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RESUMEN

CotA MAMANI, N., CARRERA SANTOS, L., CASTRO-FUENTES, A., LEON DominGuEz, O., FLOrREs Ramos, L., Ruiz Sorto,
A., Lazo, ]. P., & Duncan, N. (2024). Protocolo para evaluacion del desemperfio reproductivo y calidad de huevos y
larvas de reproductores de chita Anisotremus scapularis de primera generacion F1. Inf Inst Mar Peri, 51(2), 101-109.-
Anisotremus scapularis, conocida comtiinmente en el Perti como chita, sargo o roncador; es un pez marino cuyo
valor comercial y gastrondmico es altamente reconocido a nivel nacional. Actualmente, se vienen realizando
investigaciones orientadas al cultivo de sus diferentes etapas, a partir de un plantel de reproductores
capturados del medio natural, de los cuales se ha obtenido la primera generacién (F1), observando la
viabilidad de su reproduccién en cautiverio. En el presente protocolo, se propone una metodologia para
caracterizar la calidad de los desoves y de las larvas, que generen alta viabilidad en la produccién de alevines
o juveniles en condiciones de laboratorio.

PALABRAS CLAVE: Anisotremus scapularis, calidad de huevos, desove, larvas, reproductores

ABSTRACT

CotA MAMANI, N., CARRERA SANTOS, L., CASTRO-FUENTES, A., LEON DomiNnGukz, O., FLOrREs Ramos, L., Ruiz Sorto,
A., Lazo, ]. P. & Duncan, N. (2024). Protocol for evaluating the reproductive performance and quality of eggs and
larvae of first-generation F1 broodstock of Anisotremus scapularis. Inf Inst Mar Peru, 51(2), 101-109.- Anisotremus
scapularis is a marine fish highly commercially and gastronomically valued nationwide. Ongoing research
aims to cultivate this species at various stages, starting from a broodstock caught in the wild. The first
generation (F1) has been produced, demonstrating the feasibility of breeding in captivity. This protocol
outlines a methodology for assessing the quality of spawns and larvae, aiming to achieve high viability in
producing fry or juveniles under laboratory conditions.
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1. INTRODUCCION

La chita Anisotremus scapularis, es un pez marino
que se distribuye en las costas de Ecuador, Peru
y Chile, desde Manta (Ecuador) a Antofagasta e
isla Cocos (Chile), en zonas rocosas hasta profun-
didades cercanas a los 25 m (CuiricHiGNO, 1998).
Es un recurso cuyo valor comercial y gastrono-
mico es altamente reconocido en el Perd, por la
calidad de su carne y gran rendimiento (30% del
peso total). Es una especie que sustenta la pes-
queria costera artesanal desde Tumbes hasta Tac-
na. En relacién a ello, la Ley N° 27460 senala la
“identificacion de especies con potencial de culti-
vo y comercializacion en el pais y en el exterior”,
como seria el caso de la chita.
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Dada la importancia econdmica de la especie se
han desarrollado diversas investigaciones, con
la finalidad de reproducir la especie y lograr
la tecnologia de cultivo en cautiverio (Imar-
rE, 2015; Cota, 2016; Rosapo, et al., 2016; Dio-
Nicro-Acepo et al., 2017; LE6N-PALoMINO et al.,
2017; CARRERA et al., 2018; MoNTEs et al., 2019;
Castro et al., 2021; Castro et al., 2022; Corta et
al., 2022); sin embargo, ain son escasos los es-
tudios sobre su reproduccion, cria o produccién
en cautiverio.

En los ultimos afios, Propuce ha iniciado un
proceso de promocion de la producciéon de pe-
ces marinos contando con inversionistas dis-
puestos a iniciar el cultivo de chita a nivel expe-
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rimental (MoLAREs, 2021), por lo cual el manejo
de la reproduccion en cautiverio para lograr
una produccion sostenida de semilla o juveni-
les es cada vez mds importante. En IMARPE, se
vienen realizando investigaciones orientadas a
las diferentes etapas de cultivo de chita como
reproduccion, desarrollo larval y obtenciéon de
juveniles, a partir de un plantel de reproducto-
res capturados del medio natural, de los cuales
se ha obtenido la primera generacién (F1), ob-
servando la viabilidad de su reproduccion en
cautiverio.

