla Peso Peso Peso higado | IHS |Sexo %Proteina %Grasa

(cm) )] evisc. (9) ) m h m h
A3 33 684 630 7,25 106| & 63,4 30,7 26,2 51,8
40 1162 1083 14,20 1,221 % 60,2 22,8 27,0 72,9
33,5 727 678 8,41 1,16| & 66,2 23,8 27,7 70,7
48 1685 1577 20,02 1,19 & 65,3 56,0 16,2 31,7
35 844 782 10,45 1,241 & 70,3 27,9 11,2 57,4
b4 37,9 4514 418,4 12,07 1,172 65,08% | 32,24 21,66 56,9
A4 35 712 678 51 0,72 & 74,4 50,5 16,4 34,7
35 858 790 9,1 1,06| & 75,9 31,4 22,1 56,0
32 853 796 8,7 1,02] & 66,3 35,3 27,7 52,7
38 989 912 6,8 0,69 | %& 74,1 27,7 20,2 60,0
36 826 783 6,5 0,79 % 79,0 41,2 16,6 44,0
b4 35,2 847,6 791,8 7,24 0,86b 73,94b 37,22 20,6 49,48

Las Unicas diferencias significativas aparecen entre el porcentaje de
proteina del musculo (p=0.011) que es mayor en los reproductores
alimentados con pienso, y en el indice hepatosomatico que resulta también

significativamente mayor (p=0.005) en las doradas alimentadas con pienso.
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5. DISCUSION

5.1. ALIMENTACION DE LOS REPRODUCTORES

La alimentacion experimental comenzé dos meses antes de la época natural
de puesta para asegurar la formacion de las reservas en el tejido adiposo
de los reproductores desde donde van a movilizarse los acidos grasos
durante la maduracién de la génada para formar las lipoproteinas
especificas del huevo. Este tiempo se considera suficiente ya que en la
dorada se han observado cambios importantes en la calidad de las puestas
al suministrar diferentes tipos de dietas a los reproductores en periodos de
tiempo muy cortos, de 15 dias, (Zohar et al., 1995). Tambien hay que tener
en cuenta que aunque los lipidos de la dieta influyen muy rapidamente en la
estructura de las membranas de alguna células sanguineas (p.ej. glébulos
rojos), necesitan mas tiempo, meses, para reflejarse en el tejido muscular y

en la grasa perivisceral.
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En la dorada japonesa Watanabe et al. (1984d, 1985b) demostraron la
influencia en la calidad de la puesta de cambios en la dieta de los
reproductores incluso durante la época de reproduccion; un lote de
reproductores que fue alimentado alternativamente cada tres dias con unas
dietas de alto y bajo valor alimenticio, mostr6 una correlacién entre la calidad

de las puestas diarias y la composicion de la alimentacion.

En los tres experimentos los peces comieron mucho menos de lo esperado;
las tasas diarias de alimentacién empezaron siendo muy bajas, alrededor
del 0.1% del peso vivo, fueron aumentando a lo largo del periodo de puesta,
y llegaron a unos valores maximos de 0.7-1%. Estos resultados contrastan
con las tasas diarias de 1-1.5% recomendadas para reproductores de
dorada por Zohar et al. (1995) y con las de 3-5% utilizadas por Mourente &
Odriozola (1990a). Hay que hacer constar, sin embargo, que los peces
mantuvieron un comportamiento normal frente a la presentacion de la

comida, y no presentaban agitacion ni estrés ni enfermedad alguna.

A pesar del hecho de que la dorada contintia alimentandose a lo largo del
periodo de puesta, Zohar et al. (1995) comprobaron una pérdida del 52% de
los lipidos musculares y del 45% de los lipidos del tejido adiposo. Sin
embargo, la mayoria de los lipidos movilizados eran éacidos grasos
saturados y monoinsaturados por lo que parece claro que los HUFA deben
ser aportados por la dieta. El aumento de las tasas diarias de alimentacion
encontradas en este trabajo desde los valores muy bajos del 0.1% hasta el
1% al final del periodo de reproduccién podria explicarse por la necesidad
de cubrir los requerimientos energéticos durante la larga temporada -mas de

cuatro meses- de puesta.

