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RESUMEN

El lenguado peruano Paralichthys adspersus es una especie que presenta gran calidad
nutricional y alto valor econémico, Se distribuye desde Paita (norte de Per() hasta el golfo
de Arauco (Chile). En el Per0 el cultivo de lenguado se desarrolla a nivel experimental y
comercial (pequefa escala), sin embargo la investigacion realizada es escasa. Durante el
proceso de produccion de semilla, el periodo de destete, etapa durante la cual el alimento
vivo es sustituido por microdietas balanceadas, resulta ser un punto critico debido a la alta
mortalidad que genera en comparacion a otras etapas del cultivo. El objetivo del presente
estudio es evaluar el efecto del uso de 3 microdietas (dos experimentales y una comercial)
en el destete de Paralichthys adspersus, evaluando el crecimiento (longitud y peso) y la
supervivencia. En el ensayo se utilizé la dieta comercial Otohime, y las experimentales,
elaboradas con procesos diferentes, MEM (Micro-Extrusion Marumerization) y PARA
(Particle Assisted Rotational Agglomeration) desarrolladas en el Servicio de Investigacion
Agricola (ARS) del departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) -Fish
Technology Center. El ensayo inicié con peces de 35 dias de edad con un peso seco
promedio de 0,96+0,52 mg y una talla promedio de 9,55+0,84 mm, los cuales se
distribuyeron en nueve tanques de 150L a razon de 400 individuos T. Se seleccionaron al
alzar tres tanques por cada tratamiento. Estos se denominaron T1, T2 y T3, en cada uno se
utilizé una microdieta (Otohime, MEM y PARA respectivamente) para realizar el destete.
Los resultados muestran que para los tratamientos T1, T2 y T3 la longitud promedio final
alcanzada fue de 15,9 + 3,2, 143 £ 1,72 y 144 £ 2,28 mm y el peso seco promedio
alcanzado fue de 8,83 £ 5,37, 553 + 285 y 7,10 £ 3,56 mg existiendo diferencias
significativas solo entre los tratamientos T1 y T2 (p<0,05). La supervivencia media fue de
18,1, 16,3 y 15,2 % (Tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente). Ademas se evaluo el
efecto de las dietas sobre los procesos de pigmentacidon y metamorfosis, cuantificando para
cada caso la cantidad de peces que presentan pigmentacion normal y la cantidad de los que
alcanzaron a completar la metamorfosis, resultando que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0,05).

Palabras clave: Paralichthys adspersus, destete, microdietas, MEM, PARA

10



ABSTRACT

The Peruvian flounder Paralichthys adspersus is a species with high nutritional quality and
economic value. This species distributes along the north of Peru (Paita) up to Chile (Gulf of
Arauco). In Perd, the flounder culture has grown as an experimental and commercial level
(small scale), with scant research. During seed production, weaning stage where live feed is
replaced by balanced microdiets, it turns out to be a critical point due to the high mortality
generated in comparison to other farming stages. The objective of this study was to
evaluate the effect of 3 microdiets (two experimental and one commercial) at weaning of
Paralichthys adspersus, evaluating growth (length and weight) and survival. The
commercial diet was Otohime and the experimental diets, made with different processes,
were MEM (Micro-Extrusion Marumerization) and PARA (Particle Assisted Rotational
Agglomeration) developed at the Agricultural Research Service (ARS) of the Department
of Agriculture (USDA) - Fish Technology Center. The test fish began with 35 days of age
with an average dry weight of 0.96 £ 0.52 mg and an average size of 9.55 £ 0.84 mm which
were distributed in nine 150 L tanks at a density of 400 larvae T-X. They were selected three
tanks for treatment. The treatments were designated T1, T2 and T3, each one used
microdieta (Otohime, MEM and PARA respectively) for weaning. Results show for
treatments T1, T2, T3 a final average length of 15.9 £ 3.2, 14.3 £ 1.72 and 14.4 + 2.28 mm,
average dry weight, 8.83 £ 5.37, 5.53 £ 2.85 and 7.10 + 3.56 mg, significantly different
(p<0.05) between T1 and T2. The survival rate was 18.1, 16.3 and 15.2 % (treatments T1,
T2 and T3). Additionally, the effect of the diets on pigmentation and metamorphosis was
evaluated, no significant differences (p> 0.05) were found between treatments.

Keywords: Paralichthys adspersus, weaning, micro diets, MEM, PARA
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1. INTRODUCCION

La acuicultura a nivel mundial ha tenido un importante desarrollo en los ultimos afios, las
perspectivas para esta actividad son muy favorables, esto debido en parte a que la pesca
mundial ha llegado un tope de cosecha (aprox. 90-100 millones de toneladas) (FAO, 2014).
Actualmente, la acuicultura representa casi el 50% de los productos pesqueros mundiales
destinados a la alimentacion. Esta actividad es importante para muchos paises y favorece a
los esfuerzos globales encaminados a eliminar el hambre y la malnutricién, ademas de
impactar significativamente a disminuir la pobreza e impulsar el crecimiento econémico
(Avilés, 2000). Por su parte el cultivo de peces marinos, principalmente peces de escama,
ha venido experimentando un crecimiento sostenido en los Gltimos afios y a pesar que la
produccion en mar de peces de escama representa el 12,6% de la produccion total de peces
escamados, su valor alcanza el 26,9% del total. Esto es debido a que los peces de escama
procedentes del cultivo marino comprenden una gran parte de especies carnivoras, como el
salmon del Atlantico y los meros, cuyo valor unitario es superior al de la mayoria de peces
de escama criados en agua dulce (FAO, 2014). En el caso de Perd, el lenguado nativo,
Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867) es una especie de gran importancia en

términos de abundancia y valor comercial (Acufia & Cid, 1995).

En Asia, Japon es pionero en el cultivo de peces planos con una larga historia trabajando
con el lenguado japonés Paralichthys olivaceus (desde 1970) y aunque se ha intentado la
produccién de semillas de diversas especies de peces planos como, Verasper moseri,
Verasper variegatus, Grigorjewi eopsetta, Pleuronectes yokohamae, Microstomus achne,

entre otros, so6lo el lenguado japonés se cultiva a escala comercial en Japén (Seikai, 2002).

12



La tecnologia de produccion de semillas de esta especie, junto con la gestion de
reproductores y el control de desove, se establecieron a finales de la década de 1980 (ljima

et al., 1986).

Por otro lado, en el continente europeo, en la region del Atléntico, el cultivo de peces
planos es cada vez mayor produciendo alrededor de 5000 TM/afio de rodaballo europeo
(Scophthalmus maximus). Otras especies de importancia son el halibut (Hippoglossus
hippoglossus), lenguado comun (Solea solea), lenguado senegalés (Solea senegalensis) y el
falso halibut del Canada “summer flounder” (Paralichthys dentatus). Se han utilizado
diversos tipos de sistemas de cultivo en estas especies como: raceways, jaulas suspendidas
en el mar, estanques con sistemas de recirculacion, lagunas y estanques grandes cubiertos
de geomembrana (Brown, 2002). Los peces planos son muy adecuados para el cultivo
fuera del mar, sobre todo en sistemas de recirculacion, debido a la facilidad de manejo y
mantenimiento que ofrecen estos. Se pueden cultivar en una variedad de tipos de tanques ya
sean circulares, cuadrangulares, octogonales, con un solo fondo, o con dos o mas niveles
donde se asienten los animales. Algunas especies, particularmente, Scophthalmus maximus
e Hippoglossus hippoglossus pueden ser cultivados a altas densidades (50 a 75 kg / m?),
ademas el uso de mdltiples capas dentro de los tanques ofrece mejoras adicionales. (Brown,

2002).

En Sudamérica, Chile, adapt6é tecnologia utilizada para el cultivo de otras especies de
lenguado como el turbot (Scophthalmus maximus) y el hirame (Paralichthys olivaceus) y se
desarrollaron investigaciones tecnoldgicas para el cultivo de las especies de lenguado
Paralichthys microps y Paralichthys adspersus. Actualmente el cultivo del turbot

(Scophthalmus maximus) se encuentra en etapa comercial y desde 1998 se han producido y
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comercializado entre 268 y 426 T anuales en Chile. Respecto al lenguado P. adspersus y
gracias a los estudios realizados, ya se cuenta con la tecnologia para realizar su cultivo a
nivel piloto, paso previo para iniciar su cultivo comercial (Silva, 2010). En Argentina, la
primera produccién masiva de juveniles de lenguado P. orbignyanus se dio en la Estacion
Experimental de Maricultura (EEM) del Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo
Pesquero (INIDEP) en el afio 2002, demostrandose su potencial acuicola por su buena tasa

de crecimiento, supervivencia e indice de conversion. (Fraysse y Petraroia, 2013).

PerG no cuenta con muchos estudios respecto al cultivo de lenguado P. adspersus
limitandose estos a los relacionados con el manejo o acondicionamiento de peces salvajes
como son los realizados por Carrera et al. (2013) quienes mantuvieron y acondicionaron un
grupo de reproductores salvajes en un sistema de recirculaciéon para la acuicultura, RAS
(por sus siglas en ingles). Angeles y Mendo (2005) establecieron algunas caracteristicas de
crecimiento, fecundidad y diferenciacion sexual de esta especie. Actualmente el Instituto
del Mar del Pert (IMARPE) en su sede del Callao y el Fondo Nacional de Desarrollo
Pesquero (FONDEPES) en su centro de acuicultura ubicado en Morro Sama, Tacna, vienen

trabajando con la reproduccion y produccion de alevinos de lenguado.

En la alimentacion de peces marinos Silva y Vélez (1998) mencionan que el proceso de
deshabituacion o destete consiste basicamente en el reemplazo progresivo y paulatino del
alimento vivo (Artemia) por alimento inerte de diferentes tamafios (0,2-1,0 mm) en un

periodo variable de 10 y 15 dias.

Lazo (2000) menciona las diferentes estrategias para el uso de dietas artificiales en el

cultivo de larvas de peces marinos, siendo estos: Uso directo, para larvas con avanzado
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desarrollo digestivo al iniciarse la alimentacion exdgena. El uso tardio, para larvas que
demoran en alcanzar su metamorfosis y el progresivo donde se alimenta al animal con

alimento vivo y microdieta apenas se inicie la alimentacion.

El destete produce un cierto porcentaje de mortalidad debido a la preferencia de las larvas
de los peces por las presas vivas, por ello es importante evaluar diversas microdietas para
conocer su eficacia en el crecimiento y la supervivencia de P. adspersus en edades

tempranas.

Finalmente, en la busqueda por conocer mejor a esta especie para desarrollar técnicas que
permitan su cultivo exitoso y ante los problemas que presenta la alimentacion larvaria con
Unicamente presas vivas, el presente trabajo de investigacion pretende evaluar la
supervivencia y crecimiento en la etapa de destete, utilizando una microdieta comercial
muy reconocida como es Otohime (Marubeni Nisshin Feed, Tokyo, Japan) y dos
microdietas secas (microbound) experimentales elaboradas con procesos diferentes: Micro-
Extrusion Marumerization (MEM) el cual es un proceso de formacién de microdieta por
rotacion con una extrusion previa y Particle Assisted Rotational Agglomeration (PARA),
proceso de formacion de microdieta con rotacion y apoyo mecanico de particulas inertes sin
extrusion previa. Estas dietas provienen del laboratorio del Servicio de Investigacion
Agricola (ARS) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) -Fish
Technology Center, 4050 Bridger Canyon Rd, Bozeman, Montana 59715 y fueron
obtenidas mediante el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de
Ensenada, Baja California (CISESE) — Mexico, entidad asociada al proyecto FINCyT del

cual es parte esta investigacion.
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2. EL PROBLEMA

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pesca mundial ha llegado un tope de cosecha (aprox. 90-100 millones de
toneladas) (FAO, 2014) y la mayoria de las poblaciones naturales estan
disminuyendo. En el Per(, los datos de captura proporcionados por el IMARPE y por
la FAO indican un aumento escalonado de la extraccion de P. adspersus teniendo sus
valores mas altos a partir de 1984 hasta 1992, reduciéndose significativamente en los
afios posteriores, lo cual podria deberse a una intensa captura (Angeles y Mendo,
2005). Datos mas recientes muestran una disminucién del desembarque de esta
especie de 36873 kg en el 2004 a 22610 kg en el 2013 (datos no publicados del area

de pesca Artesanal IMARPE, 2014).

