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RESUMEN

Castro, A., Cota, N., MONTES, M., FLORES, L., GASPAR, W., CARRERA, L. (2022). Efecto de la inclusién de vitaminas
en el enriquecimiento del alimento vivo sobre crecimiento y supervivencia de larvas de chita Anisotremus scapularis
(Tschudi, 1861). Bol Inst Mar Perii. 37(2): 302-318.- El desarrollo larval de peces obtenidos en cautiverio, se
encuentra relacionado a nutricién, y busqueda de técnicas de habituacién a dietas comerciales. En tal sentido,
la presente investigacion esta dirigida a conocer el efecto de adicionar vitaminas a un enriquecedor comercial
para conocer su influencia en crecimiento, supervivencia, presencia de malformaciones y perfil bioquimico
en larvas de Anisotremus scapularis. Se utilizaron 1500 larvas, con 2,19 + 1,30 mg de peso seco y 3,00 + 0,23
mm de longitud total inicial, que fueron sembradas en tanques de 100 L a densidad de 10 larvas/L, con una
mezcla de microalgas Nannochloropsis oceanica e Isochrysis galbana. Se elaboraron 4 tratamientos; teniendo
como base al enriquecedor comercial Selco Spresso®, al que se afiadieron las vitaminas: Enriquecedor 100 g
(E1), Enriquecedor 99,95 g +45.000 pg/100g vit A (E2), Enriquecedor 99,63 g +45.000 ng/100g vit A +180.000
pg/100g vit C + 136.000 ug/100g vit E (E3) y Enriquecedor 99,63 g + 180.000 pig/100g vit C + 136.000 pig/100g
vit E (E4) y fueron afadidos al alimento vivo 6 h antes de ser suministrados a las larvas. La alimentacién
inicié 2 dias después de la eclosién (DDE) con Brachionus plicatilis hasta el dia 20 DDE y luego con nauplios de
artemia hasta el 35 DDE cuando inicié el destete, agregando alimento inerte micro particulado comercial hasta
el 60 DDE que finalizé el experimento. La calidad del agua del cultivo larval se mantuvo segn parametros
del laboratorio: temperatura (19,9 + 0,71 °C), pH (8,58 + 0,37), oxigeno disuelto (7,33 + 0,46 mg/L) y porcentaje
de saturacién (80,53 + 4,68%). Al final del experimento, se obtuvieron promedios del peso total 29,22 + 8,18
mg; longitud total 18,68 + 8,53 mm; tasa de crecimiento especifico 4,36 + 0,51%g/dia, supervivencia 42,78 +
5,98%, malformaciones 11,72 + 7,80%, DHA/EPA 0,87 + 0,09. Los tratamientos no presentaron diferencias
significativas (p > 0,05); sin embargo, el tratamiento E2 obtuvo los mejores resultados. Este estudio nos
permitié conocer la influencia de las vitaminas en el desarrollo de larvas de Anisotremus scapularis bajo
condiciones de laboratorio, asimismo las vitaminas utilizadas deberian servir como base para realizar otros
ensayos que nos acerquen a conocer la nutricion larval de chita.

PaLABRAS CLAVE: chita, nutricion larval, malformaciones, vitaminas, lipidos

ABSTRACT
Castro, A., Cota, N., MoNTES, M., FLORES, L., GAsPAR, W., CARRERA, L. (2022). Effect of the inclusion of vitamins
in live food fortification on growth and survival of Anisotremus scapularis (Tschudi, 1861) larvae. Bol Inst Mar
Perii. 37(2): 302-318.- Nutrition and habituation techniques to commercial diets are related to the larval
development of fish cultured under captivity. Thus, we aimed to determine the effect of adding vitamins to a
commercial fortifier to assess its influence on growth, survival, presence of malformations, and biochemical
profile in Anisotremus scapularis larvae. A total of 1500 larvae, with 2.19 + 1.30 mg dry weight and 3.00 + 0.23
mm initial total length, were seeded in 100 L tanks at a density of 10 larvae/L, with a mixture of microalgae
Nannochloropsis oceanica and Isochrysis galbana. We elaborated 4 treatments with the commercial enricher Selco
Spresso® as a base, to which the vitamins were added: Enricher 100 g (E1), Enricher 99.95 g + 45,000 pg/100g
vit. A (E2), Enricher 99.63 g + 45,000 pg/100g vit. A + 180,000 pg/100g vit. C + 136,000 pg/100g vit. E (E3), and
Enricher 99.63 g + 180,000 pg/100g vit. C + 136,000 ug/100g vit. E (E4) and were added to the live food 6 h
before being provided to the larvae. Feeding began 2 days after hatching (DAE) with Brachionus plicatilis until
20 DAE; then, larvae were fed with artemia nauplii until 35 DAE when weaning started, adding commercial
microparticulate inert food until 60 DAE when the experiment ended. The quality of the larval culture water
was maintained according to laboratory parameters: temperature (19.9 + 0.71 °C), pH (8.58 + 0.37), dissolved
oxygen (7.33 + 0.46 mg/ L), and saturation percentage (80.53 + 4.68%). By the end of the experiment, we
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obtained averages of total weight 29.22 + 8.18 mg, total length 18.68 + 8.53 mm, specific growth rate 4.36
+ 0.51%g/day, survival 42.78 + 5.98 %, malformations 11.72 + 7.80 %, DHA/EPA 0.87 + 0.09. No significant
differences were found between treatments (p > 0.05), although treatment E2 obtained the best results. Our
study provided information on the influence of vitamins on the development of Anisotremus scapularis larvae
under laboratory conditions, and the vitamins used should also serve as a basis for other trials that bring us

closer to knowing the larval nutrition of the species.

Keyworbps: Anisotremus scapularis, larval nutrition, malformations, vitamins, lipids

1. INTRODUCCION

La chita Anisotremus scapularis es una de las espe-
cies que sustentan la pesqueria costera artesanal
del Pert, se pesca con redes de cerco y de enmalle
(Menpo y WosniTza-MENDO, 2014). Sin embargo,
su gran demanda para el consumo humano di-
recto y la escasa regulacion de su pesqueria han
ocasionado que en los ultimos afios se observe
disminucion en sus capturas, de 271 TM el 2004
a 190 T™M el 2017 (MINISTERIO DE LA PrRODUCCION,
2017). Es una especie bentopeldgica que habita en
la costa, en zonas rocosas y arenosas del Pert, se
distribuye desde Manta, Ecuador hasta Chile e is-
las Galdpagos (CHiricaioNO y Corngjo, 2001). El
2013, el laboratorio de Cultivo de Peces del Ins-
tituto del Mar del Pert (IMARPE) inicio sus inves-
tigaciones con el proyecto “Acondicionamiento
y Reproduccion de chita Anisotremus scapularis
dentro del Programa Presupuestal (PpR) N° 0094
“Ordenamiento y Desarrollo de la Acuicultura”.
Como resultado de las experiencias obtenidas en
diversas investigaciones se elabor un manual de
acondicionamiento (CARRERA et al., 2018), asimis-
mo, se han realizado trabajos en las diferentes fa-
ses de cultivo, pero aun los estudios en su cultivo
larval son escasos.