La aceptacion del pienso por parte de los peces fue en todos los casos

buenay comparable con la de la dieta fresca. Ademas, el factor de condicién
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(relacion entre el peso y la longitud) de los ejemplares muestreados en los
distintos experimentos, se mantuvo alrededor de 2, valor considerado normal
en la dorada y que indica un buen estado nutricional de los peces que
aparentemente no sufrieron pérdidas de peso. Esta ultima afirmacién no
esta constatada con seguridad al haberse evitado la excesiva manipulaciéon
que lleva consigo el muestreo de los reproductores y que alteraria el ritmo de
la puesta y la consecucion del objetivo de estos experimentos que era la
obtencion de puestas 6ptimas en cantidad y calidad. Al trabajar a escala
industrial con lotes de alrededor de 100 individuos, fue dificil controlar

totalmente si todos los reproductores se alimentaban y en qué niveles.

5.2. PUESTAS

Las puestas comenzaron en todos los tanques en diciembre y enero, dos
meses después del inicio de la alimentacion experimental y coincidiendo con
la época de reproduccion natural en el mediterraneo (Ortega et al., 1983). En
la Fig. ?? Se puede ver la representacion grafica de las puestas totales en

los experimentos de los distintos afos.

Aunque el periodo de puesta tuvo lugar practicamente entre las mismas
fechas en todos los lotes, en los dos primeros afios se observo una
diferencia clara en los alimentados con dieta fresca; las puestas de estos
reproductores se produjeron practicamente con periodicidad diaria a lo largo
de los tres meses centrales de la época de puesta (febrero, marzo y abril)
y, en un 20% de los dias, se obtuvieron por la mafianay por la tarde ( a las
6:00 y a las 18:00).

El comienzo del periodo de puesta vari6 de unos afios a otros con
diferencias de 15 dias a 1 mes. Como la temperatura se mantuvo constante,

estas diferencias podrian haber sido debidas a cambios en el fotoperiodo
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natural debidos a dias con mas o menos luminosidad.

En 1994 el lote con pescado fresco adelantd la puesta a principios de
diciembre. Sin embargo los reproductores alimentados con pienso
superaron a la dieta fresca en dias de puesta -164 dias frente a 156-
produciéndose éstas con periodicidad diaria de enero a abril en los

primeros, y de diciembre a abril en los segundos.

Los maximos en cuanto a cantidad de huevos aparecieron en todos los

casos durante el mes de febrero.

Todos los afios aparecen diferencias altamente significativas, segun el tipo
de alimentacion de los reproductores, entre el nUmero total de huevos, la
duracién del periodo de puesta, y el indice de fecundidad de las hembras;
éste Ultimo parametro, sin embargo, varia mucho entre los experimentos de
los distintos afios oscilando entre 62.000 huevos/kg de hembra hasta
1.152.000, y resultando unas cantidades totales de huevos muy diferentes

de un afo a otro.

La fecundidad de las hembras en los peces varia considerablemente entre
individuos, aun tratdndose de ejemplares de la misma poblacion, tamafioy
edad. La causa de esta variabilidad no se conoce completamente pero
parece que la fecundidad puede ser influida por factores como la
disponibilidad de espacio o de alimento y puede formar parte de un
mecanismo de control de la poblacion dependiente de la densidad (nUmero
de individuos/volumen). Ademas la fecundidad se ve afectada tambien por
otros factores relacionados sobre todo con la cantidad y calidad del
alimento. Scott (1962) demostré que si se sometian varios lotes de truchas
a diferentes regimenes alimentarios, la disminucién de la racion causaba una

reduccion, tanto en el nimero de hembras que realizaban la puesta como en
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su fecundidad. Bagenal (1969) encontrd resultados parecidos con otra
especie de trucha, Salmo trutta. En esta misma linea estan los trabajos de
Horwood et al. (1989) con la platija, de Hislop et al. (1978) con el eglefino,
y los recogidos en la revision de Bromage et al. (1992) sobre la trucha

Oncorhynchus mykiss.