La cria de larvas y la produccién de semillas son los pasos mas criticos en la cadena
de produccion de la acuicultura debido a la gran mortalidad que puede existir en
estas, asi estos constituyen una limitante para la produccion sostenida de una
determinada especie. El éxito de estas etapas se determina por una combinacion de
factores siendo una de las mas importantes, la nutricién de las larvas, de acuerdo a
esto, el alimento vivo, a pesar de tener ciertas desventajas como, nutricionales (Lazo,
2000) y técnicas (Rodriguez, 2009), es considerado como mas adecuado para los
peces que empiezan la alimentacion exdgena (Herath y Atapaththu, 2013). Asi, el

desarrollo de métodos adecuados en la alimentacion durante la etapa larvaria
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constituye una de las principales limitantes en el cultivo de diferentes especies de

peces marinos (Lazo, 2000).

En la maricultura, durante la cria larval existen dos fases donde ocurre gran
mortalidad. Una es la transicion de alimentacion enddgena a exdgena, donde se
comienza a alimentar a las larvas, generalmente con alimento vivo, y la otra es el
destete, donde el alimento suministrado pasa a ser inerte (microdietas balanceadas),
en ésta, la supervivencia es baja comparada con otras etapas (Schwartz, 2008). El
éxito o fracaso de la transicion entre tipos de alimentos en el destete, depende en gran
medida de la microdieta; su frescura, formulacion, digestibilidad y aceptacion

(Devresse, et al., 1991).

En Per no se conocen estudios sobre la evaluacion del destete o deshabituacion del
alimento vivo en el lenguado P. adspersus por lo tanto no existe una microdieta
balanceada especifica para esta especie. El alimento para larvas, de origen Japonés,
Otohime (Marubeni Nisshin Feed Co. Ltd), es para muchos productores de larvas de
peces marinos la mejor de las microdietas formuladas para animales en esta etapa. Sin
embargo, la desventaja es que tiene un precio alto, poca disponibilidad en el mercado,
ya que es necesario importarla, y no es una dieta preparada especificamente para P.

adspersus por lo que su eficiencia no se ha demostrado.
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2.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

2.2.1 Anivel general

e Cual es la mejor microdieta (comercial o experimental) para el destete de

juveniles de lenguado P. adspersus?

2.2.2 A nivel especifico

e ;Como afecta el tipo de microdieta en el crecimiento en longitud y peso total de

juveniles de lenguado P. adspersus en la etapa de destete?

e ;Como afecta el tipo de microdieta la supervivencia de juveniles de lenguado P.

adspersus en la etapa de destete?

e Como afecta el tipo de microdieta en los procesos de pigmentacion y

metamorfosis durante la etapa de destete?

3. FORMULACION DE OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

o Evaluar tres tipos de microdietas una comercial y dos experimentales en el

destete del lenguado P. adspersus en condiciones de laboratorio.
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3.2 Objetivo especifico

e Evaluar tres tipos de microdietas, una comercial y dos experimentales, en el
crecimiento en longitud total (mm) y peso total (g) de juveniles del lenguado P.

adspersus.

e Evaluar tres tipos de microdietas, una comercial y dos experimentales en la

supervivencia de juveniles de lenguado P. adspersus.

e Evaluar tres tipos de microdietas, una comercial y dos experimentales en los
procesos de pigmentacion y metamorfosis de juveniles de lenguado P.

adspersus

4. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

4.1 A nivel general

Es posible que la utilizacion de tres tipos de microdieta, en el destete de lenguado,
tenga diferente efecto sobre el crecimiento en longitud total (mm), peso total (g), y

supervivencia de juveniles de P. adspersus.

4.2 A nivel especifico

e Es posible que haya diferencias entre la longitud total (mm) y peso total (g) de

individuos alimentados con las diferentes dietas.
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e Es posible que haya diferencias entre la supervivencia de individuos alimentados
con las diferentes dietas.
e Es posible que haya diferencias en la pigmentacion y metamorfosis de los

individuos alimentados con las diferentes dietas.

5. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La acuicultura a nivel mundial ha tenido un importante desarrollo en los Gltimos afos,
las perspectivas para esta actividad son muy favorables (FAO, 2014), la sobrepesca
ha causado que la mayoria de las poblaciones naturales se encuentren disminuyendo.
Por lo tanto, a través del cultivo de peces marinos en cautiverio se puede disminuir la
presion pesquera sobre las poblaciones naturales y repoblar con especies cuya

poblacién natural ha disminuido.

A su vez el decrecimiento de la captura del lenguado ha incentivado a algunos
investigadores y empresas privadas a considerar en la factibilidad de su cultivo, sin
embargo es muy poco lo que se conoce sobre su biologia y su potencial para esta
actividad (Angeles y Mendo, 2005) a pesar que el lenguado P. adspersus es una
especie con gran atractivo para realizar un cultivo intensivo (Silva, 2001; Angeles y
Mendo, 2005). La acuicultura puede ser una opcién de mitigacion del impacto que
tiene la pesca sobre esta especie. Por lo tanto, se requiere desarrollar la tecnologia
necesaria que permita su cultivo y para que este tenga éxito es importante optimizar
el crecimiento y la supervivencia en los primeros estadios de esta especie (Lazo 2000,

Piaget 2007).
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Asi mismo, resulta relevante mejorar las técnicas de cria de P. adspersus en edades
tempranas para conseguir una produccion de semilla en la calidad y cantidad
suficiente que permita lograr el desarrollo sostenido de la acuicultura de esta especie
para que pueda ser rentable a nivel comercial. Dentro de ello, es importante evaluar
diferentes microdietas comerciales o experimentales en el destete del lenguado para
conocer su efecto en su desarrollo y de esa manera incrementar el conocimiento que

permita encontrar una dieta especifica para esta especie.
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6. MARCO TEORICO

6.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DEL LENGUADO

6.1.1 Clasificacién taxonémica

El lenguado Paralichthys adspersus pertenece al orden Pleuronectiformes en el cual

se encuentran presentes las familias Bothidae y Paralichthyidae (Silva y Oliva, 2010).

De esta ultima, el género Paralichthys estd compuesto por 17 especies distribuidas en

ambas costas de América (Silva y Oliva, 2010).

Figura 1. Lenguado Paralichthys adspersus
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Por lo tanto la clasificacion taxonémica del lenguado es la siguiente.

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Infraclase: Teleostei

Superorden:  Acanthopterygii

Orden: Pleuronectiformes

Familia: Paralichthyidae

Género: Paralichthys

Especie: Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867)

6.1.2 Habitat y ecologia

El lenguado Paralichthys adspersus se distribuye desde la localidad de Paita (norte de
Per() hasta el golfo de Arauco (Chile), incluyendo el archipiélago de Juan Fernandez
(Pequerio, 1989; Siefeld et al., 2003). Su habitat comdn corresponde a golfos y bahias
someras, con fondos blandos de arena, al igual que otras especies de lenguados
como P. dentatus y P. californicus, donde buscan proteccion frente a la depredacion,

temperaturas mas adecuadas y abundancia de alimento (Acufia y Cid, 1995).
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Figura 2. Distribucion de P. adspersus en Sudameérica (franja roja)

6.1.3 Alimentacién

Los lenguados son peces carnivoros que consumen presas activas pelagicas y
bentdnicas. Su alimentacion esta compuesta basicamente por peces, crustaceos y
moluscos, difiriendo la importancia de cada presa, de la localidad donde se encuentre
la poblacion y de las fluctuaciones estacionales en la abundancia de los organismos
(Silva y Oliva, 2010). Asi, Zufiga (1988) indica que en la zona central P.
adspersus consume preferentemente anchoveta (Engraulis ringens) y misidos
(Metamysidopsis sp.), sefiala ademas, una marcada diferencia en la dieta entre
juveniles y adultos, desde la presencia de numerosas presas pequefias de la epifauna
en juveniles, a pocas presas pelagicas grandes en ejemplares adultos. Por su parte,

Kong et al. (1995) sefialan que en la zona norte consume principalmente peces de
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media agua (Engraulis ringens) y ocasionalmente, crustaceos benténicos (Emérita

anéloga) (Silvay Oliva, 2010)

En cultivo, esta especie acepta y se alimenta bien indistintamente de pellet hUmedo y
seco de diferentes calibres, segin su tamafio. Comparado con otras especies, P.
adspersus se alimenta lentamente, tanto en la columna de agua como en el fondo,
presentado diferentes patrones de alimentacion dependiendo del tipo de alimento y de
su movimiento en el agua. Asimismo, se ha detectado que su consumo es variable
dependiendo de su tamafio y estacion del afio. Asi el lenguado chileno muestra
consumos a saciedad que van de 11% a 9% de su biomasa dia* entre los 2 y 5 g de
peso, y entre 2,7 y 1,4% de su biomasa dia* a partir de los 46 g de peso (Silva et

al., 2001).

En cuanto al consumo de alimento previo a la época de reproduccion, Silva (2001)
sefiala que cuando P. adspersus alcanza su primera madurez sexual, muestra un
incremento en el consumo de alimento durante los meses previos al desove y un

decrecimiento durante la estacion reproductiva.

6.1.4 Caracteristicas morfoldgicas

Los integrantes del orden Pleuronectiforme se caracterizan por su notable
metamorfosis donde a partir de una simetria bilateral a nivel de larva termina en
juveniles y adultos lateralmente comprimidos con ambos ojos sobre un lado de la
cabeza (Berendzen y Wheaton, 2002). La monofilia del orden se apoya en tres

sinapomorfias morfologicas, la migracion ocular durante la ontogenia, la posicion
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anterior del origen de la aleta dorsal y la presencia de recessus orbitalis, 6rgano que

permite protruir los ojos por encima de la superficie del cuerpo (Chapleau, 1993).

6.1.5 Reproduccién

Las hembras de P. adspersus presentan ovarios de gran tamafo, que ocupan hasta la
region caudal del cuerpo. Tiene un desove parcial o fraccionado, con presencia de
ovocitos en diferentes estados de desarrollo durante la mayor parte del afio. Desova
con mayor intensidad desde fines de invierno a inicios de primavera (Acufia & Cid,
1995), cuando las temperaturas oscilan de 10,0-16,8°C, en la zona sur de la bahia de
Concepcion (Ahumada & Chuecas, 1979) de 13-17°C, en la zona centro-norte de la

bahia de Coquimbo (Olivares, 1989).

Se estima que la talla de primera madurez es a los 24 cm de longitud total (220 g)
(Zufiiga, 1988), tamafio que de acuerdo a observaciones en cultivo, se alcanzaria a los
21 meses de edad. Las hembras predominan en las capturas en la mayor parte del afio
(Acufa & Cid, 1995). El tamafio de los ovocitos maduros alcanza un didmetro entre
0,66 y 0,80 mm. La fecundidad total promedio se estima en 2.125.000 huevos por kg,

con un promedio de 1.500 huevos por gramo de pez (Angeles & Mendo, 2005).

No presenta dimorfismo sexual marcado, salvo durante el proceso de maduracion
sexual cuando la hembra muestra un vientre abultado facilmente identificable y los
machos presencia de semen al ser manipulados. Sin embargo, Angeles & Mendo
(2005) reportan la presencia de un orifico genital en hembras sobre la linea media

detras del ano, inexistente en machos, que permitiria separarlos por sexos. Ademas,
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sefialan un claro dimorfismo sexual respecto al crecimiento, alcanzando las hembras

un mayor tamafo que los machos (Silva y Oliva, 2010).

6.2

MICRODIETAS

6.2.1 Clasificacion

Las dietas secas pueden ser clasificadas en 3 grupos (Lazo, 2000)

a. Microdietas secas. Los ingredientes se pulverizan (20-80 mm) y se mezclan

con un aglutinante (agar, zeina, gelatina), luego se pelletizan y se muelen
para obtener un tamafio adecuado. Lamentablemente, debido a que este tipo
de microdietas carecen de una capa impermeable, las microparticulas
tienden a perder ingredientes en el agua como resultado de lixiviacion de los
ingredientes solubles. Sin embargo tienen la ventaja de ser mejor digeribles
que las microcapsulas. Este proceso de elaboracién es el de mayor

utilizacion.