En este sentido, el desempefio reproductivo y
la calidad de los desoves son evaluados me-
diante varias caracteristicas y métodos. Sin
embargo, ninguno de ellos por si solo es su-
ficiente para caracterizarlo completamente,
pero una combinacion de ellos da resultados
mas satisfactorios (Carrirro et al., 2000). Se
esta tomando en cuenta el tamano (diametro),
forma y transparencia de los huevos, flotabili-
dad, nimero y distribucion de las gotas de li-
pidos, porcentaje de fecundacion, aspecto del
corion, simetria celular, porcentaje de eclosion,
tasas de supervivencia larvaria, deformidades
morfoldgicas, supervivencia a la primera ali-
mentacién, fecundidad, cantidad y frecuen-
cia de los desoves, volumenes de los desoves,
duracion de la temporada reproductiva, entre
otros (CArriILLO et al., 2000; Duncan et al., 2013;
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SpaNnorouLos-Zarco, 2017). También se utiliza
como indicador de la condiciéon nutricional y
fisiolégica de los reproductores, la composi-
cion bioquimica de los huevos vitaminas, ca-
rotenoides, lipidos, acidos grasos (particular-
mente DHA), dcido eicosapentaenoico (20: 5n-
3, EPA), 4cido araquidonico (20: 4n-6, AA) y sus
proporciones relativas, entre otros (CARRILLO et
al., 2000; LANEs et al., 2012).

Las investigaciones sobre los pardmetros de
la calidad de los huevos han sido extensas
durante las ultimas décadas (Kjersvik et al.,
1990; Brooks et al., 1997; Bose & Lassg, 2010),
por ser un prerrequisito esencial el contar con
métodos confiables y simples para evaluar la
calidad del huevo y la aptitud fisioldgica de
los reproductores bajo ciertas condiciones de
cultivo (Carrirro et al., 2000). Sin embargo,
en peces marinos el éxito de estos esfuerzos es
moderado (THORSEN et al., 2003) debido a la falta
de estandarizacion de metodologias utilizados
para definir la calidad de los huevos (BArpon-
ALBARET & SAILLANT, 2017).

El objetivo del protocolo, es proponer criterios
confiables para caracterizar la calidad de huevos
y larvas producto de reproductores de chita ge-
neracion F1 en condiciones de laboratorio, para
lo cual se plantea desarrollar el flujo del proceso
visto en la Figura 1.

Porcentaje de
fecundacion

Desemperio
reproductivo

it

Porcentaje de eclosion

fndice de tolerancia a la
temperatura

Figura 1.- Flujo de evaluacion del desempefio reproductivo y calidad de huevos y larvas
de reproductores de chita Anisotremus scapularis de primera generacion F1
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2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales a utilizar en el proceso son:

Mallas cilindricas de 500 pm.

— Tamiz de 500 pm.

— Vasos de precipitacion de 250 mL.
— Vasos de precipitacion de 500 mL.
— Vasos de precipitacion de 1 L.

— DProbetasde1L.

— Lunas de reloj de 7 cm de didmetro.
— DPipeta con embolo de 10 mL.

— DPipetas de plastico de 1 mL.

— DPipetas de plastico de 3 mL.

— Microscopio ¢ptico con cdmara digital
incorporada y programa de imagenes.

— Microscopio dptico estereoscopico.
— Balanza digital de 2 digitos.
— Balanza analitica de 6 digitos.

— Tubos cdnicos para centrifuga tipo Falcon de
50 mL.

— Calentadores de 300 watts.
— Tina de plastico de 50 L.

— Baldes de plastico de 10 L.
— Jarras de plastico de 2 L.

— Bandejas plasticas.

— Espatula pequena.

— Papel aluminio 8 m x 30 cm.

—  Plumon indeleble.