Con una especie mediterranea como la lubina, Cerda et al. (1994a)
encontraron que una disminucion a la mitad (0.45% del peso vivo) de la tasa
diaria de alimentacién en los reproductores no produjo diferencias en la
fecundidad absoluta (n° de huevos/hembra) pero si en la relativa (n° de
huevos/kg de hembra). En el lote sometido a la mitad de la racién la
fecundidad relativa fue mas alta pero aparecio un retraso en la época de
puesta acompafado de un numero ligeramente mas alto de puestas por
hembra durante periodos mas largos de tiempo. La calidad de los huevos,
su composicion bioquimica, la tasa de eclosion, y la supervivencia de las

larvas a los 46 dias no se vieron afectados por la cantidad de la racion.

Por otra parte, la calidad de la alimentacién de los reproductores afecta de
manera importante a la fecundidad. Algunos autores han encontrado una
correlacion positiva entre los niveles de proteina y la fecundidad de las
hembras y el didmetro de los huevos en la trucha (Smith et al., 1979; Roley,
1983). En peces marinos, Watanabe et al. (1984a, 1985a) encontraron bajos
indices de fecundidad en dorada japonesa cuando los reproductores fueron
alimentados con bajos niveles de proteina o con proteinas de distinto origen

y calidad.

En los dos primeros experimentos aqui descritos los mejores indices de
fecundidad corresponden a los reproductores alimentados con pescado
fresco, seguidos del pienso enriquecido con EPA-DHA, y los peores al

pienso sin enriquecer. El tercer afo, al tratarse de un pienso mejorado en
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base a los resultados de los dos anteriores, los resultados se invierten y el
numero total de huevos y la fecundidad alcanzan los mayores valores en la
dieta a base de pienso con una alta cantidad de proteina (52%). Estos
resultados coinciden con los de Cerda et al. (1994b) en lubina; la dieta de
reproductores que tenia como componente mayoritario carne de pescado
con un alto nivel proteico (51.3%) produjo diferencias significativas en la

fecundidad, absoluta y relativa, de las hembras.

Los valores del indice de fecundidad estan en todos los casos por debajo de
los estandar para dorada, entre 1-4 millones de huevos/kg de hembra (Zohar
et al., 1995), excepto en el Ultimo afio en los reproductores alimentados con
pienso. Esta variabilidad puede ser debida a la dificultad, al trabajar con
stocks de reproductores con un gran nimero de individuos, para distinguir
las hembras que han realizado la puesta de las que no lo han hecho; los
indices de fecundidad se calculan sobre los kg totales de hembras
estabulados en el tanque antes del comienzo del periodo de puesta. En
nuestro caso, se puede suponer que en 1994 desovaron mas hembras que

los dos afos anteriores.

La mayor duracion de las puestas correspondio, en los tres experimentos,
a los peces alimentados con pescado fresco, -156, 110y 84 dias-, y a los
del pienso mejorado del ultimo afio -164 dias-, llegando a triplicarse los
valores con respecto a las otras dietas. Los piensos enriquecidos solo
dieron buenos resultados el primer afio, en que llegan a valores similares a
los del pescado fresco, y muy por encima del pienso sin enriquecer. El
segundo afo todos los piensos, tanto enriquecidos como no, dieron valores
similares y muy inferiores (aproximadamente la mitad) a los del pescado
fresco. Estas diferencias entre los resultados de los dos primeros afos
hacen pensar en un efecto positivo sobre la duracion de las puestas de la

vitamina C y/o de la astaxantina que solo se usaron el primer afio como
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componentes de la emulsion enriquecedora del pienso, y que fueron
incorporadas en la mejora de la formulacién del pienso de 1994. Sandnes
(1984) encontré grandes cantidades de vitamina C en el ovario de pecesy

demostré su influencia sobre el crecimiento de la gbnada y la maduracion.