Dietas microencapsuladas (Microencapsulated diets). A diferencia de las
dietas secas simples (microboud) los ingredientes son encapsulados dentro
de un polimero organico natural o sintético (albimina de huevo, proteina-
nylon, nylon-agar o colesterol y lecitina). Este polimero debe ser
semipermeable y facilmente digerible. Para fabricarlas, primero, se

emulsifican los ingredientes de la dieta en una solucién de alcohol y lecitina,
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luego esta mezcla se afiade a una solucion de alguna proteina (como caseina)
y por medio de algin reactivo se estimula la polimerizacion de esta,
formando una cépsula que permite la fabricacion de particulas estables que
pueden potencialmente evitar excesiva lixiviacion de nutrientes (Yufera et
al., 1999).

Estas dietas muestran una buena estabilidad en el agua, sin embargo las
capsulas pueden no ser bien digeridas por las larvas (Yufera et al.,

1996).

Hojuelas (Flakes). Los ingredientes molidos se  cuecen con algun
aglutinante y son compactados a altas temperaturas (130-190 °C) en. El
producto son hojuelas que pueden ser facilmente molidas segun el tamafio de
particula que sea necesario. Sin embargo, este método tiene los mismos

problemas de lixiviacién que las microdietas secas.

Adicionalmente a los tipos de microdietas descritas por Lazo (2000),
diversos autores mencionan a las Microbound diets (Langdon y Barrows,

2011; Barrows y Lellis, 2006; Kolkovski, 2008; Rust et al., 2015)

Microdietas secas formadas (Microbound diets) Los ingredientes se
pulveriza (20-80 mm) y se mezclan con un aglutinante (agar, zeina, gelatina)
para mantener todos los ingredientes ligados. Lamentablemente, debido a
que este tipo de microdietas carecen de una capa impermeable, las

microparticulas tienden a perder ingredientes en el agua como resultado de
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lixiviacion de los ingredientes solubles. Kolkovski (2008) menciona también
que las Microbound diets (MBD), son las mas utilizadas actualmente,
ofrecen gran digestibilidad por tener alto grado de lixiviacion, menciona
también que algunas de las microdietas comerciales son fabricadas usando la
extrusion y posterior molienda y tamizado segun el tamafio de particula

deseado.

Langdon y Barrows (2011) indican que para obtener la microparticula a
partir de la mezcla de los ingredientes se utilizan dos caminos, una de ellas
es peletizando o estrujando las dietas para su posterior secado y molido
segun el tamafio necesario y la otra es formando las microparticulas a partir
de la mezcla inicial sin necesidad de algun dimensionado de la microdieta
mediante molienda. Esta ultima metodologia es la utilizada en la elaboracion

de las dietas del presente estudio (MEM y PARA).

o Microextrusion seguida de marumerizacion (Microextreuded

marumerized - MEM)

Las particulas MEM son producidas por décadas en la industria
farmacéutica, actualmente se utiliza para producir microdietas
experimentales y comerciales sobre todo para la industria ornamental y de
salménidos. Para producir microdietas MEM, es necesario que los
ingredientes se pulvericen muy finamente y se humedezcan para que pasen

por un proceso de micro extrusién, actualmente las maquinas extrusoras son

29



capaces de producir particulas de 300 um de diametro, después de la
extrusora, los “fideos” resultantes se procesan en la marumerizadora 0
esferonizadora (marumerizer, en inglés), se trata de una camara con el fondo
rotativo que, segun la textura de la formula, gira a determinada velocidad
para conseguir la formacién de las microparticulas (Langdon y Barrows,
2011).

La técnica MEM, es un método de aglomeracion de alta presion, debido
principalmente a la extrusion inicial de la mezcla de ingredientes ademés de
la rotacion por ellos, resultando una dieta con microparticulas densas y de
rapido hundimiento, cuando la humedad de la formulacion y la velocidad del
marumerizador son optimizados, se pueden producir particulas definidas que

no requieran tamizado (Langdon y Barrows, 2011)

o Aglomeracion por rotacion con asistencia de particulas (Particle-

assisted rotational agglomeration - PARA)

Este método fue desarrollado para conseguir particulas méas pequefias (bajo
los 400 um), este método difiere del MEM, porque no existe una extrusion
previa. Los ingredientes son mezclados y humedecidos igual que el método
MEM, aungue necesitan una humedad ligeramente superior y la mezcla
humedecida se coloca directamente a la marumerizadora y adicionalmente se
afiade una carga de particulas inertes de 3mm de didmetro en una proporcion
del 75% de la mezcla. La rotacién de la marumerizadora transfiere energia a

las particulas inertes produciendo unas microparticulas mas o menos
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esferoidales, mayores velocidades de rotaciébn son mas efectivas. Esta
técnica produce un amplio rango de tamafio de particulas pero el tamafio de
estas puede ser controlado con diferentes niveles de humedad y velocidad
del rotor. Al no implicar una extrusion este método produce particulas de
baja densidad y de un hundimiento mas lento que las particulas MEM

(Langdon y Barrows, 2011).

6.2.2 Caracterizacién de las microdietas

Las microdietas elaboradas por el Servicio de Investigacion Agricola (ARS)

del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) -Fish

Technology Center, son dietas secas elaboradas experimentalmente de

acuerdo a la tabla 1 y presentan un andlisis proximal estipulado en la tabla 2.
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Tabla 1. Ingredientes utilizados en las microdietas MEM y PARA (g/kg)

Ingrediente Cantidad (g)
Harina de Krill? 380
Huevo solido® 200
Harina de arenque? 214
Harina de higado® 70
Extracto de levadura® 20
Harina de sabalof 40
Aglutinantes (TIC 515)9 30
Premix vitaminico” 30
Acido ascorbico® 10
Prémix mineral’ 5
Inositol® 1

Barrows y Lellis, 2006

2 International Proteins Corp., New York, New York, USA.

b International Ingredient Corp., St. Louis, Missouri, USA.

¢ American Protein Corp., Ames, lowa, USA.

¢ Amersham Life Sciences, Arlington Heights, Illinois, USA.

f Zapata Haynie Corp., Hammond, Louisiana, USA.

9TIC Gums, Inc., Belcamp, Maryland, USA.

h Contribucion por kilogramo de dieta: vitamina A, 10,000 1U; vitamina D3, 720 IU; vitamina E,
530 1U; niacina, 330 mg; calcio, 160 mg; riboflavina, 80 mg; monohidrato de thiamina, 50
mg; hidrocloruro de piridoxina, 45 mg; bisulfato sédico de menadiona, 25 mg; folacina, 13
mg; biotina, 1 mg; vitamina B12, 30 mg.

i Contribucion en mg/kg de dieta; zinc, 37; manganeso, 10; iodo, 5; cobre, 1.

Las tres microdietas de este estudio presentan una granulometria entre 300 y

700 um, en cuanto al analisis proximal, presentan niveles de proteinas
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similares, en cuando a los lipidos, las dietas experimentales tienen maés

proporcion en su composicion que la dieta comercial (Tabla 2)

La microdieta Otohime producida en Japon por Marubeni Nisshin Feed Co.,
Ltd. Es un alimento comercial muy reconocido a nivel mundial (Rust et al.,
2015). Los ingredientes con los que se fabrica esta dieta, segun el proveedor
son; harina de krill, harina de pescado, harina de calamar, fécula de papa, harina
de trigo, aceite de pescado, levadura de cerveza, fosfato de calcio, goma guar,
lecitina de soja, betaina, regaliz, extracto de manzana y germen de trigo. No se
conoce las proporciones en que cada insumo interviene en la dieta ni el
procesamiento que se les da para conseguir la microparticula, la composicién

proximal proporcionada por el fabricante se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion proximal de las tres microdietas evaluadas

OTO MEM PARA
Humedad (%)@ 6.5 5.7 5.6
Lipidos (%)® 11 30.5 29.7
Proteinas (%)¢ 53 53.8 54.2
Cenizas (%) 15 8.4 8.9

Proximal Otohime: Proporcionada por el fabricante.

Proximal de dietas experimentales: Rust et al., 2015
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6.3 ANTECEDENTES

En el Perq, Carreta et, al (2013), en su experiencia con el manejo de reproductores de
P. adspersus en sistemas de recirculacion, sefialan que para el transporte los peces se
colocan en tanques de fibra de vidrio de capacidad de 0,3 m® con aireacion constante
y una temperatura de 15°C usando bolsas con hielo. Ademas, se afiadié 0,125 ml/L de
acondicionador de agua de mar AquaSafe® para mantener el agua en buenas
condiciones y para reducir el estrés de los peces durante el transporte (6 h) al
laboratorio de cultivo de peces del Instituto del Mar de Perd (IMARPE) en el Callao
(Pert). En cuanto a la alimentacion después de un periodo de inanicidn inicial de 15
dias , los peces fueron alimentados una o dos veces por dia (11:00 y 13:00 h) con
juveniles de peces vivos (Odonthestes regia regia , Mugil cephalus) , crustaceos
(Emerita analoga), los alimentos frescos (Engraulis ringens y Dosidicus gigas) y la
alimentacion artificial, la comida no consumida se pes6 para calcular la ingesta diaria
de alimentos y la tasa de alimentacion se ajusta periédicamente de acuerdo al
crecimiento de los peces. Para el muestreo explican que los peces fueron anestesiados
con MS- 222 en solucién (80 mg/L) para registrar longitud total (cm), peso (g) y la
madurez gonadal mensualmente, ademas de ello, en cada muestreo los peces fueron
inyectados con enrofloxacina al 10 % (0,05 ml/kg) para prevenir infecciones, y se
realizaron bafios de agua dulce de 3 a 5 minutos para eliminar parasitos externos. Para
el reconocimiento de los individuos se utilizd un chip (Passive Integrated Transporter)
que se insert6 en el muasculo dorsal. Los codigos se leyeron con un lector Allflex®.
Ademas, dos técnicas no invasivas, la inspeccion visual de la abertura genital y la

canulacion usando un catéter de diametro 0,8 mm (Watanabe y Carroll, 1999) se
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utilizaron para la identificacion del sexo. Los peces se mantuvieron en SRAs (Sistema
de recirculacion para Acuicultura), el SRA permiti6 manejar parametros
medioambientales estables durante el periodo de acondicionamiento, como:
temperatura del agua, oxigeno disuelto, pH, amonio, nitrito y nitrato. Durante los
primeros dias de acondicionamiento los peces mostraron una disminucién en el peso,
hasta su adaptacion a las condiciones de cultivo. La tasa especifica de crecimiento fue
positiva a partir del tercer mes y la tasa de crecimiento relativo mostré que en agosto
2010, el peso promedio se incrementd 24,5% en machos y 16,2% en hembras. Se
realiz6 un andlisis patoldgico a los ejemplares capturados y se observé la presencia de
diferentes pardsitos internos y externos, entre ellos predominaron Entobdella sp.

y Philometra sp (Carreta et al, 2013).

En cuanto a la etapa larval durante la eclosion las larvas con saco miden entre 1,7 y
2,0 mm de longitud total. Tienen caracteristicas peldgicas y son muy primitivas ya
que no han completado el desarrollo de los ojos ni del tracto digestivo y su
supervivencia depende exclusivamente de su saco vitelino. Su cultivo se realiza en
estanques de 1000 L a densidades entre 30 y 100 larvas con saco/L y una renovacion
de agua microfiltrada y esterilizada de 25 a 50% de su volumen diario. Después de 4
a 5 dias segun la temperatura y con un tamafio promedio de 3,7 mm, la larva ha
consumido totalmente su saco vitelino y completa el desarrollo de sus 0jos y su tracto
digestivo es funcional (Castello, 1993). Durante esta primera etapa, no se producen
mayores mortalidades si se mantienen las condiciones higiénicas adecuadas,
obteniéndose supervivencias de 80-90% (Silva, 2001). Tampoco presenta

rutinariamente problemas de deformaciones, aunque se ha observado un incidente de
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deformacion de mandibula de larvas asociado presuntamente a deficiencias
nutricionales de la dieta de reproductores durante su acondicionamiento (Castelld,
1993). La temperatura es unos de los pardmetros méas relevantes ya que los
organismos requieren temperaturas Optimas para el desarrollo de su estructura y
funciones (Handelant et al., 2008) debido a que afecta todos los procesos fisioldgicos
y sistemas ecoldgicos (Crawshaw y Podrabsky, 2011) asi mismo la variacién de la
temperatura puede influir en el metabolismo y por lo tanto se relaciona con la
influencia sobre el crecimiento, el desarrollo y el rendimiento siendo la fase larval
especialmente susceptible al cambio de temperatura (Green y Fisher, 2004). Otros
parametros importanes son el pH, que tiene efecto sobre la disolucion de compuestos
toxicos en el agua, asi como también en la supervivencia, a nivel bioldgico influye en
el crecimiento, la mayoria se especies de peces crecen mejor en medios alcalinos
(Castelld, 1993). En otra especie del mismo género (Paralichthys orbygnianus),
Fraysee y Petraroia (2013) reportaron para su cultivo larval y de pre-engorde,
parametros de agua promedios de 19,44 + 0,56 para la temperatura y 7,87 + 0,32 de

pH.