El cultivo de peces marinos en cautiverio presen-
ta retos, pero en gran medida el éxito depende
de contar con alimentos adecuados para la etapa
larval y de controlar la calidad nutricional de los
primeros estadios (IzQuiERDO & FERNANDEZ-PALA-
cros, 1997). A la vez, se encuentra relacionado con
la supervivencia larval que presenta altas fluctua-
ciones debido a diversos factores, como los fisico-
quimicos, biolégicos y nutricionales, que confie-
ren a las larvas la energia necesaria para mantener
su metabolismo, crecer y asegurar su sobreviven-
cia, por lo cual, se utilizan enriquecedores en la
alimentacion larval (Civera ef al., 2004).

En los cultivos larvales, en sistemas controlados
se utiliza el enriquecimiento del alimento vivo,
para completar los requerimientos de acidos gra-
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1. INTRODUCTION

Anisotremus scapularis is one of the species
that sustains Peru’s artisanal fisheries, mainly
gillnetters and purse seiners (Menpo &
WosnNitza-Menpo, 2014). Its high demand
for direct human consumption and the scarce
regulation of its fishery have led to a decrease in
catchesinrecentyears, from 271 MTin2004 to 190
MT in 2017 (PERUVIAN MINISTRY OF PRODUCTION,
2017). Itis a benthopelagic species inhabiting the
coast, of rocky and sandy areas of Peru, ranging
from Manta, Ecuador to Chile and the Galapagos
Islands (CuiricHigNO & CornNEjo, 2001). In 2013,
Imarpe’s Fish Culture Laboratory researched
this species with the project “Conditioning and
Reproduction of Anisotremus scapularis within
the Budgetary Program N° 0094 “Management
and Development of Aquaculture”. A
conditioning manual (CARrRera ef al., 2018)
was elaborated as a result of the experiences
obtained from different investigations, likewise,
work has been carried out in the different stages
of its culture, but there are still few studies on
its larval culture.

The culture of marine fish in captivity is
challenging, but to a large extent, success
depends on having adequate food for the larval
stage and controlling the nutritional quality
of the first stages (IzQuierpo & FERNANDEZ-
Pavracros, 1997). It is also related to larval
survival, which presents high fluctuations due
to various factors, such as physicochemical,
biological, and nutritional factors, which
provide the larvae with the necessary energy
to maintain their metabolism, grow and ensure
their survival, hence the use of fortifiers in
larval feeding (Civera et al., 2004).

The fortification of live food is used in larval
cultures, under controlled systems, to meet the
requirements of fatty acids and vitamins needed
by the larvae to complete their development.



Bol Inst Mar Perui / Vol 37 / No 2 / Julio-Diciembre 2022

ISSN 2810-868X

sos y vitaminas que requieren las larvas para cul-
minar su desarrollo. La falta del enriquecimiento
causa desequilibrios nutricionales, depresion del
crecimiento, altas tasas de mortalidad, susceptibi-
lidad a estrés (ANDRADES ef al., 1996, BoGLIONE et
al., 2001), malformaciones muy frecuentes y evi-
dentes en larvas de Sparus aurata (Linnaeus, 1758)
(BaraHONA-FERNANDES, 1982; CHATAIN, 1994; AN-
DRADES et al., 1996; KouMouNDOUROS et al., 1997;
GaLeorTr et al.,, 2000; VERHAEGEN et al., 2007; Be-
RALDO et al., 2011), Lutjanus argentiventris (Peters,
1869) (Paz, 2014), Lutjanus guttatus (Steindachner,
1869) (ABpo-DE LA PARRrA et al., 2010; CHACON et
al., 2020), Archosargus probatocephalus (Walbaum,
1792) (MeriNo, 2018) y Pagrus pagrus (Linnaeus,
1758) (AristizaBaL et al., 2006). Al menos, parte de
estos problemas derivan de una nutricion subdp-
tima (ConNcEigio et al., 2010).

En el caso de las vitaminas, la falta de conocimien-
to en el requerimiento de este ocasiona que se
usen las dietas de otros peces tratando de cubrir
las necesidades nutricionales de la especie (CHa-
vz, 2013). En el caso de peces marinos, se ha de-
mostrado la influencia de la vitamina A asociado a
la pigmentacion y malformacion de larvas (Canu
& INFANTE, 2001), la vitamina C en el equilibrio y
pigmentacion (HENRIQUE et al., 1998) y la vitami-
na E es un nutriente antioxidante para el funcio-
namiento del sistema inmune de larvas (LertH &
Kaartrari, 1989; MonTERO et al., 1999). Todas estas
vitaminas también tienen influencia durante la on-
togenia de los peces marinos (HaMRE et al., 2010).
Se han realizados estudios con las vitaminas A y
C en larvas de Sparus aurata (HENRIQUE et al., 1998;
FERNANDEZ et al., 2008; BErRaLDO et al., 2010; MOREL
et al., 2010), vitamina E en larvas de Dicentrarchus
labrax (Linnaeus, 1758) (GattaA et al., 2000; VILLE-
NEUVE et al., 2005; Mazurais et al., 2009).

En la presente investigacion, se utilizaron como
base las dosis de vitamina A, Cy E adicionados al
enriquecimiento del alimento de larvas de Sparus
aurata. Segin FERNANDEZ et al. (2008) analizaron
la inclusion de 45.000 pg/100 g de vitamina A,
la cual disminuy¢ las malformaciones opercu-
lares y mandibulares larvales. Para la vitamina
E, GonzALEs et al. (1995) utilizo dosis de 136.000
ug/100 g, la cual influyé en el desarrollo del teji-
do esquelético larval. La vitamina C, se utilizd en
el experimento seguin IzQuikrpo et al. (2018) con
dosis de 180.000 pg/100 g, observando influen-
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The lack of fortification causes nutritional
imbalances, growth depression, high mortality
rates, susceptibility to stress (ANDRADEs et al.,
1996; BocLioNE et al., 2001), and very frequent
and evident malformations in larvae of Sparus
aurata (Linnaeus, 1758) (BARAHONA-FERNANDES,
1982; CuATAIN, 1994; ANDRADES et al., 1996;
Koumounbouros et al., 1997, GaLeotrt1 et al.,
2000; VERHAEGEN et al., 2007; BEraLDO et al., 2011),
Lutjanus argentiventris (Peters, 1869) (Paz, 2014),
Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) (Aspo-
De LA Parra et al., 2010; Cuacon et al., 2020),
Archosargus probatocephalus (Walbaum, 1792)
(MEeriNO, 2018), and Pagrus pagrus (Linnaeus,
1758) (AristizaBAL et al., 2006). Some of these
problems resulted from suboptimal nutrition
(ConcEeigao et al., 2010).

Regarding vitamins, thereisalack of knowledge
of their requirements, so diets of other fish are
used in an attempt to cover the nutritional
needs of the species (CHAVEZ, 2013). For marine
fish, there is evidence of the influence of
vitamin A associated with pigmentation and
malformation of larvae (Canu & INFANTE, 2001),
vitamin C in the balance and pigmentation
(HeENRIQUE et al., 1998), and vitamin E is an
antioxidant nutrient for the functioning of the
immune system of larvae (LeitH & KAATTARI,
1989; MonTERO et al., 1999). All these vitamins
are also influential during the ontogeny of
marine fish (HAMRE ef al., 2010). Studies have
been carried out with vitamins A and Cin Sparus
aurata larvae (HENRIQUE et al., 1998; FERNANDEZ
et al., 2008; BEraLDO et al., 2010; MoRreL et al.,
2010) and vitamin E in Dicentrarchus labrax
larvae (Linnaeus, 1758) (Gatra et al., 2000;
VILLENEUVE et al., 2005; Mazurais et al., 2009).