Por el contrario, los indices de fecundacion y eclosién en las puestas
aparecen siempre significativamente diferentes entre todos los lotes de
reproductores, pero sin relacién con el tipo de dieta; asi en los dos primeros
afos, la tasa de fecundacién, considerada como el porcentaje de huevos
flotantes, presenta los valores maximos en el pienso sin enriquecer, mientras
que la tasa de eclosién éptima aparece en la dieta fresca el primer afio, y en
el pienso sin enriquecer el segundo. En el tercer experimento el porcentaje
de eclosion da valores significativamente mejores en el pienso que en el

pescado fresco.

Estos resultados coinciden con los encontrados en el rodaballo por Peleteiro
et al. (1993) donde tampoco pudo establecerse una relacion clara entre el
patron de acidos grasos de las puestas y la calidad de las mismas, y pueden
ser debidos a la falta de definicion de los criterios usados cominmente para
establecer la calidad de las puestas. En este trabajo se ha tomado
exclusivamente la flotabilidad de los huevos 2 horas después de la puesta
como criterio de fertilizacion o fecundacion; estudios posteriores han puesto
en duda la exactitud de este método ya que se presentan grandes
variaciones segun el tipo de incubador y el tiempo de separacion de los
huevos (Fernandez-Palacios et al., 1995). Ademas este paradmetro de la
fecundacién no siempre esta relacionado con la supervivencia de los
posteriores estados de desarrollo del embrion ni con la calidad de las larvas

(Kjarsvik et al., 1990)

En resumen, y en contra de lo que cabria esperar segun lo encontrado en
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dorada japonesa (Watanabe et al., 1984a,b,c,d, 1985a,b), los niveles de
acidos grasos utilizados en la dieta de reproductores en este trabajo no
producen diferencias ni en la tasa de fecundacion de los huevos ni en el

porcentaje de eclosion.

Si consideramos otro criterio de calidad de puestas como es la presencia
de mas de una gota de grasa, si que parece haber relacién con el tipo de
dieta; los porcentajes minimos de larvas anormales aparecen en la dieta
fresca y en el pienso con EPA-DHA, y los maximos en los piensos sin

enriquecimiento.

5.3. CULTIVO LARVARIO

Los resultados del cultivo larvario en cuanto a supervivencia, talla, y peso de
las larvas a los 35 dias de vida, presentaron grandes variaciones entre los
lotes que, sin embargo no parecen estar relacionadas con las dietas de los

reproductores.

Asi, el primer afio, los dos lotes con mayor supervivencia larvaria , el de
pescado fresco (9.5%) y el de pienso carente de HUFAs (9.8%), presentaron
los peores resultados de crecimiento tanto en peso (2.5 g) como en talla (7.6
mm). El afio siguiente los porcentajes de supervivencia fueron
extraordinariamenta bajos, entre 1-2% en todos los lotes, y el crecimiento fue
mejor (entre 8.6-10.7 mm y entre 4.8-9.9 mg). Si calculamos las larvas
obtenidas de los distintos lotes tomando el numero total de huevos, los
correspondientes porcentajes de fecundacién y eclosion, y la supervivencia
larvaria a los 35 dias de vida, obtendriamos las cifras que se dan en la Tabla
XVII:
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Tabla XVII. Larvas obtenidas de los distintos lotes de reproductores en los experimentos de

los tres afios.

Larvas recién Larvas 35 dias
eclosionadas
1992 | A2 4.223.000 401.000
A3 1.200.000 26.000
Ad 1.725.000 169.000
A5 1.642.000 62.000
1993 | Al 10.126.000 213.000
A3 2.991.000 35.900
A4 3.040.000 36.500
A6 446.000 6.700
1994 | A3 35.738.000
Ad 18.537.000

Se puede afirmar sin lugar a dudas la mayor eficiencia de la dieta fresca los
dos primeros afios y del pienso especial para reproductores el tercero. Mas
dificil de explicar son los malos resultados de los piensos enriquecidos con
EPA-DHA debidos a los bajos porcentajes de fecundacion y eclosion que

hacen que ocupen los ultimos lugares en cuanto a larvas obtenidas.