El cultivo larvario de la mayoria de las especies de peces es dependiente en su
primera etapa de la disponibilidad de alimento vivo, ya sean rotiferos o nauplios de
artemia (Lazo. 2000; D’Abramo, 2002). Este alimento vivo es altamente eficiente
para inducir crecimiento y supervivencia en las larvas (Rodriguez 2009) sin embargo
presenta la desventaja de requerir para su disponibilidad la inversién de una serie de
recursos, tales como espacio, tiempo, dinero y mano de obra técnicamente calificada

(Rodriguez, 2009). Asimismo, los rotiferos y artemia presentan una deficiencia
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natural de acidos grasos altamente insaturados HUFAs (por sus siglas en ingles) de la
serie n-3, en especial del &cido decosahexaenoico DHA (Sanz, 2009). Debido a esta
deficiencia, y al requerimiento esencial de los HUFAs n-3 en larvas de peces marinos,
es indispensable enriquecer el alimento vivo con productos ricos en HUFAs n-3 antes
de suministrarlo a las larvas (Lazo, 2000). Ademaés, el tamafio de las presas deja de

ser adecuado para las larvas en las etapas tardias (Burke et al., 1999).

Silva y Flores (1988) en su experiencia con el desarrollo larval de P. adspersus a una
temperatura de agua de cultivo promedio de 18°C, obtuvieron al dia 61 una
supervivencia de 11,7% y una talla media de 14,6 mm utilizando una alimentacion
que consistio en el suministro de 10 rotiferos/ml hasta el dia 15 de cultivo, a partir de
dicho dia se adiciond a la dieta una cantidad diaria de 3 a 5 artemias/larva, hasta el

final del ensayo no se realiz6 un destete.

Respecto a las densidades a utilizar en el destete de P. adspersus, Silva (2001) reporta
que la densidad es inversamente proporcional a la supervivencia y concluye que la
mejor densidad a utilizar desde el punto de vista de la supervivencia seria de 1000

ind/ m2.

En el tema de optimizacién de dietas, se realiz6 un experimento para determinar el
nivel adecuado de proteina en el cultivo de juveniles de lenguado P. adsperus
utilizando ejemplares de 131,3 + 23g, cultivados en estanques semicirculares con
sistema de recirculacion abierto de agua de mar en densidades de 5,5 kg m?2. Se
utilizaron tres dietas elaboradas a base de harina de pescado y formuladas con tres
niveles de proteinas (48, 57 y 60%) las cuales se compararon con una comercial con
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54% de proteina (BIOMAR S.A.) Los resultados indican que el rango ideal de
proteinas para el cultivo de juveniles, utilizando la harina de pescado como fuente

principal de proteinas, esta entre 54 y 57% (Piaget et al, 2011).

Los peces planos tipicamente presentan pigmentacion asimeétrica externa. El lado
ocular de los peces es de color marron, mientras que el lado ciego es totalmente
blanco. Sin embargo, se ha informado de anomalias de pigmento que se produzca en
ambos lados de los peces planos pseudo-albinismo, resultados en manchas blancas o
zonas que carecen de pigmentacion normal en el lado ocular de la piel, a veces sobre
toda la superficie. El lado ciego, normalmente carecen de coloracién, puede mostrar

hipermelanosis en forma de manchas oscuras (\Venizelos y Benetti, 1999).

Vizcaino-Ochoa et al. (2010) mencionan que en Paralichthys californicus los
problemas en la produccién de juveniles con fines comerciales es el alto porcentaje de
peces mal pigmentados después de la metamorfosis (hasta 80%). Este problema
parece estar relacionado, a las deficiencias nutricionales durante el periodo larval, en
particular, a las cantidades y proporciones de acidos grasos altamente insaturados

(HUFA) en la dieta.

Las anomalias de pigmentacion se producen en el lado ocular de los peces planos y
los procesos responsables todavia son desconocidos. La pigmentacion parece estar
regulada por un mecanismo en los primeros estados de desarrollo (Soares F. et al.,

2002)
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El proceso de deshabituacién o destete consiste bésicamente en el reemplazo del
alimento vivo (Artemia) por alimento inerte de diferentes tamafios (0,2-1,0 mm) en
un periodo variable de 10 y 15 dias. El éxito o fracaso de la transicion entre tipos de
alimentos en el destete, depende en gran medida de la microdieta; su frescura,
formulacién, digestibilidad y aceptacion (Devresse et al., 1991). En P. adspersus
este proceso se efectla normalmente en estanques semicirculares o rectangulares de
400-1000 L, fondo plano, con una columna de agua no mayor a 50 cm de alto y
densidades entre 2.000-3.000 ind/m?, obteniéndose supervivencias de 60-70% (Silva
y Vélez, 1998). Al mismo tiempo es importante mencionar que a diferencia de otros
peces planos los juveniles de P. adspersus necesitan evitar el contacto con el fondo
del estanque durante este proceso, por lo cual se utilizan jaulas de malla flotantes al
interior de los estanques normalmente hasta el término de la etapa de crianza
(nursery). Esta estrategia permite mejorar la limpieza de los estanques y aumentar

significativamente la supervivencia en esta etapa (Silva y Oliva 2010).

Lazo (2000) menciona las diferentes estrategias para el uso de dietas artificiales en el
cultivo de larvas de peces marinos, siendo estos: 1) El uso directo, es el suministro de
las dietas artificiales cuando las larvas presentan un estado avanzado de desarrollo al
iniciarse la alimentacion exdgena. Se emplea en especies de agua dulce y salménidos.
2) El destete tardio, se usa cuando la larva desarrolla un estdbmago funcional, por lo
que es posible alimentarlas directamente con alimento artificial. Por lo general, se
lleva a cabo entre el primer y segundo mes de desarrollo. En ocasiones es dificil
lograr que el animal acepte la dieta artificial una vez que se ha habituado al alimento

vivo por un periodo prologando. 3) Destete progresivo, es cuando el alimento
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artificial se suministra en conjunto con el alimento vivo, es decir que a través del
tiempo se va incrementando la proporcion de la dieta artificial y se reduce el alimento
vivo. Esta estrategia es la que ha tenido mayor éxito con diversas especies de peces

marinos (Holt, 1993; Person-Leruyet, 1993).

La co-alimentacion se plantea como una estrategia para reducir la utilizaciéon de
alimento vivo durante la primera alimentacion de larvas de peces (Lazo et al., 2000)
siendo importante resaltar que permite que las larvas se acostumbren a la presencia de
la microdieta y la asimilen como una parte integrante de su entorno disminuyendo el
trauma que significa el destete (Cahu y Zambonino, 2001). Es similar al destete
progresivo ya que se le define como alimentar con dietas inertes y vivas al mismo
tiempo. La diferencia radica en que esta estrategia de alimentacion engloba ademas la
utilizacion de microalgas en un cultivo de agua verde del cual se discute si las algas
actlan por ingesta directa de las larvas o mejoramiento nutricional de las presas
vivas, o si su presencia mejora la comunidad microbioldgica del agua, de los rotiferos
y de las larvas, o incrementa el consumo de presas por efecto de un cambio en las
condiciones de luz del tanque. En términos generales las experiencias con produccion
de larvas de peces planos muestran mejores resultados con el agua verde, ademas de
los tradicionales rotiferos y artemia. (Silva, 1999). Esta informacion es confirmada
por Bengtson et al. (1999) en su ensayo donde se evalud estrategias de destete de
ejemplares de Paralichthys dentatus recién metamorfoseados. Para ello llevaron a
cabo un experimento donde la cria de larvas en “agua verde” (con adicion de
microalgas) produjo una mejor supervivencia (76,1 * 6,5%) entre los dias 5 y 42

DDE, que las larvas cultivadas en “agua clara” (27,8 6 £ 13,6%), aunque no hubo
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diferencias significativas en el crecimiento. Ademas el mismo estudio menciona que
tuvieron mejor supervivencia en la etapa de destete utilizando una transicion entre los

tipos de alimento que utilizando el destete directo.

Diversos autores coinciden en que la importancia de coalimentar a las larvas con
alimento vivo y formulado, es una de las estrategias de destete que méas éxito ha
tenido, ya que permite que las larvas se vayan adaptando de una manera gradual a las
caracteristicas fisico-bioquimicas de la nueva dieta (Holt, 1993; Cahu & Zambonino,
2001; Garcia-Ortega et al., 2003; Hamza et al., 2007). Por ejemplo, en el lenguado de
Florida “Southern flounder” Paralichthys lethostigma la utilizacién del destete de
forma progresiva fue favorable obteniéndose mejores resultados en crecimiento y
supervivencia (Daniels y Hodson., 1999). También Ferretto et al., 2008 evaluo el
efecto del tiempo de co-alimentacién en la supervivencia y el crecimiento de
lenguado brasilefio Paralichthys orbignyanus. En este experimento existieron tres
tiempos de coalimentacién (15, 20 y 25 dias) todos a partir de los 32 DDE, Los peces
del grupo control, alimentados con artemia, Gnicamente, mostraron significativamente
mayor (P <0.05) supervivencia (82%), peso (480 + 157 mg) y longitud total (35,5 +
5,0 mm) que los lenguados destetados, independientemente del periodo de co-
alimentacion. El crecimiento fue similar (P> 0.05) para los juveniles alimentados con
dietas secas, pero una tasa de supervivencia mas alta se registr6 cuando el periodo de

co-alimentacion fue mas largo.

Por otro lado en una experiencia acerca del destete a diferentes edades de

Rhombosolea tapirina concluye que los peces destetados a partir de los dias 50 en
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adelante presentan mayores mortalidades que los destetados a menores edades,
aungue no existe una diferencia en el peso final. Ademas en la misma experiencia se
comprob6 que es posible el destete a los 23 DDE (82,2% con una coalimentacion de
10 dias) existiendo una relacion directa entre la supervivencia y el tiempo de

coalimentacion (Hart y Purser, 1996).

Sin embargo, Ribeiro et al. (2005) indican que esta estrategia no se recomienda en
periodos largos, ya que se evidencié que en larvas del lenguado senegalés (Solea
senegalensis) el animal se acostumbré a la presencia de alimento vivo (que por lo
general prefiere) reduciéndose las tasas de ingestion del alimento formulado hasta en
un 50%.

Benetti (1997) obtuvo entre el 50% y 70% de supervivencia de Paralichthys
woolmani a los 14 DDE (dias después de eclosion) y una alta mortalidad durante la
metamorfosis que redujo la tasa de sobrevivencia en la etapa juvenil hasta el 5%
(intervalo 3-8%). Los peces que no iniciaron el proceso de metamorfosis fueron los
que representaron la mayor parte de la mortalidad alcanzada (95%) durante esta
etapa. El destete en este experimento se inicié en el dia 27 donde se reemplaz6
gradualmente el alimento vivo por microdieta seca (LansyT” weaning diets from
INVE Aquaculture NV) y a partir de la semana 5 se inici6 la alimentacion con
alimento semi-humedo (30-50% humedad, 50% proteina y 12% grasa) elaborado con

pescado blanco, calamares, kril, aceite de pescado, vitaminas y minerales.

En cuanto a experimentos de destete, Lee y Litvak (1996), evaluaron el destete de

juveniles metamorfoseados (47 DDE) de lenguado Pleuronectes americanus,
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utilizando dos dietas (High, Crey Feeds Mills, Federicton, Canada y Nippai SFI-3,
CATVIS, Hertogenbosh, The Nederland) encontrandose una supervivencia del 92,2 y
90,7 % para la microdieta High y Nippai respectivamente al dia 7 del experimento

(fin del destete) y 71,1 y 68,2% al dia 37 (final del experimento).