3. PROCEDIMIENTO

Acondicionamiento de reproductores y desoves

Es recomendable mantener a los reproducto-
res de chita en tanques de 2500 L de capaci-
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dad, conectados a sistemas de recirculacion
de agua de mar (SRA) los que estan conforma-
dos por un tanque de 100 L, bomba de agua,
tuberia que dirige los huevos de los tanques
de cultivo al tanque colector y dos mallas ci-
lindricas de 500 um (Anexo 1); bomba de calor
(para regular la temperatura); biofiltro (donde
el amonio se convierte en nitrato y nitrito que
son menos toxicos) y esterilizador con luz ul-
travioleta para eliminar elementos patégenos
como virus y bacterias, entre otros (CARRERA
et al., 2018).

La alimentacion de los reproductores se rea-
liza con trozos de “anchoveta” Engraulis rin-
gens. La tasa de alimentacién fluctia entre 4
y 5% de la biomasa total de cada tanque de
cultivo, que se suministra 3 veces a la semana,
entre 11:00 y 13:00 horas. Adicionalmente, los
trozos de anchoveta son suplementados con
capsulas de gelatina conteniendo vitaminas y
acidos grasos omega 3 (Cora et al., 2022).

La determinacion de la madurez gonadal en
las hembras se realiza a través de la observa-
cién microscdpica de muestras de ovocitos ob-
tenidas por biopsias ovaricas o canulaciones.
Se efecttia la medicion de 30 a 50 ovocitos por
muestra. La catalogacion se basa en 4 estadios
de maduracion gonadal: Estadio I (inactivo),
Estadio II (en maduracion), Estadio III (madu-
ro) y Estadio IV (desovante).

En los machos, se evaltia la concentracion y
motilidad espermadtica. En el primer caso, se
realiza el conteo de 3 campos diferentes de la
camara de Neubauer, cada conteo se realiza
por triplicado. La motilidad espermatica se
valora empleando el porcentaje de esperma-
tozoides con desplazamiento progresivo. La
camara de Neubauer se utiliza para el conteo
de espermatozoides motiles y no motiles.

Se aplica el foto-termoperiodo natural a los
ejemplares, cuya base es la variacién del in-
dice gonadosomatico presentado por la espe-
cie en el medio natural; datos del monitoreo
satelital diario de pardmetros oceanograficos
del mar peruano del Area Funcional de Sen-
soramiento Remoto del ImarPE y datos de la
NOAA solar calculations (Fig. 2).
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Figura 2.- Fotoperiodo y termoperiodo aplicado a los reproductores de chita

Coleccion de huevos

Vaciar los huevos de los colectores en baldes de
10 L, con la ayuda de una jarra de plastico de 2
L utilizando el agua de mar del tanque colector,
observando que no se queden huevos ni en la
base ni en los lados de las mallas.

Utilizar un tamiz de 500 um y colocar los huevos
para su lavado para luego ser trasladados a una
probetade 1 L.

Evaluacion del desempefio reproductivo
(namero de huevos totales, huevos viables y
no viables)

Mezclar en las probetas y homogenizar el
contenido de huevos y realizar la toma de
muestras de 1 mL en lunas de reloj (triplicado)
con la ayuda de una pipeta con embolo de 10 mL.

Contar los huevos de las muestras en un
microscopio estereoscopico. El numero total de
huevos del desove se estima extrapolando el
recuento promedio de las muestras al volumen
que contenia la probeta, en este caso 1 L.

Esperar 30 minutos, hasta observar la separacién
de huevos viables (flotantes) y no viables (no
flotantes).

Registrar el volumen de huevos viables (mL) y
pesar (g) con la utilizaciéon de un tamiz de 500
um y una balanza digital de dos digitos.

Realizar el mismo procedimiento de pesado en
los huevos no viables (g) con la utilizacion del
tamiz.

Realizar, seguidamente la medicion del didmetro
de 30 huevos viables y de la gota oleosa, con
un microscopio Optico acoplado a una cdmara
digital que tenga un programa de imdgenes, en
este caso se utilizo Leica Application Suite 3.4.

Anotar todos los datos en la ficha del Anexo 2.