Las diferencias en la supervivencia, talla y peso de las larvas que se
observaron entre los distintos lotes no se corresponden con la calidad de las
dietas de los reproductores y pueden ser debidas a la tecnologia del cultivo,
al tamafio de los tanques, etc. En el experimento 1, para poder hacer tres
réplicas por cada tratamiento y controlar mejor el cultivo larvario, éste se
llevd a cabo en barrefios de pequefio volumen y sin aplicar la metodologia
estandar que se utiliza habitualmente, por lo que probablemente los
resultados de crecimiento larvario fueron malos. El cultivo larvario presenta
de ordinario grandes variaciones debido a la multiplicidad de factores que
influyen sobre él de manera que, aun dentro de lotes con el mismo origen
aparecen diferencias sustanciales entre los replicados de los mismos

tratamientos. Es muy dificil, por tanto, establecer una relacion clara entre las
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distintas dietas y la calidad del cultivo larvario.

Sin embargo es interesante tener en cuenta los resultados de Fernandez-
Palacios et al. (1995) en dorada que encontraron un efecto negativo de los
n3 HUFA de las dietas de reproductores por encima de un nivel
determinado, sobre la supervivencia larvaria. Un exceso de estos acidos
grasos produjo un alto porcentaje de larvas con hipertrofia en el saco vitelino
gue caus6 una reduccion del 10% en la supervivencia a los tres dias de vida.
Segun estos autores los niveles de HUFA n3 en las dietas de reproductores
de dorada deben estar alrededor del 1.6% del peso seco, valor algo mayor
del recomendado para salménidos (1%), y parecido al determinado para la

dorada japonesa.

Los niveles de HUFA n3 en este trabajo estuvieron siempre por encima del
1.6% del peso seco de la dieta de los reproductores ya que oscilaron entre
el valor minimo de 2.03% del peso seco en el pienso enriquecido con aceite
de coco, hasta el maximo de 3.9% en el pienso suplementado con EPA-
DHA. La dieta a base de pescado fresco tuvo un 3.8% y el pienso 2.5%. La
ausencia de una relacion clara entre la composicion de las dietas y las
caracteristicas de los huevos y larvas pudiera ser debida a que no hay una
influencia de los n3 HUFA cuando estos se encuentran por encima del valor
de 1.6%.

5.4. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LAS DIETAS Y LAS
PUESTAS

Los andlisis de las dietas demuestran la eficacia del método de
enriquecimiento del pienso utilizado que realmente incorpora los n3 HUFA
de las emulsiones llegando a superar los niveles de los del pescado fresco

(39.4 frente a 38.0 mg/g de peso seco). Los niveles de DHA en la bogay el
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pienso enriquecido estan muy por encima de los de las otras dos dietas. La
diferencia entre los 4 tipos de alimentacion se refleja sobre todo en la
cantidad de lipidos totales y en la de &cidos grasos n3. En éstos Ultimos se
doblan las cantidades en la boga y en el pienso enriquecido con EPA-DHA
con respecto a los otros dos, pienso, y pienso enriquecido con aceite de
coco; estas diferencias son debidas a las diferentes cantidades de DHA ya
que el EPA se encuentra en mayor concentracion en el pienso enriquecido

y con similares valores en los otros tres.

Tambien hay diferencias importantes en los lipidos totales de las distintas
dietas, 30.6% en el pescado, 16% en los piensos enriquecidos, y 12.6% en
el pienso, igualandose en las dietas enriquecidas y duplicandose en la dieta
fresca. Los acidos grasos saturados tambien presentan diferencias entre las
dietas presentando los mayores niveles en la boga (53.2) seguido del pienso
enriquecido con aceites vegetales (40.6), del pienso (39.6), y del
pienso+EPA-DHA (34.9). Los &cidos grasos n6 tambien difieren en las
cuatro dietas correspondiendo el valor minimo a la boga por el menor
contenido en acido linoleico que las otras tres. Como consecuencia de estas
diferencias el valor n3/n6 solo esta por encima de 5, la proporcion
recomendada en dietas de reproductores, en el pescado fresco. La relacién
DHA/EPA, que debe estar alrededor de 2, solo supera este valor igualmente

en el pescado fresco.