In our case, we used as a basis the doses of
vitamins A, C, and E added to the fortification
of the feed of Sparus aurata larvae. According
to FERNANDEZ ef al. (2008), they analyzed the
inclusion of 45,000 pg/100g of vitamin A, which
decreased larval opercular and mandibular
malformations. For vitamin E, GonzALEs et
al. (1995) used doses of 136,000 pg/100 g,
which influenced the development of larval
skeletal tissue. For vitamin C, we followed
the experiment carried out by IzQuierpo et
al. (2018) with doses of 180,000 ug/100 g and
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cia en la supervivencia y en la baja incidencia de
malformaciones.

En tal sentido, el objetivo del experimento fue
conocer la influencia de afadir vitaminas A, C
y E al enriquecedor comercial para mejorarlo y
conocer su efecto en el desarrollo larval a través
del crecimiento, supervivencia, presencia de
malformaciones y analisis bioquimicos en larvas
de chita Anisotremus scapularis, brindando una
base para iniciar con los estudios nutricionales
que afectan al cultivo larval de esta especie.

2. MATERIAL Y METODOS

Obtencion y manejo de huevos

Los huevos fertilizados de Anisotremus scapu-
laris se obtuvieron de reproductores acondi-
cionados en tanques de fibra de vidrio de 2,5
m?® adaptados a un sistema de recirculacion de
agua de mar en el Laboratorio de Cultivo de Pe-
ces del ImarpE (CARRERA et al., 2018). Se colecta-
ron 25.328 huevos viables que fueron colocados
en tanques de 700 L de volumen a 36 huevos/L
hasta su eclosion después de 48 horas y a 19 °C
de temperatura. Las larvas se mantuvieron en
ese tanque hasta la siembra en las unidades ex-
perimentales.

Cultivo larval

Para el experimento, se utilizaron 1.500 larvas
de 2,19 + 1,30 mg de peso seco total promedio
y 3,00 + 0,23 mm de longitud total promedio, a
densidad de 10 larvas/L provenientes de un solo
desove. Las larvas fueron trasladadas el primer
dia después de su eclosion (DDE) a 12 tanques
de fibra de vidrio (0,60 cm de didmetro y 0,50 cm
altura) con volumen efectivo de 100 L, con agua
de mar esterilizada con luz ultravioleta (UV),
provistos de aireacion constante usando piedras
difusoras e iluminacion con luz blanca entre 915
y 1.100 lux. Durante los 10 primeros dias de cul-
tivo se utilizé un fotoperiodo 24 horas luz (HL):
0 horas oscuridad (HO) y luego se cambio6 a 12
HL: 12 HO hasta el final del experimento. Diaria-
mente, se monitored los pardmetros de calidad
de agua, como temperatura (19,9 + 0,71 °C), pH
(8,58 £ 0,37), oxigeno disuelto (7,33 + 0,46 mg/L)
y porcentaje de saturacion de oxigeno (80,53 +
4,68%).
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observed an influence on survival and a low
incidence of malformations.

Therefore, we aimed to know the influence of
adding vitamins A, C, and E to the commercial
enricher to improve it and to know its effect on
larval development through growth, survival,
presence of malformations, and biochemical
analysis in  Anisotremus scapularis larvae,
providing a basis for further nutritional studies
that affect the larval culture of this species.

2. MATERIAL AND METHODS

Egg collection and handling

Fertilized Anisotremus scapularis eggs were
obtained from broodstock conditioned in 2.5
m® fiberglass tanks adapted to a seawater
recirculation system at Imarpre’s Fish Culture
Laboratory (Carrera et al., 2018). A total of
25,328 viable eggs were collected and placed in
700 L volume tanks at 36 eggs/L until hatching
after 48 h and at 19 °C temperature. Larvae
were kept in that tank until seeding in the
experimental units.

Larval culture

A total of 1,500 larvae with an average total
dry weight of 2.19 + 1.30 mg and an average
total length of 3.00 + 0.23 mm, at a density
of 10 larvae/L from a single spawning, were
used for the trial. Larvae were transferred
on the first day after hatching (DAH) to 12
fiberglass tanks (0.60 cm diameter and 0.50
cm height) with an effective volume of 100 L,
with seawater sterilized with ultraviolet (UV)
light, provided with constant aeration using
a diffuser stones and illumination with white
light between 915 and 1,100 lux. During the
first 10 days of culture, a 24 hours light (HL):
0 hours dark (HD) photoperiod was used and
then changed to 12 HL: 12 HD until the end of
the trial. Parameters such as temperature (19.9
+ 0.71 °C), pH (8.58 + 0.37), dissolved oxygen
(7.33 £ 0.46 mg/L), and oxygen saturation
percentage (80.53 + 4.68%) were monitored
daily to assess water quality.

The larval culture was carried out in static
systems (without continuous water flow),
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El cultivo larval se llevd a cabo en sistemas esta-
ticos (sin flujo continuo de agua), se llend el 50%
del tanque y se incrementd 10% diario hasta el
5 DDE. A los 6 DDE se retird 50% del nivel y se
comenzo a llenar 10% diario hasta los 10 DDE;
posteriormente, se realizaron recambios de agua
de 10 a 100% diario hasta el final del experimen-
to. Se utilizé la técnica de “agua verde” (SkiFTEs-
VIK et al., 2003; SANAYE et al., 2014; Hu et al., 2018;
WANG et al., 2019), adicionando a los tanques de
cultivo las microalgas Isochrysis galbana 'y Nanno-
chloropsis oceanica, a densidad de 635.800 células/
mL y 8.065.000 células/mL, con relacién de 1:4,
respectivamente. La alimentacion larval inicid el
dia 2 DDE al observarse la pigmentacion de los
ojos, abertura del ano y boca y ser consumida
la reserva del saco vitelino. El primer alimento
fue rotifero Brachionus plicatilis a densidad de 5
individuos/mL hasta el 20 DDE cuando inici¢6 la
alimentacion con nauplios de Artemia sp., a den-
sidad entre 1y 3 individuos/mL hasta el 35 DDE,
comenzando el destete por periodo de 5 dias, se
utilizé el alimento microparticulado comercial
de la marca Otohime® hasta los 60 DDE, cuando
finalizo el experimento (Fig. 1).

starting with a volume of 50% of the tank and
increasing 10% daily until 5 DAH. At 6 DAH,
50% of the level was withdrawn and the tank
was refilled 10% daily until 10 DAH; then, water
was changed from 10% to 100% daily until the
end of the trial. The “green water” technique
was used (Skrrresvik et al.,, 2003; SANAYE et
al., 2014; Hu et al.,, 2018; Wang et al., 2019),
by adding the microalgae Isochrysis galbana
and Nannochloropsis oceanica, at densities of
635,800 cells/mL and 8,065,000 cells/mL with
1:4 ratio, respectively. Larval feeding began
on day 2 DAH when eye pigmentation, anus
and mouth opening were observed and the
yolk sac reserve was consumed. The first food
was rotifer Brachionus plicatilis at a density of
5 individuals/mL until 20 DAH, when feeding
began with Artemia sp. nauplii, at a density
between 1 and 3 individuals/mL until 35 DAH,
when weaning began for 5 days, the commercial
microparticulate food of the Otohime® brand
was used until 60 DAH, when the trial ended

(Fig. 1).