Porcentaje de fecundacion

Homogenizar el contenido de huevos de la pro-
beta y colectar tres alicuotas de 50 huevos en lu-
nas de reloj.

Observar el namero de huevos que muestren 2
- 64 blastomeros o una fase de desarrollo embrio-
naria mas avanzada utilizando un microscopio
optico.

Anotar en observaciones de la ficha del Anexo 2,
la fase segun la clasificacion del desarrollo em-
brionario de A. scapularis (MonTes et al., 2019).

Calcular este parametro utilizando la siguiente
formula:

N°de huevos con 2—64 blastomeros

N° total de huevos x 100

Porcentaje de fecundacion =

Porcentaje de eclosion

Seleccionar 150 huevos viables de la probeta
e incubarlos (19 °C) por triplicado en vasos
precipitados de 500 mL por40horas, dependiendo
del estadio de desarrollo embrionario en el que
se encuentre durante su coleccion.

Evaluar, el nimero de larvas vivas con la utili-
zacion de un estereoscopio y aplicar la siguiente
férmula (CARRERA ef al., 2018):
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N° larvas vivas

100

Porcentaje de eclosion =

Realizar, ademas, la medicién de la longitud to-
tal de 30 larvas recién eclosionadas colectadas
al azar y previamente anestesiadas con MS-222
(250 mg/L), con la utilizacion de un microscopio
optico acoplado a una camara digital y el pro-
grama de imagenes.

Utilizar las mismas larvas para estimar el peso
seco, colocandolas sobre pocillos de papel alu-
minio prepesados y posteriormente secarlas en
una estufa a 60 °C durante 24 h. Finalmente,
registrar el peso en una balanza de precision de
6 decimales y calcular la diferencia entre el peso
final y el peso inicial (Castro et al., 2021).

Indice de supervivencia larval (ISL)

Determinar la calidad de larvas a través de su
tolerancia a la inanicion, para ello, se realiza la
prueba del indice de supervivencia larval (ISL)
de acuerdo con SHimMmA & Tsujicapo (1981).

Utilizar 3 réplicas de 30 larvas recién eclosiona-
das y distribuir en vasos precipitados de 1 L.

Contabilizar diariamente la mortalidad acumu-
lada y aplicar la siguiente formula:

k

1 .

ISL = NZ(N —h;) *i
=

Doénde:

N = Numero total de larvas.

hi = Mortalidad acumulada en i-th.

k = Numero de dias transcurridos hasta que

todas las larvas mueren debido a la inanicion.

El ISL también indica la mortalidad acumulada
al dia 3 post-eclosion. Este es un indicador poten-
cial de calidad, debido a que indica la calidad de
reservas endogenas contenidas en el saco vitelino
y el potencial de supervivencia intrinseca de la
larva (GimENEz et al., 2006).
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- x
N° larvas vivas + n° larvas muertas + huevos remanentes

indice de tolerancia a la temperatura (ITT)

Evaluar la calidad de las larvas al finalizar la eta-
pa de alimentacidn con rotiferos (20 DDE) segun
la metodologia de DHERT et al. (1992) que consiste
en someter a las larvas a una prueba de resisten-
cia a la temperatura, en este caso se utiliza una
temperatura maxima de 32 °C.

Colocar vasos de precipitado de 500 mL con agua
de mar dentro de un recipiente rectangular de 80
L con agua de mar (bafio maria). Para mante-
ner la temperatura del agua constante y a 32 °C
dentro del recipiente, se utiliza un calentador de
1000 watts.

Alcanzar la temperatura seleccionada y luego co-
locar 5 larvas del tanque a evaluar (por triplica-
do) dentro de cada vaso precipitado.

Colocar paralelamente 5 larvas del tanque a eva-
luar (por triplicado) dentro de cada vaso precipi-
tado a la temperatura de cultivo 19 °C (control).

Registrar la mortalidad cada 5 min durante 120
min. Las larvas se consideran muertas si se obser-
van opacas, con el cuerpo doblado y no respon-
den a un toque suave en la cola (FUENTES-QUE-
sapA & Lazo, 2018). El indice de tolerancia a la
temperatura (ITT) se calcula sumando las mor-
talidades acumuladas registradas en la ficha del
Anexo 3.