El pienso mejorado utilizado en el Experimento 3 no difiere sustancialmente,
en su composicién en acidos grasos del utilizado los 2 primeros afios.
Unicamente, al tener menos cantidad de la serie n3 -6.07 mg/g frente a 9
mg/g- la relacién n3/n6 aumenta hasta 4.62 y se acerca mas al 6ptimo valor

de 5 recomendado para reproductores.

En cuanto a las puestas, los acidos grasos mas abundantes son en los dos
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afos el 16:0, 18:1n9, 22.6n3, y 16:1n7 independientemente de la dieta
usada. Estos datos coinciden con los encontrados en dorada por Mourente
y Odriozola (1990), y en otras especies como la dorada japonesa (Kimata,
1983; Watanabe et al., 1984a,b,c,d, 1985a,b), rodaballo (Barton, 1981),
halibut (Falk-Petersen et al., 1986), y otras especies europeas (Tocher &
Sargent, 1984). Sin embargo no parece haber una relacion significativa entre
los niveles de HUFA de las dietas y los que se ven reflejados en las puestas;
los niveles de &cidos grasos n3 en las puestas son altos, incluso los de las
procedentes de reproductores alimentados con bajos porcentajes de los
mismos. Estos resultados estan en contradiccion con los de Watanabe et al.
(1978, 1984a,b,c,d, 1985a,b) y con los de Mourente y Odriozola (1990a);
estos ultimos, en experiencias similares con dorada, encuentran que las
dietas diferentes no influyen significativamente en la composicién por clases
de lipidos de los huevos pero si en los niveles de acidos grasos,
principalmente en los de la serie n3, 22:5y 22:6. Los acidos grasos de la
serie n6 si parecen reflejar las diferencias de las dietas en la composicion

de los huevos.

Los niveles de acidos grasos n3, n6 y n9 aumentan de las dietas a los
huevos donde llegan a alcanzar valores mucho mas altos que los
encontrados en dorada (Hernandez-Palacios et al., 1995) y en el rodaballo

(Peleteiro et al., 1993).

La presencia de grandes cantidades de 22:6n3 en los huevos indica el
importante papel de este 4cido graso en la formacion de las membranas
durante la organogénesis de embriones y larvas.

5.5. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE DIFERENTES ORGANOS

La composicion en acidos grasos de los tejidos de los peces ha sido

118



Discusion

ampliamente estudiada (Henderson & Tocher, 1987). Los peces marinos se
caracterizan por tener niveles mas altos de HUFA de 20 y 22 atomos de
carbono y mas bajos de 18 atomos de carbono que los peces de agua
dulce. Las proporciones n3/n6 en peces marinos oscilan entre 7.5-15.8 y en

peces de agua dulce entre 1.6-2.

La composicion en acidos grasos de los tejidos de los peces y su relacion
con el contenido en la dieta da una idea del modo de utilizacion de estos
nutrientes y de sus requerimientos. Tanto el higado, musculo, y gbnada de los
reproductores muestran altas cantidades de 16:0 y 18:1n9 lo que indica su

doble funcion energética y constitutiva de los fosfolipidos de membrana.