= — s —
Artentia
€= ==
Brachiomus plicatilis
€ ————_— >
<l A A EE NSRS ASEREEEEEEEEE R ||> Tsochrysis y Nanochlorapsis
( <? Recambios de 10 % hasta el 100 % de agua >
ﬂ]dl’ ‘ dl'“l‘.&ﬂ“dl'-!g\ld

€ ) Incrementode agua

1 5

10 15 20 25 30

35 40 45 50 55 60

Dias después de la eclosion (DDE)

Figura 1.- Condiciones de cultivo y alimentacion larval de chita
Anisotremus scapularis

Figure 1. Culture and larval feeding conditions of Anisotremus scapularis

Tabla 1.- Ingredientes y cantidades utilizados para preparar 100 g
de enriquecedor

Table 1. Ingredients and quantities used to prepare 100 g of enricher

Ingredientes/ Ingredients El E2 E3 E4
Selco expreso® (g) 100 99,95 99,63 99,68
*VIT C ug/100g - - 180.000 180.000
**VIT E ug/100g - - 136.000 136.000
***VIT A pg/100g - 45 000 45.000 -

(*) FERNANDEZ et al., (2008); (**) GoNzALEs ef al., (1995), (***) Izquierpo et al., (2018)
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Disefio experimental
Elaboracion del enriquecedor y tratamientos

Se realizaron 4 tratamientos: Tratamiento 1 (E1),
Tratamiento 2 (E2), Tratamiento 3 (E3) y Tra-
tamiento 4 (E4) con tres replicas cada una. La
emulsion para realizar el enriquecimiento del
alimento vivo se elabor¢ utilizando Selco Spres-
so® como base anadiendo diferentes dosis de
vitaminas (Tabla 1). Las emulsiones se utilizaron
para enriquecer el alimento vivo durante 8 h an-
tes de ser suministrado a las larvas. La densidad
de alimento vivo en los tanques de cultivo larval
se controld tres veces al dia.

Crecimiento

Las larvas fueron sometidas a una concentra-
ciéon letal de anestésico MS-222 de 250 mg/L
(AVMA, 2020) para determinar el peso seco
(mg) siguiendo a Perin (1995), a 4 y 60 DDE. La
longitud total (mm) fue evaluada a 4, 27, 46 y 60
DDE usando un microscopio LEICA DM 1000
LED con el programa de andlisis de imagenes
LAS version 3.4.

Se calculd la tasa de crecimiento especifico (TCE)
con relacion a la longitud y peso de cada trata-
miento de emulsidn, con la siguiente ecuacion
(DE OL1veIRAa et al., 2012; LuGerr et al., 2014):

(InWtf — InWti)

TCE=100x :

Donde:

TCE: tasa de crecimiento especifico (% mg/dia)
Witf: peso final

Wti: peso inicial

t : tiempo

Supervivencia

La supervivencia se evalu¢ al final y se calculé:

S . a (%) = Larvas al final del experimento 100
tpervivencia i) = Larvas sembradas al inicio x

Analisis bioquimicos
Analisis de lipidos y acidos grasos se realizaron al
final del experimento. Los lipidos fueron extraidos

mediante el método de Forcu et al. (1957), se
pesaron 0,2 g de la muestra y se homogenizaron
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Experimental design
Processing of the enricher and treatments

We carried out 4 treatments: Treatment (E1),
Treatment 2 (E2), Treatment 3 (E3), and Treatment
4 (E4) with three replicates each. The emulsion
to enrich the live food was prepared using Selco
Spresso® as a base and adding different doses of
vitamins (Table 1). The emulsions were used to
fortify the live food for 8 h before being supplied
to the larvae. The density of live food in the larval
culture tanks was monitored three times a day.

Growth

Following Pepin (1995), larvae were subjected
to a lethal concentration of MS-222 anesthetic
of 250 mg/L (AVMA, 2020) to determine the dry
weight (mg) at 4 and 60 DAH. Total length (mm)
was evaluated at 4, 27, 46, and 60 DAH using a
LEICA DM 1000 LED microscope with the image
analysis software LAS version 3.4.

The specific growth rate (SGR) was estimated
in relation to the length and weight of each
emulsion treatment, with the following equation
(DE OLIVEIRA ef al., 2012; LuGeRrT et al., 2014):

(InWtf — InWti)
t

SGR =100 x

Where:

SGR: specific growth rate (% mg/day)
Witf: final weight

Witi: initial weight

t: time

Survival

At the end of the study, survival was evaluated
and estimated as follows:

Larvae at the end of the experiment

Survival (%) = 100
urvival (%) Larvae sown at the beginning x

Biochemical analysis

At the end of the trial, we performed lipid and fatty
acid analyses. Lipids were extracted following the
method of Fovrch et al. (1957), 0.2 g of the sample
was weighed and homogenized with 10 mL of
2:1 chloroform-methanol, and a Branson 2510
ultrasonic bath was used for 10 min to enhance
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con 10 mL de cloroformo-metanol 2:1, se utilizé un
bafo de ultrasonido Branson 2510 durante 10 min
para mejorar la extraccion. La fase de cloroformo-
lipidos fue separada con agua ultrapura y
evaporada con nitrogeno gas para obtener los
lipidos secos.

La derivatizacion de los acidos grasos a sus co-
rrespondientes metilésteres fue realizada me-
diante el método de IcHiHARA & FukuBAYASHI
(2010), que consiste en anadir tolueno, metanol y
acido clorhidrico concentrado a los lipidos extrai-
dos e incubar la mezcla a 45 °C, luego se extraje-
ron las FAMEs con hexano. Las condiciones del
cromatdgrafo de gases Varian CP-3800 fueron:
modo de inyeccion splitless, tiempo de inyeccion
0,5 min, volumen de inyeccion 1uL, temperatura
del inyector 250 °C, temperatura del detector 260
°C, columna capilar Restek, FAMEwax® WCOT
fused silica 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, gas de
arrastre Helio, flujo de gas 1 mL/min, rampa de
temperatura 120 °C por 1 min, 30 °C/min hasta
160 °C, 160 °C por 1 min, 4 °C/min hasta 240 °C,
240 °C por 7 min, tiempo total de la rampa de
temperatura 30 min.

Técnica de tincion y aclaramiento de cartilago
y hueso (deformacion)

Las larvas fueron procesadas al final del expe-
rimento utilizando la técnica de tincidn selec-
tiva en tejidos 6seos y cartilaginosos por colo-
rantes especificos como el rojo de alizarina y el
azul alcian (Dari1as et al., 2010). El primero tifie
la matriz mineralizada del hueso, mientras que
el segundo colorea los condrocitos y matriz
cartilaginosa. Durante la inspeccién del cuer-
po se utilizaron las descripciones de MaTsuoka
(1985, 1987) para determinar el estadio de de-
sarrollo y las deformidades se establecieron de
acuerdo con las descripciones de BoGLIONE et
al. (2001). Se dividieron en 2 grupos: deformes
y normales, las deformidades se tabularon en
reduccion del opérculo 1 (OP1), reduccion del
opérculo 2 (OP2), malformaciéon de la mandi-
bula inferior (MI), OP1+OP2 y OP2 + MI (CoTa
et al., 2018).

Anadlisis estadisticos

Se utiliz6 el programa estadistico R (R Core
Team, 2019). Las pruebas utilizadas para la
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the extraction. The chloroform-lipid phase was
separated with ultrapure water and evaporated
with nitrogen gas to obtain the dried lipids.