4. TERMINOS Y DEFINICIONES

Siguiendo la Norma Técnica (2003) se dan las
siguientes definiciones

Desove, expulsion de évulos de manera natural
o artificial.

Eclosion, etapa de desarrollo en la cual el embrion
rompe y abandona las membranas del huevo.

Embridn, el periodo embrionario comienza des-
pués de la fertilizacion, con la fusion de los dos
prontcleos del cigoto (cariogamia), o en organis-
mos partenogénicos o ginogenéticos, con el des-
encadenamiento de la divisidn celular y termina
con el primer estado larval definido.
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Fertilizaciéon, en embriologia, conjunto de pro-
cesos fisicoquimicos que intervienen en la fecun-
dacion y formacion del cigoto. En piscicultura,
tratamiento especifico de los productos sexuales
para lograr la fecundacion y descendencia.

Huevos, célula resultante de la union de dos ga-
metos: un 6vulo y un espermatozoide.

Larva, estadio del ciclo bioldgico en el que el in-
dividuo acudtico comienza a alimentarse exter-
namente hasta el inicio de la etapa de alevinaje
o juvenil.

Mortalidad, proporcién, indice o tasa de
individuos muertos en relacion con los
organismos vivos de una poblaciéon en un
periodo de tiempo.

Tolerancia, i) a una enfermedad, la capacidad
de un organismo de controlar los efectos pato-
genos de una infeccidn, ii) a un antibiotico o me-
dicamento: capacidad de un microbio de evadir
el efecto destructivo de un antibiotico. Esto pue-
de surgir de cambios en las propiedades antige-
nas del microbio.
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ANEXO 1

#

Figura 1.- a) Colectores de huevos de los tanques de cultivo acoplados a sistema de recirculacién de agua de mar, b)
Evaluacién del porcentaje de fecundacion en las lunas de reloj, c¢) Evaluacion de la fase del desarrollo embrionario
de los huevos, d) Evaluacion del indice de tolerancia a la temperatura de las larvas de chita de Anisotremus scapularis
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ANEXO 2

Tabla 1.- Ficha de evaluacion del desempenio reproductivo y calidad de los huevos y larvas de
reproductores de chita Anisotremus scapularis de primera generacion F1

Proyecto: “Desempeiio reproductivo y calidad de huevos de la primera generacion (F1) de chita Anissotremus scapularis

para la produccién de semilla de calidad con una proyeccion a escala comercial de esta especie” CONTRATO-005-2021- &‘ ‘INMALB EE
ProCIENCIA B
FECHA HORA Sistema: Sistema:
TI@A) [ TI®)] TIO] T24) [ 26 ] T2 | TiA) | TIB) | TI© | T2(0) | T2(8) | T2(0
% fecundacion: HF/HT (1 mL) \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
ESTADIO EMBRIONARIO
Peso H/VIABLES (g)
Peso HN/VIABLES (g)
N° HUEVOS/ (g)
HUEVOS (mL)
© HUEVO (um) N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM =
9 GOTA OLEOSA (um) N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM =
© LARVA ECLOSIONADA (pum) N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM = N=30, PROM =
ECLOSION (LE)
LM)
SAIL (LM) 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
ANEXO 3

Tabla 2.- Ficha de evaluacién del indice de tolerancia a la temperatura de larvas de chita Anisotremus
scapularis de primera generacion F1

Proyecto: “Desempeiio reproductivo y calidad de huevos
oy b de la primera generacion (F1) de chita Anissotremus
IENCIA scapularis para la producciéon de semilla de calidad con

una proyeccion a escala comercial de esta especie”
CONTRATO-005-2021-ProCIENCIA

B a
C

=

Larvas muertas (acumulado)
Desove: Desove: Desove:
Tanque: Tanque: Tanque:
Rl R2 R3 C1 C2 C3 R1 R2 R3 C1 C2 C3 R1 R2 R3

Tiempo
(min)

Cl C2 C3

0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
105

115
120
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