Estos acidos grasos se acumulan en cantidades mucho mayores en el
higado que en los otros 6rganos, al igual que sucede tanto en peces de agua
dulce como la trucha arco-iris (Watanabe et al., 1974; Takeuchi & Watanabe,
1977a, 1982), carpa (Takeuchi & Watanabe, 1977a), y anguila japonesa
(Takeuchi et al., 1980), como en peces marinos como la dorada japonesa
(Takeuchi et al., 1990) y la dorada europea (Ibeas ., 1994). EI 18:1n9 y los
HUFA n3 parecen jugar un papel fundamental en la modulacion del indice de
insaturacion en los fosfolipidos de membrana de los tejidos estudiados,
siendo la contribucion del 18:2n6 y 20:4n6 relativamente pequefia (Ibeas et
al., 1995). El 18:1n9 es el principal producto de la sintesis endégena de
acidos grasos en peces (Henderson & Tocher, 1987). Kalogeropoulos et al.
(1993) alimentando a doradas de 1 g con diferentes proporciones de aceite
de soja y de aceite de higado de bacalao encontraron que los acidos grasos
n9 son la Unica serie cuyas concentraciones no estan relacionadas con el
nivel en la dieta y que permanecen relativamente constantes en todos los
tejidos; esto mismo sucedia con los saturados y los monoenicos. En este
trabajo, como puede verse en la Tabla IX, en los reproductores alimentados

con dieta natural el patron de estos acidos grasos aparece mas o menos
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constante en los tejidos examinados; sin embargo en los alimentados con
pienso, tanto el 18:1n9 como los acidos grasos saturados y monoenicos se
acumulan principalmente en el higado. Estos resultados apuntan a las
grandes diferencias que aparecen en la utlizacion de las distintas series de
acidos grasos dependiendo del tamafio de los peces y de sus necesidades
energéticas; los peces de 1 g estan en la fase exponencial del crecimiento
mientras que los reproductores experimentan los cambios mas importantes

en el higado, 6rgano donde tiene lugar la sintesis de vitelogenina.

En este trabajo solamente los n3 HUFA y en especial el DHA se reflejan en
los distintos tejidos dependiendo del tipo de dieta. Ademas el efecto de
transferencia del DHA de la boga es mas patente que el del DHA

suministrado en el pienso.

Si comparamos la composicién de huevos y gdnadas, no aparecen
diferencias significativas ni en los lipidos totales ni en los n3 HUFA ni, en
ambos casos, interaccion con el tipo de dieta. Estos resultados coinciden
con los encontrados en lubina por Devauchelle & Coves (1988) que no
encontraron diferencias en los lipidos de huevos y génadas excepto en el

caso de puestas obtenidas fuera de la época normal de reproduccion.

La composicion de los huevos, tanto en lipidos totales como en n3 HUFA,
permanece bastante constante e independiente de las dietas; sin embargo
las gbnadas, cuya composicion en lipidos no varia con las diferentes dietas,
si presentan diferencias en los acidos grasos n3 sobre todo entre la dieta de
pescado y los dos piensos pobres en n3 HUFA. Estos resultados
concuerdan con los de Takeuchi et al. (1981), Watanabe et al. (1984b),
Springate et al. (1985), Knox et al. (1988) y Washburn et al. (1990), y
confirman la prioridad que tiene la formacion de huevos con la composicién

idénea para cubrir las necesidades de energia y formacién de 6rganos en
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el desarrollo embrionario y larvario.

5.6. COMPOSICION CORPORAL DE LOS REPRODUCTORES
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5.6. COMPOSICION CORPORAL DE LOS REPRODUCTORES

La composicién corporal de los peces varia en funcion de la edad, estado fisiolégico y tipo de
alimentacion. En la dorada, al contrario que en la mayoria de las especies cultivadas, se ha
comprobado que la composiciéon corporal es muy estable e independiente del tipo de dieta (Sabaut
& Luquet, 1973; Marais & Kissil, 1979). Este hecho se confirma también en este trabajo al
aparecer las unicas diferencias de composicion corporal entre dietas, pescado y pienso, en el
porcentaje de proteina en el musculo que aparece mas alto en los alimentados con pescado.
Seria interesante comprobar la evolucién de la composicién corporal de peces grandes a lo largo
del afio y la incidencia del proceso reproductor ya que los estudios citados se han hecho con

individuos pequenos -de 50 a 100 g- que no han llegdo todavia a la madurex sexual.