Por su parte Lazo et al. (2004) evaluaron tres microdietas (dos experimentales y una
comercial) en el destete de Paralichthys californicus. Las larvas fueron alimentadas
con presas Vvivas enriquecidas con acidos grasos altamente insaturados en 5 rotiferos /
ml desde la primera alimentacion en dia 3 hasta el dia 16 de edad, y Artemia a 5-7 /
ml a partir de entonces. La microdieta se empez06 a utilizar al dia 20 y se co-alimento
con artemia hasta el dia 26 (destete completo). Las microdietas utilizadas para cada
tratamiento fueron: MCB que utiliza quistes de Artemia como una fuente de proteina,
y MED a base de productos de la pesca frescos secado por pulverizacion. La dieta
comercial (ALH) se utiliz6 como un tratamiento de referencia, y en el tratamiento
control (CTR) se utilizé presas vivas Unicamente. El crecimiento en términos de
longitud estandar, peso humedo, y el peso seco fue significativamente (P < 0,05) mas
bajo para las microdietas que el tratamiento de control, pero no hubo diferencia
significativa entre ellas. En cuanto a la mortalidad, se encontraron diferencias entre
ellos. Sin embargo, hubo significativamente mayor mortalidad para los tratamientos

ALH y MCB en comparacién con los tratamientos MED y CTR.

Faulk y Holt (2009) experimentaron con regimenes de destete temprano en
Paralichthys lethostigma. Estos consistian en un tratamiento control con alimentacion

consistente Unicamente en presas vivas (C) donde se suministré rotiferos (2-3/ml)
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desde el dia 4 al 23 y artemia (0,5 — 1/ml) desde el dia 24 al 35 después de la eclosion
y tres tratamientos donde se combinaba la dieta con alimento vivo y balanceado
(Otohime). La adicion de la microdieta para cada tratamiento (excepto el control)
inicio a los 11 DDE y la alimentacién con presas vivas finalizé a los 17, 23 'y 29 DDE
segun el tratamiento (T17, T23 Y T29 respectivamente). Después de iniciado el
suministro de microdieta éste se increment6 gradualmente de 0,5 a 1,5 g/ tanque. Al
final del estudio (35 DDE), la longitud estandar media y el porcentaje de peces
asentados fueron significativamente mayores para los peces del tratamiento control
(8,3 mm; 21,1%) que para los peces de los otros tres tratamientos (6,4 mm; 2,0%). La
supervivencia media fue de 27,7% y no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, el nimero de peces que presentan deformidades de la
columna, lordosis, era significativamente menor en los tratamientos de control (C) y

T29 (1,7%) que en los T17 y T23 tratamientos (25%).

Ademas Muguet et al. (2011) en su experimento con Paralichthys californicus donde
evaluaron destetes a 4 diferentes edades (16, 26, 36, 46 DDE) concluyeron que la
mejor edad para iniciar el destete fue de 46 DDE donde la supervivencia no tuvo
diferencias significativas con tratamiento control ya que al final del ensayo (60 DDE)
el tratamiento destetado al dia 46 tuvo una supervivencia del 82,14% contra el

93,65% del control.

También en el lenguado Solea solea se realizd una deshabituacion muy temprana,
evaluando el destete en larvas con 27 DDE para el tratamiento control y 13 DDE para

otros tres tratamientos. En el tratamiento control (FR-C) se co-alimento a las larvas
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con alimento vivo (nauplios de artemia) y microdieta hasta el 27 DDE (se utilizé
AgloNorse, Ewos, Norway como microdieta seca). En los tratamientos de destete
temprano se alimenté con presas vivas hasta que las larvas cumplieron 13 DDE,
luego de ello se inicid el suministro de microdieta balanceada Unicamente, las
microdietas utilizadas para cada tratamiento fueron: AgloNorse, Ewos, Noruega (FR-
A), Gemma, Skretting Trouw, Francia (FR- G) y O.range Grande, INVE, Italia (FR-
0). Al final del ensayo (29 DDE) la metamorfosis se completé y la pigmentacion
anormal fue del 0,1%, la talla y peso final alcanzada fue de 39,3+6,7, 26,5+1,3, 20,5+
4,0,13,1+1,6 mgy 16,7+2,1, 14,6+2,7, 14,7£2,9, 11,9 + 1,9 mm, en los tratamientos
FR-C, FR-A, FR-G y FR-0O, respectivamente, notandose un crecimiento superior en
el tratamiento control y un resultado similar entre los otros tres tratamientos

(Bonaldo, et al., 2011).

El alimento Otohime fue utilizado en el estudio de Hauville et al. (2014), donde se
evalu6 3 diferentes dietas; Otohime, Gemma y una dieta experimental LR803
desarrollada por la USDA (United States Departament of Agriculture) concluyeron
que no existe diferencia significativa en la supervivencia de pampano (Trachinotus
carolinus) utilizando estas dietas al obtener una supervivencia de 32,1 + 1,2 %, 32,6

+0,8% y 33,3+0,9 % con las dietas Gemma, LR803 y Otohime respectivamente.

En tal sentido, dentro del alimento inerte utilizado para el cultivo de larvas de peces
existen numerosas variedades, las cuales pueden ser diferenciadas de acuerdo al
método de fabricacion que se utilice para producirlo. Asi, en el caso de las

microdietas para larvas de peces se tienen tres tipos: microparticulas, microcapsulas y
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hojuelas (Langdon, 2000; Lazo, 2000). Actualmente este estudio es la primera
experiencia sobre investigaciones en el destete de P. adspersus, sin embargo, tal
como se han presentado en parrafos anteriores, existen trabajos realizados en otras
especies de peces planos cuyos resultados han servido para el desarrollo del presente

trabajo.

METODOLOGIA

7.1 LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizo en el laboratorio de Cultivo de Peces del Centro de
Investigaciones Acuicolas (CIA) Alexander Von Humboldt del Instituto del Mar del

Perl. Chucuito-Callao.

7.2 TIPO DE INVESTIGACION

Es un trabajo de investigacion basica, el presente busca, agenciandose o validandose
con antecedentes, evaluar tres microdietas diferentes en el destete de Paralichthys
adspersus al comparar y conocer la aceptacion de las dos dietas experimentales con la
comercial, asi se podra entender mejor los requerimientos nutricionales en la etapa de
destete de la especie en estudio, asi como también conocer cual es la técnica de
elaboracion de la microdieta que mejores resultados ofrece. Todo con la finalidad de

aplicar los resultados a la realidad, en cultivos a nivel productivo.
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7.3  VARIABLES DEL ESTUDIO

7.3.1 Variables independientes

Tipo de microdieta

7.3.2 Variables dependientes
- Supervivencia
- Longitud final

- Peso final

7.3.3 Variables constantes
- Temperatura del agua de cultivo
- Densidad de siembra

- Racion alimenticia

7.4  MATERIALES, EQUIPOS Y OTROS

7.4.1 Material bioldgico

Especimenes de Paralichthys adspersus de 35 dias despues de eclosion (DDE)

(3600 individuos).

Alimento vivo (Rotiferos y Artemia).
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7.4.2 Equipos del sistema de recirculacion.

ITEM CANTIDAD
Biofiltro 2
Esterilizador UV 2
Bomba de agua M-PM27 IWAKI 4
Bomba de calor M-DSHP8 DELTA STAR 2
Tanque de 150 litros 9
Tanque de 300 litros 4
Tanque pulmon de fibra de vidrio 2
Compresor de aire 1
Aire acondicionado YORK 1
Piedras difusoras 15
Manguera de acuario (m) 30
Calentador con termostato 4

Tubos y llaves de PVC -

7.4.3 Equipos y materiales para recoleccion de datos e investigacion

- Equipos
ITEM CANTIDAD

Microscopio trinocular LEYCA con 1
camara

Estereoscopio trinocular LEYCA con 1
camara

Laptop HP

Estufa

Multiparametro Thermo Scientific
Balanza digital METTER TOLEDO

Balanza analitica Kern ABJ

L
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- Materiales

ITEM
Porta objetos
Cubre objetos
Vaso de precipitados 500 ml
Vaso de precipitados 250 ml
Vaso de precipitados 50 ml
Papel aluminio (rollo)
Desecador
Piseta con agua destilada
Alcohol frasco x 1L
Pinza

Guantes quirdrgicos (cajas)

Materiales de limpieza y mantenimiento

ITEM
Detergente x 1 kg
Legiax 1L
Esponjas

Mangueras de acuario (2m)
Mangueras de %2 pulg. (2m)
Red o malla de acuario
Papel toalla (rollos)

Balde de 20 L

CANTIDAD
100
100

L T = T N N S N O O N

CANTIDAD
1

N DD NP RN
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7.45 Alimento

ITEM CANTIDAD
Quistes de artemia latax 1 Ib 1
Alimento Otohime x 2 kg 1
Alimento MEM x 1 kg 1
Alimento PARA x 1 kg 1

7.4.6 Materiales de oficina

ITEM CANTIDAD
Cuaderno bitacora 1
Papel bond 500
Lapiceros S
Formatos de recoleccion de datos 6
Cinta de embalaje 1

7.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El experimento se desarrollé en las instalaciones del laboratorio de cultivo de peces
del CIA ALEXANDER VON HUMBOLT, pertenecientes al IMARPE, dentro de un

periodo de 60 dias entre los meses de diciembre de 2014 y febrero de 2015 contados a

partir de la eclosion.
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7.5.1 Captacion del agua de mar

El abastecimiento del agua de mar para el laboratorio de cultivo de peces se realiza
mediante el bombeo del agua del medio natural (figura 3) con el uso de una bomba de
3hp (1) y es filtrada con filtros mecénicos de grava de cuarzo (2, 3, 4 y 5) antes de ser
almacenado en tanques de 11 y 25 m® (6 y 7) para su distribucién mediante una

bomba de agua (8) a los diferentes laboratorios del CIA von Humbolt.

Figura 3. Abastecimiento de agua de mar
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Figura 4. Muelle y caseta de bombeo de agua de mar

7.5.2 Obtencién de larvas

Las larvas de P. adspersus que se utilizaron en el ensayo provienen del desove de dos
hembras, A y B, las cuales fueron inducidas 48 horas antes del desove con la
hormona andloga de GnRH (Conceptase, Intervet, Alemania), inyectada
intraperitonealmente en la base de la aleta pectoral de cada hembra a una sola dosis

de 0,1 mL/kg equivalente a 1 pg/kg de pez.

La obtencion de los ovocitos ovulados por las hembras inducidas se realiz6 mediante
presion abdominal o stripping; estos se colectaron en un vaso de precipitado de 500

mL, se pesaron y mantuvieron a una temperatura de 5°C. El semen de cuatro machos
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de la especie, también fue obtenido por presion abdominal y se colectd en jeringas de
1 mL (Ceccon et al., 2010). El semen colectado fue adicionado a los 6vulos y con la
ayuda de una pluma se mezclé suavemente durante 5 minutos (Berlinsky et al., 1997)
(figura 5). Luego, se transfirieron los huevos a probetas de 1 L, dejandolos en reposo
por 30 minutos, para la separacion de huevos viables de los no viables (flotantes y
sedimentados respectivamente) (figura 6).

Los huevos viables se sembraron en dos tanques (uno para el desove de cada hembra)
con fondo conico de 150L de capacidad conectado a aireacion y en sistema estatico,

con una temperatura de agua de 18°C y sin iluminacidn directa (figura 7). La eclosion

comenzo a los dos dias posteriores a la siembra.

-
Induccién hormonal Colecta de ovocitos
semen

Mezcla de gametos; método seco Union de
gametos

Figura 5. Fertilizacién artificial de ovocitos de P. adspersus
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Figura 6. Probetas con huevos Figura 7. Tanques conicos de incubacion

7.5.3 Cultivo de larvas

a) Siembra en tanques de cultivo

Una vez ocurrida la eclosion, las larvas fueron sembradas a tanques de 500 L para su
cultivo, con ayuda de recipientes de dos litros (jarras) se tomo agua con larvas de los
tanques de eclosion. Las jarras conteniendo las larvas fueron colocadas sobre la
superficie de agua de los tanques de 500 litros y se dejo flotar hasta que las
temperaturas del agua de la jarra y el tanque se equilibraran. Posteriormente, Se vertio
el contenido de la jarra al tanque de 500 litros. Se realiz6 lo anterior hasta trasladar la
totalidad del volumen de agua y larvas de los tanques de eclosion. Luego del traslado
se instalaron calentadores de agua a los tanques y se les subid la temperatura del agua

hasta 20 °C gradualmente en 2 dias.
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Las larvas eclosionadas de la hembra A y B se colocaron por separado, éstas poseen
un saco vitelino, el mismo que les sirve como alimento los dos primeros dias de vida,
por lo que no se agregd ningun tipo de alimento en este tiempo donde ademaés
permanecieron a oscuras y sin recambio de agua.