The derivatization of fatty acids to their
corresponding methyl esters was performed by
the method of IcHiHARA & Fukusavashi (2010),
which consists of adding toluene, methanol, and
concentrated hydrochloric acid to the extracted
lipids and incubating the mixture at 45 °C, then
the FAMEs were extracted with hexane. The
Varian CP-3800 gas chromatograph settings were
as follows: splitless injection mode, injection
time 0.5 min, injection volume 1pL, injector
temperature 250 °C, detector temperature 260 °C,
Restek capillary column, FAMEWAX® WCOT
fused silica 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, Helium
carrier gas, gas flow 1 mL/min, temperature ramp
120 °C for 1 min, 30 °C/min to 160 °C, 160 °C for
1 min, 4 °C/min to 240 °C, 240 °C for 7 min, total
temperature ramp time 30 min.

Cartilage and bone staining and clearing
technique (deformation)

At the end of the trial, the larvae were processed
using the technique of selective staining of bone
and cartilage tissues with specific dyes such as
alizarin red and alcian blue (Darias et al., 2010).
The former stains the mineralized matrix of the
bone, while the latter stains the chondrocytes and
cartilaginous matrix. During the inspection of the
body, the descriptions of MaTsuoka (1985, 1987)
were used to determine the stage of development,
and the deformities were determined following the
descriptions of BoGLIONE et al. (2001). They were
classified into 2 groups: deformed and normal,
deformities were tabulated into operculum
reduction 1 (OP1), operculum reduction 2 (OP2),
lower jaw malformation (MI), OP1+OP2 y OP2 +
MI (Cora et al., 2018).

Statistical analysis

Weused the R statistical software (R CORETEAM,
2019) was used. The Shapiro-Wilk and Bartlet
tests were used for normality and homogeneity of
variances. For length and weight, Kruskal-Wallis
statistical analysis was applied because they did
not meet the assumptions. For the SGR, survival,
and malformations, we applied the Anova test
because they complied with the assumptions of
normality and homogeneity. The significance
level established for all analyses was 0.05.
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normalidad y homogeneidad de varianzas
fueron Shapiro Wilk y Bartlet. En lo que
respecta a la longitud y peso, se aplico el
analisis estadistico Kruskal-Wallis porque no
cumplieron con los supuestos. En el caso del
TCE, supervivencia y malformaciones se aplico
la prueba de Anova ya que cumplieron con los
supuestos de normalidad y homogeneidad. El
nivel de significancia establecido para todos
los analisis fue de 0,05.

3. RESULTADOS

Al final del experimento, a los 60 DDE, se obser-
vo que el peso final (mg) no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos (p > 0,05),
no obstante, en cuanto a la longitud (mm) se
observaron diferencias significativas (p <0,05),
siendo los mejores tratamientos E1 y E2 segui-
dos por E3 y E4. Con relacion al TCE (%mg/dia)
no se encontraron diferencias significativas (p >
0,05) (Tabla 2, Figs. 2, 3).

En supervivencia, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los tratamientos
El, E2 y E3 y E4 que tuvieron promedios de
41,22 £ 7,91; 39,69 + 9,32; 41,78 + 0,59 y 42,67 +
5,28%, respectivamente (Fig. 4).

A larvas expuestas a diferentes dosis de vitami-
nas, se analizd el contenido de 4cidos grasos, las
que no presentaron diferencias significativas (p
>0,05) entre los tratamientos al final para las va-
riables lipidos, EPA, DHA/EPA y ARA. Sin em-
bargo, se encontraron diferencias significativas
en el contenido de DHA (p<0,05) para el trata-
miento E2 al compararlo con los tratamientos
E3 y E4, los que tuvieron los valores mas bajos
(Tabla 3).

Se observaron larvas normales y con presencia
de deformidades. Las deformaciones no pre-
sentaron diferencias significativas entre trata-
mientos (p > 0,05). Se tabularon las deformida-
des segin Cora et al. (2018), las deformidades
encontradas fueron: reduccién del opérculo 1
(OP1) (13,24%) y del opérculo 2 (OP2) (6,21%),
malformacion de la mandibula inferior (MI)
(3,95%), OP1+OP2 (0,65%) y OP2 + MI (0,32%)
(Tabla 4, Figs. 5, 6).
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3. RESULTS

At 60 DAH, when the trial ended, there were
no significant differences between treatments
in final weight (mg) (p > 0.05); but significant
differences were observed in length (mm) (p <
0.05), with the best treatments being E1 and E2,
followed by E3 and E4. Regarding SGR (%mg/
day), no significant differences were found (p >
0.05) (Table 2, Figs. 2, 3).

No significant differences (p >0.05) were found in
survival between treatments E1, E2, E3, and E4,
with averages of 41.22 +7.91, 39.69 + 9.32, 41.78 +
0.59, and 42.67 + 5.28%, respectively (Fig. 4).

We analyzed the fatty acid content of larvae
exposed to different doses of vitamins, which did

Tabla 2.- Peso seco (mg), longitud total (mm) y TCE (%mg/
dia) de larvas de chita A. scapularis en el experimento
expresado en valores promedio + desviacion estandar; n=3)

Table 2. Dry weight (mg), total length (mm), and SGR (%mg/
day) of A. scapularis larvae in the trial expressed as mean values +
standard deviation; n=3)

Peso final/

Tratamiento/ . . Longitud final/ Final TCE/SGR
Final weight . o ,
Treatment longitude (mm) (%mg/dia)
(mg)

E1 30,44 + 10,30 19,06 £ 0,98a 4,76 +0,23

E2 30,11+ 6,28 19,23 £1,61a 4,53+0,71

E3 29,84 + 8,02 18,56 + 1,50ab 4,17 +0,17

E4 26,47 +7,37 17,86 + 1,63b 3,97 £ 0,55

Letras diferentes presentan diferencias significativas (p < 0,05)
Different letters present significant differences (p < 0.05)

Tratamiento

Longitud total {rmm)
1

Dias después de la eclosion

Figura 2.- Longitud total (mm) de larvas de chita A. scapularis
durante el experimento

Figure 2. Total length (mm) of A. scapularis larvae during the trial
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Tabla 3.- Acidos grasos y lipidos (mg/g) analizados a larvas de chita A. scapularis
expuestas a diferentes dosis de vitaminas (expresado en valores promedio +
desviacion estandar; n=3)

Table 3. Fatty acids and lipids (mg/g) analyzed in A. scapularis larvae exposed to different
doses of vitamins (expressed as mean values + standard deviation; n=3)

Estadio El E2 E3 E4
Larva (inicio)
Lipidos 2,81+ 0,00 2,74 +0,04 2,65+0,11 2,83 +0,00
DHA 0,61+0,11 0,87 +£0,03 0,43 + 0,36 0,71+£0,16
EPA 0,74+0,10 0,98 +0,12 0,50+ 0,43 0,81+0,15
DHA/EPA 0,79 +0,10 0,96 + 0,06 0,86 +0,13 0,84 +0,04
ARA 0,33 £0,04 0,38 £0,01 0,29 +£0,04 0,30 £ 0,06
Larva (final)
lipidos 3,37+0,72 3,03 +0,03 2,99 + 0,00 3,05+0,14
DHA 3,93 £0,43a 3,13 +1,02ab 1,97 +0,03b 1,85 +0,09b
EPA 2,47 +0,46 1,81 +0,63 1,13 +0,02 1,09 £ 0,09
DHA/EPA 1,59 +£0,16 1,72 £0,07 1,74 +0,08 1,73 £0,05
ARA 0,36 + 0,05 0,26 £0,11 0,18 £ 0,00 0,16 £ 0,01