El indice hepato-somatico es mayor en los peces alimentados con pienso ya que las dietas
artificiales suelen producir higados de mayor tamafio que las dietas frescas. Por otro lado,
tampoco hay diferencias en la relacidon peso evisceradolpeso total lo que indica o bien que la dieta
no ha influido en la aparicion de depédsitos de grasa perivisceral, o que este material de reserva

ha sido movilizado y utilizado durante la reproduccion.
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6. CONCLUSIONES

Conclusién 12. El tipo de dieta de los reproductores de dorada influye
significativamente en el nimero total de huevos, la duracién del periodo

de puesta, y el indice de fecundidad de las hembras.

Conclusién 22 Las tasas diarias de alimentacion en todos los
experimentos fueron mucho mas bajas que las utilizadas normalmente en
reproductores de dorada, resultando sin embargo suficientes para
mantener los peces en buen estado nutricional y permitir la reproduccién
con éxito.

Conclusion 32. Los mejores resultados de las puestas, correspondientes
a las dietas frescas y al pienso especial para reproductores, se vieron
reflejados también en la duracién de las mismas que se produjeron con
periodicidad casi diaria durante 100 a 160 dias. Las mayores cantidades
de huevos se recogieron, en todos los casos, durante el mes de febrero.

Conclusién 42, Los malos resultados en el cultivo larvario y la ausencia de
correlacién entre la calidad de las larvas y los diferentes tipos de
alimentacion de los reproductores, podrian ser debidos a la inadecuada
tecnologia de cultivo y/o al hecho de que los valores de HUFA n3 en las
dietas superen, en todos los casos, las cantidades maéaximas
recomendadas.

Conclusion 5°. Las grandes diferencias encontradas en este trabajo entre
los indices de fecundidad, la duracién del periodo de puesta y la cantidad
de huevos obtenidos, tienen que ser debidas a la presencia de
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determinados micronutrientes -vitamina C, astaxantina, etc.- en el pienso,
y a la mejora de la calidad de las materias primas utilizadas en su
fabricacién.

Conclusién 62. Con las cantidades de acidos grasos utilizadas en este
trabajo no se ha podido establecer una relacion clara entre el patrén de
acidos grasos de las puestas y su calidad en cuanto a tasas de
fecundacion y eclosion. La explicacién a este hecho puede estar en las
cantidades de HUFA n3 de las dietas que, en todos los casos, estuvieron
por encima del 1.6% del peso seco, valor recomendado para la
alimentacion de reproductores de dorada. Sin embargo, al considerar el
numero de gotas de grasa como criterio de calidad de los huevos, si
aparece una diferencia entre las puestas obtenidas de reproductores
alimentados con EPA+DHA y con dietas no enriquecidas.

Conclusién 72. La composicién en lipidos totales de las puestas es
independiente de la composicién en lipidos de las diferentes dietas. La
dorada utiliza sus reservas lipidicas, independientemente de la dieta, para

asegurar la calidad de las puestas y el buen desarrollo de las larvas.

Conclusién 8. Los acidos grasos mas abundantes en las puestas son el
16:0, 18:1n9, 22:6n3, y 16:1n7 independientemente de la dieta usada.
Tampoco parece haber una relacién significativa entre los HUFA n3 de las
dietas y los de las puestas. Los acidos grasos de la serie n6, y en
particular el acido araquidénico, si parecen reflejar las diferencias de las
dietas y presentan una relacién directa con las cantidades encontradas en
los huevos de los distintos lotes.

Conclusion 92. En este trabajo solamente los HUFA n3 y en especial el
DHA se reflejan en los distintos tejidos -higado, musculo y génada-
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dependiendo del tipo de dieta. Ademas el efecto de transferencia del DHA
de la boga es méas patente que el del pienso. En la composicion de
huevos y génada no aparecen diferencias significativas ni en los lipidos
totales ni en los HUFA n3, ni interaccion con el tipo de dieta.
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