Durante la etapa de cultivo larval se mantuvieron a las larvas en un sistema estatico
con aireacion constante, calentadores de 300W configurados a una temperatura de

20°C e iluminacion directa para que puedan alimentarse.

b) Limpieza y mantenimiento

A partir del quinto dia, diariamente, se realiz6 un recambio del 100% del agua de
cultivo, sifonando el agua del tanque con una manguera que se sumergia al agua
cubierta con un tamiz de 100um de apertura de malla, esto para evitar succionar a las
larvas. Paralelamente al sifoneo, se adicionaba a los tanques de cultivo agua filtrada
(@ 1um) y esterilizada con luz ultravioleta. Por medio de una manguera que tenia
atada a la punta dos mangas filtrantes de 1 y 5 um. La accion descrita se realizaba sin
modificar el nivel del agua de cultivo y con un caudal de ingreso y salida aproximado
de 0,5 L/s, procurando que el cambio no sea brusco, el tiempo de recambio lo
determinaba la turbidez del agua, cuando ésta estaba totalmente transparente se daba

por finalizado (Figura 8).

A partir del décimo dia se inici6 la limpieza de paredes y fondo del tanque con ayuda
de una esponja con el cual se pasaba cuidadosamente por la superficie interna del

tanque procurando no perturbar a las larvas, esto mientras se recambiaba el agua con
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la técnica antes descrita. Adicionalmente, después de la limpieza, se agregd a cada
tanque de cultivo, 5L de microalgas (Nannocloropsis oceanica e Isocrhysis galbana a

razon de 3:1 respectivamente), técnica de agua verde (protocolo IMARPE).

/A\ ()

Recambio de agua Sifoneo de fondo

Adicion de microalgas Limpieza de paredes

Figura 8. Recambio de agua y limpieza de tanques de cultivo

c) Alimentacién

El suministro de alimento vivo se inicid a partir del segundo DDE (dia en que

empiezan a diferenciarse los ojos) por lo cual se les empezd a suministrar rotiferos
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(Brachionus plilicatis) enriquecidos, a una racion inicial de 1 rot/ml la cual se
incremento gradualmente hasta los 7 rot/ml en el dia 17 después de eclosion, para ser
después reducida a 1 rot/ml en el dia 27, al dia 28 de vida la larva dejo de recibir
rotiferos.

En cuanto a los nauplios de artemia, el suministro se inici¢ al dia 20 de edad de la
larva (en simultaneo con los rotiferos) con una racion inicial de lart/ml la cual se
incremento a 5 art/ml hasta el dia 34 de cultivo. El alimento vivo se agregé dos veces
al dia, por la mafiana (al finalizar la limpieza) y por la tarde. Esta accion se realizo
después de la limpieza de los tanques y después de un conteo de la cantidad de
individuos (alimento) por ml. El conteo de rotiferos o artemia por ml se realizd
tomando una muestra aleatoria del agua de cultivo con ayuda de una pipeta con
embolo de la cual se vertié 1 ml a una luna de reloj y en ella se conté la cantidad de
individuos de alimento vivo. La cantidad de alimento en el agua de cultivo fue
definida por una tabla de alimentacion del Protocolo de alimentacion IMARPE (tabla
1). Por lo tanto, si después de un conteo era necesario agregar mas alimento, se

calculd la cantidad a agregar utilizando la siguiente formula.

D1
Donde:
A: Volumen de agua con alimento a agregar
V: Volumen del tanque de cultivo
D1: Densidad de cultivo del alimento (ind/ml)

D2: Densidad de alimento necesario en el agua de cultivo (ind/ml)
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Tabla 3. Protocolo de alimentacion larval hasta los 34 DDE.

DDE rot/mL art/ml
2-5 1

6-9 3

10-12 5

13-17 7

18-19 5

20 5

3

3

2

1

21-22
23-24
25-26
27
28-29
30-33
33-34

g B~ W W N N P

Protocolo IMARPE

Después del célculo de la cantidad de alimento a suministrar, el alimento se

agregd con ayuda de un vaso de precipitado al tanque de cultivo.

58



Figura 9. Alimento vivo. Vista al estereoscopio y en vaso de precipitados. a: artemia, b: rotiferos

8 -
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6 .
— 5 7
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E rot/mL
3 .
e 31t/ M|
2 .
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0

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
DDE

Figura 10. Alimentacion proporcionada durante los primeros 34 dias de edad de la larva.
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7.5.4 Bioensayo de microdietas para el destete

a) Disefo experimental

El experimento consto de tres tratamientos, cada tratamiento esta determinado por el

tipo de microdieta con la cual se realizara el destete.

Las microdietas secas utilizadas fueron una comercial, Otohime y dos tipos de
microdietas experimentales elaboradas con diferentes tecnologias: MEM (Micro-

Extrusion Marumerization) y PARA (Particle Assisted Rotational Agglomeration).

Los tratamientos fueron denominados de la siguiente manera:

T1: Tratamiento 1 (destete con alimento Otohime)
T2: Tratamiento 2 (destete con alimento MEM)

T3: Tratamiento 3 (destete con alimento PARA)

Para desarrollar el experimento, se utilizaron dos sistemas de recirculacion de
caracteristicas similares, cada uno con 5 tanques de cultivo de 150 L de capacidad,
llenos a 100 L. Se sembraron aleatoriamente 400 larvas (4 ind/L) en cada tanque y se
utilizaron nueve tanques en total (3 réplicas por tratamiento) cinco de los cuales son

los incorporados al sistema 1 y cuatro al sistema 2.

Las réplicas de cada tratamiento se seleccionaron al azar entre los nueve tanques de

cultivo (figura 11).
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4 SALA DE ENSAYO ™

S5isT2 SIST.1

\,

O®

\
Figura 11. Distribucidn de las réplicas de cada tratamiento en la sala de ensayo. T: tratamiento,

R: réplica.

Los tres primeros dias de esta etapa, dos veces al dia, se alimenté con artemia
congelada combinada con artemia viva a razon de 1 y 4 ind/mL respectivamente con

la finalidad de acostumbrar a las larvas al alimento inerte.

b) Sistema de cultivo

Cuando las larvas cumplieron 35 DDE, utilizando jarras de 2 L, se trasladaron a la
sala de larvas en tanques circulares de 150 litros de capacidad con un volumen
efectivo de 100 litros de agua (a 20 °C) (figura 12) los mismos que estan integrados a

dos sistemas de recirculacién como el mostrado en la figura 13.
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Figura 12. Siembra de larvas de 35 DDE en tanques de cultivo

La sala de larvas (Figura 14) cuenta con 2 sistemas de recirculacion iguales e
independientes configurados a 20 °C y cada uno de ellos posee 5 tangues de cultivo
(1) y los siguientes componentes (Figural2):

- Un tanque de compensacion que regula el nivel de los tanques de cultivo (2).

- Seis filtros tipo cuno, cuatro de 5um y dos de 1 um.

- Una salida que toma al agua del tanque de compensacion para ser recirculada (4).

- Una bomba que impulsa el agua a través del sistema (5).

- Un filtro mecanico (6).

- Un filtro bioldgico (7).

- Una bomba de calor (8).

- Un filtro de luz UV (9).

- Un tanque pulmon (10).

- Salida de agua y tubo de desagiie conectado al tanque de compensacion. (11).

- Ingreso de agua para cada tanque (12).

- Un ingreso de agua del reservorio hacia el tanque pulmén (13).
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Figura 13. Detalle de un sistema de la sala de larvas

Figura 14. Sala de cultivo larval
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¢) Limpiezay mantenimiento

Con el sistema en posicion “cerrado” los tanques de cultivo se mantienen en estatico
y el agua recircula entre el pulmon (Figura 13: 10), los filtros (bioldgico y mecénico)
y los equipos (bomba de calor y esterilizador ultravioleta) para mantener el agua libre
de contaminacion y en la temperatura adecuada.

Para realizar la limpieza de los tanques diariamente se “abrian” los sistemas y se
recirculaba el agua de los tanques por un lapso de dos horas en la mafiana (de 8:00 a
10:00) y 1 hora en la tarde (de 14:00 a 15:00). Mientras se recambiaba el agua se
realizo el sifoneo de los tanques con una manguera delgada y se limpiaron las paredes
con ayuda de una esponja adherida a un tubo de PVC. Después de cada limpieza de
los tanques y el recambio de agua se agreg6 dos especies de microalgas (200 ml de
Isochrysis galbana y 800 ml de Nannochloropsis sp.) a cada tanque. La adicién de

microalgas fue hasta el dia 45 de edad de las larvas (figura 15).
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Apertura de sistema Limpieza de fondo

4

Adicidn de microalgas Sifoneo de fondo

Figura 15. Recirculacion de agua y limpieza de tanques de cultivo

d) Alimentacién

Al tercer dia (38 DDE) se inici6 la adicion de microdieta y se agregé diariamente
combinada con artemia congelada, a las 10:00 y 12:00 horas del dia mientras que a
las 13:00 y 15:00 horas se agregd so6lo alimento seco, a las 16:00 horas se aliment6

con artemia viva. El dia 50 se detuvo la alimentacion con artemia. EL suministro de
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la microdieta (a saciedad aparente) que inicidé en el dia 38 con una racién diaria
aproximada de 0,1g/tanque, se incrementd a 0,3g/tanque hasta el final del ensayo.
Después del destete, se aliment6 cuatro veces al dia a horas 10:00, 12:00, 15:00 y

16:00 utilizando las raciones estipuladas en la tabla 4.

Tabla 4. Racion de alimento en la etapa de destete

Artemia

DDE g‘;;jm:j cqngelada Mic;g;ﬂieta
(ind/ml)

35-36 4 1 0

37 3 1 0
38-40 3 1 0.1
41-44 2 1 0.2
45-50 1 2 0.2
51-60 0 0 0.3

(Protocolo IMARPE)

Figura 16. Alimentacion. a: alimento vivo, b: microdieta
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Otohime MEM
Figura 17. Microdietas utilizadas, vista al estereoscopio

7.5.5 Muestreos y analisis.
a) Seguimiento de pardmetros fisico-quimicos del agua de los tanques de
cultivo
Diariamente se tomaron los parametros: Oxigeno disuelto, pH vy
temperatura con ayuda de un equipo digital Thermo Scientific a las 14:00
horas del dia. Ademas, Periédicamente se realizaron mediciones de
amonio, nitrito y nitratos asi como del contenido de CO: dependiendo de

las condiciones del agua de cultivo.

Figura 18. Medicion de parametros
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b) Evaluacion del crecimiento en longitud

Para determinar el crecimiento longitudinal se tomd una muestra de 30
peces por tratamiento (10 larvas por tanque) las cuales fueron observadas y
medidas bajo un estereoscopio trinocular LEYCA utilizando el software
LAS. Las mediciones se realizaron cada cinco dias a partir del dia primer dia

de ensayo.

Figura 19. Medicidn de longitud en software.

c) Evaluacion del crecimiento en peso

Al inicio y final del ensayo (35 y 60 DDE respectivamente) se pesaron
los peces, al dia 35 se tomaron 30 larvas como muestra, al dia 60 (fin del

ensayo) fueron 10 peces por cada réplica.
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Para el pesado, se utilizaron pequefios recipientes fabricados con papel
aluminio a manera de pequefios crisoles, previamente rotulados y
secados en una estufa a 70 °C por un lapso de 12 horas luego de las
cuales se llevaron a un desecador donde enfriaron para pesarlos y
conocer su peso sin muestra. Luego se colocd un pez en cada crisol,
estos a su vez se colocaron dentro de una placa petri de 20cm de
didmetro y fueron llevados nuevamente a la estufa a 70 °C por un lapso
de 12 horas. Culminado el tiempo de secado se llevaron los crisoles a un
desecador donde enfriaron para posteriormente ser pesados en una

balanza analitica Kern ABJ 220-4M de lectura minima de 0,1 mg.