Las letras diferentes presentan diferencias significativas (p<0,05)

Different letters present significant differences (p<0.05)

Tratamiento

I
o~ H 151
o ﬁ
- B = 404
- b

TCE (%mg/dia)

Tratamiento

Figura 3.- Resultado de la tasa de crecimiento especifico (%mg/dia)
de larvas de chita A. scapularis en el experimento

Figure 3. Result of the specific growth rate (%mg/day) of A. scapularis larvae
in the trial

f * ——
|

Tratamiento

Figura 4.- Supervivencia (%) de larvas de chita A. scapularis
expuestas a diferentes dosis de vitaminas bajo condiciones de
laboratorio

Figure 4. Survival (%) of A. scapularis larvae exposed to different doses of
vitamins under laboratory conditions
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not have significant differences (p > 0.05) between
treatments at the end for lipids, EPA, DHA/EPA,
and ARA. Nevertheless, significant differences
were found in the DHA content (p<0.05) of
treatment E2 when compared to treatments E3
and E4, which had the lowest values (Table 3).

Normal larvae and larvae with deformities were
observed. Deformities did not show significant
differences between treatments (p > 0.05).
Deformities were tabulated following Cora et
al. (2018), including: reduction of operculum 1
(OP1) (13.24%) and reduction of operculum 2
(OP2) (6.21%), malformation of the lower jaw
(MI) (3.95%), OP1+OP2 (0.65%), and OP2 + MI
(0.32%) (Table 4, Figs. 5, 6).

=s

Tratamicnto

e

Malformacidn (%)

Figura 5.- Malformaciones (%) encontradas en larvas de chita
A. scapularis expuestas a diferentes dosis de vitaminas bajo
condiciones de laboratorio

Figure 5. Malformations (%) found in A. scapularis larvae exposed to
different doses of vitamins under laboratory conditions
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Tabla 4.- Presencia de larvas de chita A. scapularis normales y
con malformaciones expuestas a diferentes dosis de vitaminas
(expresado en valores promedio + desviacion estandar)

Table 4. Presence of normal and malformed A. scapularis larvae exposed to
different doses of vitamins (expressed as mean values + standard deviation)

Tratamiento Deformes (%) Normales (%)
El 10,48 £ 1,65 89,51 +1,65
E2 8,86 +4,37 91,13 +4,37
E3 14,00 + 6,80 85,99 + 6,80
E4 13,53 £2,35 86,46 +2,35

Mandibula inferior

acortada y torcida (vista lateral)

Figura 6.- Morfologia de malformaciones encontradas en evaluacion larvas de chita A. scapularis
expuestas a diferentes dosis de vitaminas bajo condiciones de laboratorio

Figure 6. Morphology of malformations found in evaluation of A. scapularis larvae exposed to different doses of
vitamins under laboratory conditions

4. DISCUSION

GisBERT et al. (2008), Rivera et al. (2009) indican
que la alimentacion suele ser lo mas limitante
en condiciones naturales para las larvas de pe-
ces marinos, que pueden ser organismos muy
delicados y cuya supervivencia depende de una
adecuada combinacién de numerosos factores.
Por ello, el éxito en sus cultivos en cautiverio ha
sido ligado a la obtencion de presas de tamafio
y valor nutritivo adecuados para las diferentes
fases del desarrollo larvario. La alimentacion
larval de peces marinos en laboratorio inicia
con el rotifero Brachionus plicatilis, seguido con
nauplios del crustaceo Artemia (Amart, 2018).
Ambos alimentos son filtradores no selectivos,
lo que permite que sirvan como bioencapsula-
dores, a los que se les puede afiadir nutrientes
necesarios para que las larvas de peces marinos
puedan completar su desarrollo, mejorar su cre-
cimiento, no presentar deformaciones y tener
alta supervivencia (CoremaN et al., 2002; Er-
DaHHAR et al., 2013; CuavEz, 2016).
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4. DISCUSSION

GisBERT ef al. (2008), R1vera et al. (2009) report
that feeding is usually the most limiting factor
under natural conditions for marine fish larvae,
which are usually very delicate organisms
whose survival depends on an adequate
combination of numerous factors. Therefore,
success in the culture of marine fish larvae
under captivity has been linked to obtaining
prey of adequate size and nutritional value
for the different stages of larval development.
Larval feeding of marine fish in the laboratory
starts with the rotifer Brachionus plicatilis,
followed by Artemia nauplii (AmaT, 2018). Both
foods are non-selective filter feeders, which
allows them to serve as bioencapsulators, to
which the necessary nutrients can be added
so that marine fish larvae can complete their
development, improve their growth, not
present deformations, and have high survival
(CopremaN et al., 2002; EL-DanHAR et al., 2013;
Cuavez, 2016).
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Los métodos de enriquecimiento de las presas vivas
han proporcionado grandes avances en el éxito del
cultivo de larvas de especies marinas, empleando-
se diferentes modalidades de uso de formulaciones
de composicion diversa, como emulsiones y/o lipo-
somas (HonToria ef al., 1994; RaiNnuzzo et al., 1997;
NavaRrro et al., 1997; Monroig, 2006), a los cuales se
puede anadir aditivos como antibidticos, probioti-
cos y vitaminas, entre otros (Lazo et al., 2000; Canu
& ZAMBONINO-INFANTE, 2001). Se han empleado vi-
taminas en larvas de diferentes especies como: Pa-
grus major (Temminck y Schlegel, 1843) (KoLkovski,
2001; Ocata & Oku, 2001; Tesaima et al., 2004; Her-
NANDEZ et al., 2006), Sparus aurata (HENRIQUE et al.,
1998; FERNANDEZ et al., 2008; GONZALES et al., 1995;
Izquierpo et al., 2018), Acanthopagrus latus (Houttu-
yn, 1782) (Apro et al., 2012) y de peces planos como
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) (Estévez &
Kanazawa, 1995), Solea senegalensis (Kaup, 1858)
(FErNANDEZ ef al., 2009; FERNANDEZ, 2017) asi como
Paralichthys olivaceus (Temminck y Schlegel, 1846)
(DEp1 et al., 1995).