La diferencia entre el peso del crisol con la muestra y el crisol solo, fue

el valor del peso del juvenil

Figura 20. Colocando una muestra Figura 21. Placas petri con crisoles y muestra

d) Evaluacién de supervivencia

La tasa de supervivencia se calcul6 con el namero final de juveniles en
cada réplica con respecto al nimero inicial de siembra. Para esto se

conto la totalidad de larvas vivas al finalizar el ensayo.
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e) Evaluacion de pigmentacion y metamorfosis

Al final del ensayo cada juvenil pas6 por una inspeccién ocular donde se
determind la condicion de la metamorfosis (completa e incompleta) y de

la pigmentacion (normal y anormal), en cada tanque se contaron los

juveniles que presentaban cada caracteristica.

Figura 22. Juvenil de P. adspersus con metamorfosis incompleta
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Figura 23. Juvenil de P. adspersus con pigmentacién normal.

Figura 24. Juvenil de P. adspersus con pigmentacion anormal.
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f) Andlisis estadisticos

Para el andlisis estadistico se evalud la normalidad de los datos con el
test de Shapiro-Wilk y cuando fue necesario se realizé la transformacion
de logaritmo en base 10 o arcoseno. Para determinar las diferencias
significativas entre los datos de crecimiento y supervivencia de los
tratamientos se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) y cuando se
encontraron diferencias significativas se aplico la prueba de honestidad
de varianza de Tukey (HSD). Para determinar la diferencia significativa
entre los datos de las variables dic6tomas (pigmentacién y estado de
metamorfosis) se utilizo el test de Chi-cuadrado. El nivel de confianza
considerado para todos los analisis fue a = 0,05 y el software estadistico

utilizado fue el R 3.2.0 para Windows.

8. RESULTADOS

8.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE CULTIVO

En el ensayo de destete, los pardmetros fisico-quimicos del agua de cultivo de los

tratamientos se mantuvieron estables y dentro de los rangos apropiados de cultivo. La

temperatura promedio registrada tuvo valores promedio de 20,04 £ 0,23°C (T1); 20,04

+0,22°C (T2) y 20,02 £ 0,26°C (T3) (Figura 25), el oxigeno disuelto promedio fue 8,02

+ 0,84 ppm (T1), 8,02 = 0,77 ppm (T2) y 8,06 £ 0,77 ppm (T3) (Figura 27) mientras

que el pH registro valores medios de 7,93 £ 0,24 (T1); 7,91 £ 0,28 (T2) y 7,94 £ 0,26
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(T3) (Figura 26). Por otro lado, los compuestos nitrogenados, se mantuvieron dentro de
los rangos Optimos manteniendo niveles de NH3<0,5mg/L, NO2<0,5mg/L vy

NO3<10mg/L gracias al biofiltro y los recambios del 100% de agua diarios.

27 A

23 A
21

Temperatura °C

T2

17 -

15
34 35 38 39 40 41 42 45 46 47 48 52 53 54 55 56 59

DDE

Figura 25. Valores de temperatura del agua de cultivo registrada a lo largo del ensayo.

12 4

10 -

pH

34 35 38 39 40 41 42 45 46 47 48 52 53 54 55 56 59
DDE

Figura 26. Valores de pH del agua de cultivo registrados a lo largo del ensayo.
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Figura 27. Valores de concentracion de oxigeno disuelto en el agua de cultivo registrados a lo largo del

ensayo.

8.2 CRECIMIENTO

El crecimiento longitudinal se evalud durante todo el periodo experimental, en cada
una de las fechas evaluadas se observa que existe una alta desviacion estandar en
las mediciones, lo que se debe a la gran dispersion de las longitudes dentro de una

misma edad (Figura 28).
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Figura 28. Crecimiento de los individuos en cada tratamiento T1, T2, y T3. Las barras de error

representan la desviacion estandar

Para evaluar el efecto de las microdietas sobre el crecimiento, se realizd un
ANOVA para las variables longitud y peso promedio al final del bioensayo (60
DDE). La longitud promedio a los 60 DDE para cada tratamiento T1 (Otohime), T2
(MEM) y T3 (PARA) fue de 15,90 + 3,19; 14,27 + 1,72 y 14,43 + 2,28 mm
respectivamente. El peso seco promedio a dicha edad fue de 8,83 + 5,37 mg (T1);
5,53 +2,85mg (T2) y 7,10 + 3,56 mg (T3). El andlisis de comparacion de medias
de Tukey mostré que existen diferencias significativas entre los tratamientos T1 y
T2 (p<0,05), mientras que entre los tratamientos T1y T3 al igual que entre T2 y
T3, no hay diferencias significativas (p>0,05) tanto para la longitud como para el

peso seco final (Figura 29 y 30).

75



S
1
o _| I
,...‘N |
g | a
i
B - : L
= i i
= i i
@ D
= o= ] & :h :h
b =] | 4
E. = .
u"_
(=] T T T
'JN i I 1
— i 1 I
: — -
o —
=
[ [ [
1 2 3
Tratamiento

Figura 29. Diagrama de cajas de la longitud total a los 60 DDE alcanzada en cada
tratamiento T1, T2 y T3. Los puntos rojos representan la media. Letras diferentes

representan valores significativamente diferentes (p<0.05)
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Figura 30. Diagrama de cajas del peso seco alcanzado por los individuos en cada tratamiento (T1, T2
y T3) a los 60 DDE. Los puntos rojos representan la media. Letras diferentes representan valores

significativamente diferentes (p<0.05)
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8.3 SUPERVIVENCIA

Se evalud la supervivencia en cada tratamiento, al final del ensayo (60 DDE),
obteniendo 18,03 + 4,72% en el T1 (Otohime), 16,33 + 1,89% en el T2 (MEM) y
15,25 + 0,90% en el T3 (PARA). EI ANOVA reveld que no existen diferencias

significativas entre ninguno de los tratamientos (p>0.05).
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Figura 31. Diagrama de cajas de supervivencia en cada tratamiento. Los puntos rojos representan la

media.

8.4 PIGMENTACION Y METAMORFOSIS

Al finalizar el ensayo (60 DDE) se observd diferencias morfoldgicas y de
pigmentacion entre los individuos, por lo que se realiz6 un conteo de los peces que
presentan caracteristicas diferentes para comprobar si existe relacion entre estas con

el tipo de microdieta utilizada en el experimento de destete. Ambas caracteristicas
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fueron categorizadas en dos grupos; la pigmentacion se diferencid en los que
presentan pigmentaciéon normal y los que no (pseudoalbinismo), mientras que la
metamorfosis se separd en los que presentan metamorfosis completa e incompleta.
Los resultados de la pigmentacion anormal o pseudoalbinismo fueron del 15,44%
para T1, 7,01% para T2 y 6,45% para T3, en tanto que para la otra caracteristica se
obtuvo 20,29%(T1), 30,87%(T2) y 30,83%(T3) de individuos con metamorfosis
incompleta. Se realiz una prueba de X? para ambos caracteres y se obtuvo como
resultado que no existe diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05).

(Figuras 32y 33).
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Figura 32. Porcentaje de pigmentacion anormal en cada tratamiento. No existe diferencia

significativa entre los tratamientos (P>0.05)
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Figura 33. Porcentaje de metamorfosis completa e incompleta en cada tratamiento. No existe

diferencia significativa entre los tratamientos (P>0.05)

9. DISCUSION

En acuicultura, el proceso de destete o deshabituacion consiste en reemplazar el alimento
vivo por alimento balanceado. En el experimento este proceso se realizé a lo largo de 10
dias, ello de acuerdo a Silva y Oliva (2010) quienes mencionan que el tiempo de destete de
Paralichthys adspersus normalmente se realiza entre 10 y 15 dias, ademas la metodologia,
utilizada en el presente experimento, se sustenta de la experiencia de diversos autores, por
lo cual se realizd un destete tardio iniciando al dia 38 después de eclosion de acuerdo a
Lazo (2000). De modo similar otros autores han realizado destete tardio en otras especies
de lenguado como lo reportado por Lee y Litvak (1996) quienes compararon dos
microdietas en Pleuronectes americanus iniciando el destete a los 47 DDE. Bengtson et al.
(1999) en Paralichthys dentatus a los 45 y 57 DDE. El éxito del destete depende, en gran
medida de la calidad de la microdieta (Devresse, et al., 1991) y la técnica de destete (Lazo,

2000). Para disminuir el efecto de la técnica de destete sobre la supervivencia, en el ensayo
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se realiz6 una coalimentacién o destete progresivo suministrando la microdieta en
simultaneo con el alimento vivo reduciendo la racion de la segunda e incrementando la
primera a lo largo del proceso de acuerdo a Lee y Litvak (1996) quienes realizaron un
destete de Pleuronectes americanus con una coalimentacién a lo largo de 7 dias. Ademas
esta estrategia es la que ha tenido mayor éxito con diversas especies de peces marinos ya
que permite que las larvas se vayan adaptando de una manera gradual a las caracteristicas
fisico-bioquimicas de la nueva dieta (Holt, 1993) y la presencia de la misma asimilandola
como una parte integrante de su entorno disminuyendo el “trauma” del destete (Cahu y
Zambonino, 2001). Asi en el lenguado de Florida “Southern flounder” Paralichthys
lethostigma la utilizacion de esta metodologia fue favorable obteniéndose mejores
resultados en crecimiento y supervivencia (Daniels y Hodson, 1999) al igual que en el
ensayo de Ferretto da Rocha et al. (2008) donde se obtuvo mejores resultados con tiempos
de coalimentacion de 25 dias que 20 y 15 dias antes del destete en Paralichthys

orbignyanus.

En el experimento realizado, ademas se utilizo la técnica de cultivo en “agua verde” ya que
las experiencias con produccion de larvas de peces planos muestran mejores resultados con
esta y debido a diferentes factores como: ingesta directa de las larvas, mejoramiento
nutricional de las presas vivas, mejoramiento de la comunidad microbioldgica del agua, de
los rotiferos y de las larvas, o incremento el consumo de presas por efecto de un cambio en
las condiciones de luz del medio (Silva 1999). De igual manera, autores como Bengtson et
al. (1999) muestran que existe una considerable diferencia entre el cultivo larval con agua

verde y clara, a favor del “agua verde” en el experimento con Paralichthys dentatus.
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La medicion de los parametros fisico-quimicos en el cultivo son importantes ya que afectan
no solo a nivel de la calidad del agua, sino también a nivel bioldgico (Castell6, 1993). La
temperatura es unos de los parametros mas relevantes ya que los organismos requieren
temperaturas Optimas para el desarrollo de su estructura y funciones ya que afecta los
procesos fisiologicos relacionandose también con el crecimiento (Handelant et al., 2008)
(Crawshaw y Podrabsky, 2011) asi mismo la fase larval es susceptible al cambio de
temperatura (Green y Fisher, 2004). En el presente estudio, los valores de temperatura se
mantuvieron estables y similares en los tratamientos, teniendo una temperatura promedio
alrededor de los 20°C en todos los tratamientos, Silva y Oliva (2010) mencionan que la
supervivencia y el crecimiento son inversa y directamente proporcionales respectivamente a
la temperatura, sin embargo a diferencia de la temperatura registrada en el experimento,

recomiendan que el cultivo larval de P. adspersus se realice a 18°C.

Los valores de pH y concentracion de oxigeno disuelto promedio en el ensayo, tuvieron
muy ligeras variaciones, ademas estos fueron similares entre los tratamientos registrandose
valores alrededor de 8,03 mg/L para el oxigeno disuelto y 7,93 para el pH. Este Gltimo tiene
efecto directo sobre la supervivencia, y a nivel biologico influye en el crecimiento, la
mayoria se especies de peces crecen mejor en medios alcalinos (Castello, 1993). En otra
especie del mismo género (Paralichthys orbygnianus), Fraysee y Petraroia (2013)
reportaron para su cultivo larval y de pre-engorde, parametros de agua similares a los del

presente experimento.