Las vitaminas son esenciales para el crecimiento
y mantenimiento de larvas de peces marinos, las
cuales no son sintetizadas por el organismo de
los peces, o bien si lo son, es a una tasa inferior,
por ello es importante la inclusion de estas en las
dietas (GisBerT et al., 2008). La vitamina C desta-
ca por su papel antioxidante y necesaria para la
formacion de elementos esqueléticos como matriz
0sea, colageno y tejido conectivo. Dietas con de-
ficiencias de vitamina C, producen malformacio-
nes derivadas de una pobre calcificacion (LaLL &
Lewis, 2007). GarasiN et al. (1998) estudiaron lar-
vas de Chanos chanos (Forsskal, 1775) utilizando
alimento vivo enriquecido con vitamina C usando
dosis de 33 mg/g obteniendo los mejores valores
entre 24-27 mg de peso seco a los 40 DDE, siendo
esta dosis superior a las recomendadas para larvas
del orden Perciforme (IzQuierpo et al., 2018) a la
que pertenece A. scapularis, sin embargo, los va-
lores de peso seco coinciden con los encontrados
en los tratamientos E1 y E2; BETaNcOR et al. (2012)
reportaron valores del peso total de 1,01 + 0,07 mg
y longitud de 11,24 + 1,08 mm a los 21 DDE en
larvas de Dicentrarchus labrax con dosis de 3.600
mg/kg de vitamina C, siendo los valores de peso
y longitud inferiores a los encontrados en el trata-
miento E3 y E4 al obtener el menor crecimiento, en
comparacion con los otros tratamientos y, la dosis
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The methods for enrichment of live prey have
provided great advances in the successful culture
of larvae of marine species. Different modalities
of formulations, with different compositions,
have been used such as emulsions and/or
liposomes (HonToria et al., 1994; RaiNuzzo et
al., 1997; Navarro et al., 1997; Monroig, 2006),
to which additives such as antibiotics, probiotics,
and vitamins, among others, can be added
(Lazo et al., 2000; Canu & ZAMBONINO-INFANTE,
2001). Several authors have used vitamins in
Pagrus major larvae (Temminck & Schlegel, 1843)
(Korkovski, 2001; Ocata & Oxku, 2001; TeEsHIMA
et al., 2004; HERNANDEZ et al., 2006), Sparus aurata
larvae (HENRIQUE et al., 1998; FERNANDEZ ef al.,
2008; GonzALEs et al., 1995; [zquierpo et al., 2018),
Acanthopagrus latus larvae (Houttuyn, 1782)
(Apro et al., 2012), and larvae of flatfishes such as
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) (EstEvez
& Kanazawa, 1995), Solea senegalensis (Kaup,
1858) (FErRNANDEZ et al., 2009; FERNANDEZ, 2017),
Paralichthys olivaceus (Temminck & Schlegel,
1846) (DEb1 et al., 1995).

Vitamins are essential for the growth and
maintenance of marine fish larvae, but since they
are not synthesized by the fish body, or if they
are, it is at a lower rate, it is important to include
them in diets (GisBerT et al., 2008). Vitamin C
is an important antioxidant and is necessary
for the formation of skeletal elements such as
bone matrix, collagen, and connective tissue.
Malformations resulting from poor calcification
are caused by diets deficient in vitamin C (LaLL
& Lewis, 2007). GarasiN et al. (1998) studied
Chanos chanos larvae (Forsskal, 1775) using live
food fortified with vitamin C at doses of 33 mg/g
obtaining the best values between 24-27 mg
dry weight at 40 DAH, being this dose higher
than those recommended for larvae of the order
Perciforme (IzQuierpo et al., 2018) to which A.
scapularis belongs; nevertheless, the dry weight
values coincide with those found in the E1 and
E2 treatments. BETaNCOR et al. (2012) reported
total weight values of 1.01 + 0.07 mg and length
of 11.24 + 1.08 mm at 21 DAH in Dicentrarchus
labrax larvae with doses of 3,600 mg/kg of
vitamin C, being the weight and length values
lower than those found in treatment E3 and E4
as they obtained the lowest growth compared
to the other treatments and the dose used was



Castro, Cota, Montes, Flores, Gaspar, Carrera

Efecto de vitaminas en larvas de Anisotremus scapularis

utilizada fue 4,12 veces mayor a la usada en los
tratamientos de este experimento.

FErRNANDEZ et al. (2008) estudiaron en larvas de
Sparus aurata dosis de 450 ng/mg de vitamina A
en el enriquecimiento, consiguieron peso de 74,61
mg y longitud de 16,90 mm a los 60 DDE, esta es
la dosis que se utilizd en larvas A. scapularis pero
no se obtuvieron resultados similares en cuanto
al peso debido a que los valores mas altos fueron
los tratamientos E1 y E2 con 30,44 + 10,30 y 30,11
+ 6,28 mg, respectivamente, sin embargo la longi-
tud final si fue mayor con valores de 19,06 + 0,98
y 19,23 + 1,61 mm para los tratamientos mencio-
nados. HERNANDEZ et al. (2006) utilizaron dosis de
165 mg/100g de vitamina A en larvas de Pagrus ma-
jor obteniendo peso total de 3,9 mg a los 15 DDE,
(quienes concluyeron que la vitamina A en la dieta
podria estar vinculada a las deformidades verte-
brales en larvas del pargo rojo), siendo esa dosis
superior a la usada en A. scapularis. GONZALES et al.
(1995) observaron que la dosis de 136 mg/kg de vi-
tamina E en larvas de Sparus aurata obtienen mejor
tasa de crecimiento, asi como la influencia de esta
vitamina en el tejido larval; a la vez Izquierpo et
al. (2018) mencionan que con dosis de 1.783 mg/
kg de vitamina E en esas larvas obtienen mayor
crecimiento, sin embargo, esa dosis es 7,62 veces
mayor a la utilizada en larvas de A. scapularis. Asi
mismo, el exceso de vitaminas en la dieta juega un
papel importante en el origen de deformidades,
particularmente en las concentraciones mas altas
(HErRNANDEZ, 2006).

Las malformaciones esqueléticas pueden ser cau-
sadas por diversos motivos, siendo la nutricién
uno de los mas importantes (Gisserr et al., 2008).
Mazuraris et al. (2009) investigaron la influencia
de la vitamina A en larvas de Dicentrarchus labrax
dosis de 5 mg/kg y 70 mg/kg obtuvieron super-
vivencia de 69,00% y 72,10% respectivamente y
en ambos casos presencia de malformaciones cra-
neales a los 45 DDE, siendo estos resultados su-
periores a los encontrados en el tratamiento E2
que fue el que obtuvo el valor mas alto de super-
vivencia. También, se han realizado estudios en
peces planos adiciondndoles vitamina A en su ali-
mentacion, como el de JiIMENEz-FERNANDEZ (2018)
con larvas de Solea senegalensis donde obtuvieron
supervivencia de 79,7 + 10,1% y deformidad en la
vértebra de 57,9% a los 28 DDE, valores diferentes
a los encontrados en el tratamiento E2 donde se
obtuvo el mayor valor de larvas normales.
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412 times higher than the dose used in the
treatments of this trial.

FERNANDEZ et al. (2008) studied doses of 450
ng/mg of vitamin A in enrichment for Sparus
aurata larvae, which obtained weight of 74.61
mg and a length of 16.90 mm at 60 DAH, this is
the dose used in A. scapularis larvae but similar
results were not obtained in terms of weight
because the highest values were in treatments
E1l and E2 with 30.44 + 10.30 and 30.11 + 6.28
mg respectively, but the final length was higher
with values of 19.06 + 0.98 and 19.23 + 1.61 mm
for the aforementioned treatments. HERNANDEZ
et al. (2006) used doses of 165 mg/100g of
vitamin A in Pagrus major larvae obtaining
a total weight of 3.9 mg at 15 DAH, (who
concluded that vitamin A in the diet could be
linked to vertebral deformities in red snapper
larvae), this dose is higher than that used in A.
scapularis. GONZALEs et al. (1995) observed that
the dose of 136 mg/kg of vitamin E in Sparus
aurata larvae obtain a better growth rate, as
well as the influence of this vitamin in the
larval tissue. Likewise, IzQuierpo et al. (2018)
mentioned that with doses of 1,783 mg/kg of
vitamin E in these larvae they obtain better
growth, but this doses is 7.62 times higher than
that used in larvae of A. scapularis. Likewise,
the excess of vitamins in the diet plays an
important role in the origin of deformities,
particularly in the higher concentrations of
vitamin E in the larvae (HERNANDEZ, 2006).

Skeletal malformations can be caused by
several reasons, of which nutrition is one of the
most important (GisserT et al., 2008). MazuRA1s
et al. (2009) studied the influence of vitamin A
in Dicentrarchus labrax larvae, doses of 5 mg/
kg and 70 mg/kg obtained survival of 69.00%
and 72.10%, respectively, and in both cases the
presence of cranial malformations at 45 DAH.
Theseresults were superior to those found in the
E2 treatment which was the one that obtained
the highest survival value. Also, studies have
been carried out on flatfish by adding vitamin A
to their diet, such as that of JIMENEZ-FERNANDEZ
(2018) with Solea senegalensis larvae where
they obtained a survival of 79.7 + 10.1% and
vertebral deformity of 57.9% at 28 DAH, values
different from those found in the E2 treatment
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Los lipidos son importantes en la nutricion de la
larva no solo por la energia calérica proporciona-
day para el catabolismo de las proteinas (VERRETH,
1999), sino por proveer acidos grasos poliinsa-
turados (AGPI) y altamente insaturados (AGAI)
requeridos para el normal funcionamiento de la
membrana celular (IzQuierpo et al., 1989; SARGENT
etal., 1995), como el caso del acido eicosapentaenoi-
co (EPA 20:5w3), el acido docosahexaenoico (DHA
22:63) y el acido araquidénico (ARA 20:4w6) los
cuales cumplen un rol importante en desarrollo,
crecimiento y supervivencia de larvas de peces
marinos (WATANABE ef al., 1989; Izquierpo et al.,
1992; Diaz, 2004). Cure et al. (1996), RopriGUEZ et
al. (1997) e Izquierpo y Koven (2011) mencionan
que una relacion de DHA/EPA de 2:1 es adecuada
para un buen crecimiento, desarrollo y formacion
del tejido nervioso de las larvas de peces marinos
y en el presente estudio los valores de DHA/EPA
fueronde 1,59+0,16;1,72+0,07;1,74+ 0,08 y 1,73 +
0,05, respectivamente, siendo valores menores en
comparacion a los autores citados.

Por otra parte, CorEMAN et al. (2002), realizaron es-
tudios con larvas de lenguado cola amarilla Liman-
da ferruginea utilizando alimento vivo enriquecido
con cuatro emulsiones, alto DHA (43,30% del total
de acidos grasos), DHA + EPA (37,40 y 14,20%),
DHA + ARA (36,00 y 8,90%) y la emulsion control
que contenia tinicamente aceite de oliva sin DHA,
EPA y ARA, los autores encontraron que las larvas
del tratamiento alto en DHA alcanzaron longitud
y supervivencia significativamente mayores con
9,70 £ 0,20 mm y 22,10 + 0,40%, respectivamente
que las alimentadas con la emulsién control con
7,30 £ 0,20 mm y 5,10 + 1,90%. Vizcaino-OcHoa
et al. (2010) evaluaron el efecto de diferentes dosis
de DHA 0,16; 0,85; 1,61 y 3,25% en larvas de Pa-
ralichthys californicus utilizando nauplios de arte-
mia, determinando que el incremento del nivel de
DHA en el alimento vivo aumenta el crecimiento
y supervivencia, estos estudios concuerdan con
la presente investigacion, donde el tratamiento
E2 obtuvo la mayor concentraciéon de DHA, con-
siguiendo mayor longitud y TCE. IzQuierpo &
Koven (2011) recomiendan que los valores deben
estar en el rango de 3-5 mg ARA/g para larvas de
Sparus aurata, siendo estos valores superiores a los
encontrados en larvas de A. scapularis. Sin embar-
go, EsTEvEZ et al. (2001) mencionan que valores de
0,30 a 4,10 de EPA/ARA resulta beneficioso para
larvas de Paralichthys olivaceus.
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where the highest value of normal larvae was
obtained.

Lipids are important in larval nutrition not
only for the caloric energy provided and
for protein catabolism (VErrReTH, 1999), but
also for providing polyunsaturated (PUFA)
and highly unsaturated fatty acids (UFA)
required for the normal functioning of the cell
membrane (IzQuierpo et al., 1989; SARGENT et
al., 1995), such as eicosapentaenoic acid (EPA
20:5w3), docosahexaenoic acid (DHA 22:6w3),
and arachidonic acid (ARA 20:4w6) which are
important in the development, growth, and
survival of marine fish larvae (WATANABE et
al., 1989; Izquierpo et al., 1992; Diaz, 2004).
Cure et al. (1996); RopriGuez et al. (1997), and
Izquierpo & Koven (2011) mention thata DHA/
EPA ratio of 2:1 is adequate for good growth,
development, and formation of nervous tissue
of marine fish larvae and the DHA/EPA values
in our study were as follows: 1.59 + 0.16; 1.72 +
0.07; 1.74 = 0.08, and 1.73 + 0.05, respectively,
being lower than those of the cited authors.

CoremAN et al. (2002) conducted studies with
Limanda ferruginea larvae using live food
fortified with four emulsions, high DHA
(43.30% of total fatty acids), DHA + EPA (37.40
and 14.20%), DHA + ARA (36.00 and 8.90%),
and the control emulsion containing only olive
oil without DHA, EPA, and ARA. The authors
found that larvae from the high DHA treatment
reached a significantly greater length and
survival with 9.70 + 0.20 mm and 22.10 + 0.40%,
respectively than those fed with the control
emulsion with 7.30 £ 0.20 mm, and 5.10 + 1.90%.
Vizcaino-Ochoa et al. (2010) evaluated the
effect of different doses of DHA 0.16; 0.85; 1.61,
and 3.25% in Paralichthys californicus larvae
using artemia nauplii, finding that increasing
the level of DHA in live food increases growth
and survival. These studies agree with our
investigation, where the E2 treatment obtained
the highest concentration of DHA, achieving
greater length and SGR. Izquierpo & Koven
(2011) for Sparus aurata larvae, these values are
higher than those found in A. scapularis larvae.
Nevertheless, EsTEvez et al. (2001) mention that
values of 0.30 to 4.10 EPA/ARA are beneficial
for Paralichthys olivaceus larvae.
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5. CONCLUSIONES

Esta investigacion permitié conocer el efecto de adi-
cionar las vitaminas A, C y E en el enriquecimiento
del alimento vivo. Sin embargo, a pesar de que no
mostraron diferencias significativas, el tratamiento
E2 usando la vitamina A exhibi6 los valores mas al-
tos en longitud, TCE, supervivencia, mayores nive-
les de DHA y menor presencia de malformaciones.
En tal sentido, la dosis de vitamina A se podra uti-
lizar como base para investigaciones relacionadas a
la nutricion de larvas de chita.
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5. CONCLUSIONS

Our research provided knowledge of the effect
of adding vitamins A, C, and E into the live
food fortification. Even though they did not
show significant differences, the E2 treatment
using vitamin A showed the highest values
in length, SGR, survival, higher levels of
DHA, and lower presence of malformations.
Therefore, the vitamin A dose could be used
as a basis for research on the nutrition of A.
scapularis larvae.
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