Al finalizar el ensayo (60DDE), la evaluacién estadistica de la longitud y peso seco
promedio alcanzado en cada tratamiento muestra que solo existe diferencia significativa

(p<0,05) entre los tratamientos T1 y T2, las demas comparaciones entre los tratamientos no
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muestran diferencias significativas (p>0,05). Los valores de los tratamientos T2 y T3
resultan ser similares a los alcanzados por Silva y Flores (1988) en su experiencia con el
desarrollo larval de lenguado P. adspersus a 18°C donde registraron, al dia 61 después de
eclosion, una talla promedio de 14,6 mm, por otro lado, la talla promedio final del
tratamiento T1, en el ensayo, es superior por 1,3 mm a lo alcanzado por los autores
mencionados donde no se realiz6 un destete, solo se alimentd con presas vivas, esto se
puede deber a que la temperatura promedio del tratamiento T1 del presente experimento fue

superior en 2,04°C a la mencionada por los autores.

La densidad utilizada en el experimento de P. adspersus (4 peces/L 0 530 peces/m?) estaria
dentro de un rango ideal de acuerdo a Silva (2001) quien concluye que la densidad ideal

desde el punto de vista de la supervivencia seria de 1000 peces/m? o inferior.

En la produccion de semilla de peces marinos, la etapa de destete es critica y genera
elevada mortalidad comparada a otras etapas (Schwartz, 2008), el exito o fracaso de la
transicion entre tipos de alimentos en el destete, depende en gran medida de la microdieta;
su frescura, formulacion, digestibilidad y aceptacion (Devresse et al., 1991). La
supervivencia alcanzada en el ensayo muestra valores de entre 15,25 y 18,03%, el analisis
estadistico concluye que no existen diferencias significativas entre los tratamientos, por lo
que para fines practicos el uso de cualquiera de las microdietas, evaluadas en el
experimento, no tendria un efecto significativo en el namero final de individuos. Cahuy
Zambonino (2001) mencionan que los juveniles de peces marinos carecen de enzimas
digestivas suficientes para digerir las dietas balanceadas, por lo tanto los elevados niveles
de mortalidad ocurrida en el experimento podrian atribuirse a la incapacidad de las larvas y

juveniles de procesar y asimilar las microdietas, a pesar que las consuman.
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Un factor que hubiera mejorado la supervivencia registrada en el experimento de P.
adspersus es el uso de mallas suspendidas dentro de los tanques tal y como Silva y Oliva
(2010) mencionan, que diferencia de otros peces planos los juveniles de P. adspersus
necesitan evitar el contacto con el fondo del estanque durante el proceso de destete,
utilizando jaulas de malla flotantes al interior de los estanques, esta estrategia permite
mejorar la limpieza y aumentar significativamente la supervivencia en esta etapa. Otro
factor que pudo influenciar en la supervivencia es el proceso de metamorfosis que sufren
los lenguados, tal como lo reporta Benetti (1997) quien obtuvo entre el 50% y 70% de
supervivencia de Paralichthys woolmani a los 14 DDE (dias despues de eclosion) pero una
alta mortalidad durante la metamorfosis que redujo la tasa de sobrevivencia promedio en la
etapa juvenil hasta el 5% (intervalo 3-8%), valores que son mucho mas bajos a los
registrados en este ensayo, los cuales fueron 18,03, 16,33 y 15,25 % (T1, T2 y T3

respectivamente).

La experiencia con el destete de P. adspersus es escasa, por lo que antecedentes se limitan a
investigaciones realizadas por cientificos chilenos como Silva y Oliva (2010) mencionan
que en la etapa de destete de Paralichthys adspersus se pueden conseguir entre 60 y 70%
de supervivencia, evaluando un periodo de destete de entre 10 y 15 dias, sin embargo a
diferencia del presente experimento, estos valores fueron calculados al momento del destete
propiamente dicho (fin de la coalimentaciéon — 50DDE) dejando de lado el efecto post-
destete, donde peces que no han aceptado correctamente la microdieta puedan disminuir la

supervivencia final.
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Existen experimentos de destete realizados con otras especies de peces marinos del mismo
orden, familia o género, sin embargo las metodologias de destete difieren en los DDE de
inicio o finalizacion de destete, la ausencia o diferencia de técnica de coalimentacion, o la
evaluacion post destete por lo que la supervivencia alcanzada al finalizar esta etapa varia
mucho de acuerdo a la especie o técnica de destete utilizado. Es asi que Ferretto da Rocha
et al, 2008, evaluando el destete de Paralichthys orbignyanus obtuvieron una supervivencia
de 9% a los 76 DDE, valor bastante menor al alcanzado en este ensayo a pesar que el
tiempo de coalimentacion fue mayor 15 dias a partir de los 33 DDE y 23+3% con una
coalimentacion de 25 dias iniciando al mismo dia. Por otro lado, Muguet et al. (2011)
trabajando con Paralichthys californicus obtuvieron, a los 60 DDE una supervivencia de
40,19%, una talla de 14,62 mm y un peso seco de 14,63 mg utilizando un periodo de
destete de 4 dias a partir del dia 36 después de la eclosion, mientras que iniciando el destete
a los 46 DDE, los pardmetros mencionados fueron 82,14%, 20,19mm y 20,18mg

respectivamente.

En una experiencia con Paralichthys lethostigma, se realizd el destete temprano y se
ensayaron tres tratamientos donde la coalimentacion inici6 a los 11 DDE y se prolong6
hasta los 17, 23 y 29 DDE (segun el tratamiento), el tratamiento control no tuvo destete, y
éste tuvo mejor longitud promedio (8,3mm) al final del ensayo (35DDE) que los otros
tratamientos (promedio 6,4mm) a diferencia de la supervivencia que no tuvo diferencias

significativas entre los tratamientos, teniendo una media de 27,7% (Foulk y Holt, 2009).
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El lenguado Paralichthys dentatus a los 89 DDE muestra porcentajes de supervivencia de
69+14 y 85+4% y un peso seco promedio de 92,6+8,5 y 176,8+46,4mg al ser destetado a
partir de los 45 y 57 dias respectivamente, el destete se realiz6 a lo largo de 7 dias en cada

tratamiento (Bengtson et al., 1999).

Por lo general la supervivencia en el destete de lenguado es proporcional a la edad en que
se inicia este, sin embargo Hart y Purser (1996), obtuvieron una supervivencia de 58,2+3,8
y 38,1+2,7% al destetar juveniles metamorfoseados de Rhombosolea tapirina a partir de

los 42 y 58 DDE respectivamente, por un periodo de 10 dias.

Como se observa, el porcentaje se supervivencia y crecimiento en el destete, cuando se trata
peces planos, es variable de acuerdo a la especie y técnica utilizada, ademas el éxito de este
proceso es impredecible, pudiéndose encontrar rangos de supervivencia muy amplios entre

batchs de la misma especie (Lee y Litvak, 1996).

Existen algunos ensayos realizados por Rust et al, (2015), equipo que desarrolld las
microdietas utilizadas en este trabajo de investigacion, donde comparan éstas con
microdietas comerciales, en especial con Otohime, en el cultivo larval de peces marinos,
mencionan que los datos sobre los ensayos de alimentacién con larvas de peces (Seriola
lalandi, Trachinotus carolinus, Atractoscion nobilis y Sciaenops ocellatus) indican que las
dietas experimentales han tenido resultados casi tan buenos como los obtenidos con
Otohime. Estas referencias ponen de manifiesto que estas dietas proporcionan una buena

base que sugiere que se deba continuar con diferentes investigaciones.
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En el presente trabajo de investigacion también se evalud la metamorfosis y pigmentacion
alcanzada por la poblacién al final del ensayo, el porcentaje de los peces con pigmentacion
anormal en los tratamientos tuvo un valor promedio de entre 6,45 y 15,44 %, mientras que
los juveniles que no alcanzaron completar la metamorfosis fueron entre el 20,29 y 30,87 %
de la poblacion, la evaluacion estadistica muestra que no hay diferencia significativa entre
los tratamientos (p>0.05), lo que indica que la presencia de estas caracteristicas en los
individuos de un cultivo no guardan relacion con el tipo de microdieta utilizada ya que
éstas se definirian en periodos anteriores al destete, esto acorde a Vizcaino-Ochoa et al.
(2010) quienes hallaron diferencias en la pigmentacion de juveniles de Paralichthys
californicus, al dia 75DDE, que fueron alimentados en la etapa larval (previa a destete) con
alimento enriquecido con diferentes niveles de DHA, el destete en este experimento se
realiz6 a lo largo de 10 dias (desde el 50 al 60 DDE) con alimento Otohime en todos los
tratamientos. Por otro lado Venizelos y Benetti (1999) indican que es posible que la
intensidad luminica, el estrés y la nutricion en los primeros dias de vida de la larva, podrian

jugar un papel importante en pigmentacion.

La metamorfosis en los peces, como en los anfibios, se lleva a cabo en especies que
experimentan una transformacién abrupta al pasar de larvas a juveniles asociado con una
transicién a un nuevo hébitat, Todos los peces planos (Pleuronectiformes) experimentan
una metamorfosis. Esta transformacién se caracteriza por la translocacion del ojo derecho
al lado izquierdo de la cabeza y la extension de la aleta dorsal mas hasta la caudal
(Schreiber y Specker, 1998) en la naturaleza esta metamorfosis tiene lugar en los meses de

invierno y primavera con una duracion desconocida (Able et al., 1999)
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La composicion proximal de las dietas utilizadas en el presente experimento muestran que
el porcentaje de proteinas es similar entre los tratamientos y estdn alrededor de 53%,
ademas se observo que MEM y PARA tuvieron mayor porcentaje de lipidos (alrededor de
15,7%) que la dieta OTO (11% de lipidos) en cuanto a las cenizas, este Gltimo se encuentra
por encima con 15% versus el 13% de las dietas experimentales. La cantidad de proteina en
el alimento se encuentra cercana a la recomendada por Piaget et al. (2011) quien menciona
que el rango de proteinas apropiado en la alimentacion de juveniles de P. adspersus es de
entre 54 y 57%. Por otro lado Lazo (2000) propuso una tabla con la “dieta ideal” para la
alimentacion larval de peces marinos donde menciona que el nivel de proteina apropiado se
encuentra entre 50 y 65%, las tres microdietas se encuentran dentro del rango de la
recomendacion dada al igual que el porcentaje de lipidos que también se encuentran dentro

del rango propuesto por el autor (entre 10 y 20 %).

10. CONCLUSIONES.

e De las microdietas experimentales utilizadas en el ensayo, se concluye que la dieta
PARA no tiene ningun efecto significativamente diferente con respecto a la dieta
comercial (Otohime) en cuanto al crecimiento (longitud y peso seco) y
supervivencia, por lo que seria una buena alternativa de uso en la produccién de
semilla de P. adspersus, a diferencia de la microdieta MEM, la cual consiguio

niveles de crecimiento significativamente mas bajos que Otohime.
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En cuanto a los procesos de pigmentacion y metamorfosis de los juveniles, se
concluye el tipo de microdieta utilizada en el destete de P. adspersus, no influye
sobre estas caracteristicas, debido a que las mismas se definirian a una edad mas

temprana.

11. RECOMENDACIONES

Los resultados observados en el experimento resaltan la importancia de contar con

una microdieta elaborada de acuerdo a los requerimientos de cada especie.

La diferencia entre los resultados de las edades en que se inicia el destete en los
diversos experimentos sugiere que si se retrasa en 10 dias el inicio del destete de
Paralichthys adspersus, seria posible incrementar significativamente la

supervivencia, longitud y peso seco final de los juveniles.

De acuerdo a los antecedentes seria recomendable realizar un ensayo de
coalimentacion evaluando diferente tiempos de destete. Ademas debido a que la
temperatura tiene efecto sobre la metamorfosis, y es ésta transformacion la que
marca el inicio del consumo de alimento balanceado, seria muy provechoso

realizar un ensayo de destete a diferentes temperaturas.

La etapa de destete coincide con la metamorfosis del lenguado, el inicio del

asentamiento de los peces dificulta la limpieza de los tanques, se recomienda
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llevar esta fase de cultivo en sistemas de jaulas suspendidas dentro del tanque de

cultivo.

e Segun lo observado en el experimento, el canibalismo puede resultar un factor con
influencia sobre la supervivencia final, por lo que se recomienda dar inicio al

desdoble cuando se comiencen a observar disparidad en las tallas de los peces.
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