1A

Universitat
Autonoma
RECERCA | TECNOLOGIA

AGROALIMENTARIES

de Barcelona

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES EN ACIDOS
GRASOS ESENCIALES Y ORGANOGENESIS DE
LA LARVA DEL LENGUADO SENEGALES,
Solea senegalensis (Kaup, 1858)

TESIS DOCTORAL

Mireia Villalta Compte
Barcelona, 2007







UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
FACULTAT DE VETERINARIA
DEPARTAMENT DE BIOLOGIA ANIMAL, DE BIOLOGIA

VEGETAL I D’ECOLOGIA

TESIS DOCTORAL

REQUERIMIENTOS EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES Y

ORGANOGENESIS DE LA LARVA DEL LENGUADO

SENEGALES, Solea senegalensis (Kaup, 1858)

Mireia Villalta Compte






Memoria presentada por:
Mireia Villalta Compte

para optar al grado de Doctor

DIRECTORES DE TESI:
ALICIA ESTEVEZ GARCIA

FRANCESC PADROS BOVER

El trabajo experimental de esta Tesis doctoral ha sido realizado en el

Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA)






Dra. Alicia Estévez Garcia investigadora del Centre d’Aqiiicultura de I'Institut

de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries.

Dr. Francesc Padrds Bover responsable del servicio de Diagnostic Patologic en

Peixos de la Universitat Autonoma de Barcelona.

CERTIFICAN:

Que la memoria titulada: Requerimientos en acidos grasos esenciales y
organogénesis de la larva del lenguado senegalés, Solea senegalensis (Kaup,
1858), presentada por Mireia Villalta Compte, describe el trabajo de Tesis
realizado bajo su direcciéon y, considerando que retine todos los requisitos
legales, autorizan su presentacién y defensa para optar al grado de Doctor en

Acuicultura por la Universitat Autonoma de Barcelona.

i,
—

Dra. Alicia Estévez Garcia Dr. Francesc Padrés Bover






Agradecimientos

Als meus pares.



Agradecimientos

II



Agradecimientos

Primero quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a la Dra. Alicia
Estévez, directora de este trabajo. Siempre aprecié su honestidad, su
predisposicion permanente e incondicional por aclarar mis dudas, su amistad.
Me siento privilegiada por haber podido ser tu estudiante.

Y no menos importante para este trabajo ha sido el Dr. Francesc Padros,

el cual asumié la co-direccion y me dedicé parte de su valioso tiempo.

A T’Ageéncia de Gestié d’Ajuts Universitaris i de Recerca (AGAUR) de la
Generalitat de Catalunya, pel finangcament atorgat a través de la concessié d’'una
beca predoctoral per a la formacié de personal investigador.

A Porcellet S.L., pel suport economic desinteressat en aquests ultims

mesos en que no he gaudit de beca.

I'm most grateful to Dr. J. Gordon Bell and Dr. Matthew P. Bransden,
both of them gave me very useful ideas and comments for my work and
answered so kindly and thoroughly my questions. They made many
contributions to making the papers a reality.

All the biochemical analyses were carried out at the Unit of Aquaculture
Nutrition (Institute of Aquaculture), University of Stirling. I wish to express my
gratitude to the staff and especially to James Dick, Fiona Strachan and Dr. Jim
Henderson for the help provided as well as their encouragement during my

work there.

Al Dr. Pedro Cafavate y a al Dra. Victoria Anguis (IFAPA “El Torufio”

(Cadiz)), quienes generosamente me donaron los huevos de Solea senegalensisy

III



Agradecimientos

sin los cuales este trabajo no se hubiera podido llevar a cabo. Aunque no tenga el

placer de conocerles quiero hacerles participes de mis agradecimientos.

Als companys del Departament de Biologia de la Facultat de Veterinaria

de la UAB, per acollir-me en les temporades en que envaia el seu laboratori.

Hi ha un grup de persones que ha estat fonamental per al
desenvolupament d’aquesta tesi, son tots els meus companys de 'IRTA. En
particular vull agrair a Joaquin, Magda, Gloria, Noelia, Rafel i Xavi el seu ajut en
el cultiu larvari, en 'obtenci6 de les preses vives i en el manteniment dels tancs
i dels cubilets. A Olga, per la seva inestimable ajuda en els moments en els que
em sentia desbordada, gracies a ella vaig poder realitzar tot el treball en els dies
de mostreig. A les companyes de la sala de becaries Gemma, Mar, Merche i
Noelia. A Maria amb qui he compartit un munt de confidéncies; per haver
mantingut la nostra amistat en els moments bons i no tant bons; per haver estat
quan 'he necessitada. A tots els demés, que amb les seves constants mostres

d’interes i suport em van ajudar dia a dia.
I per dltim i sobretot a Joan, per la seva comprensid i paciencia durant
tots aquests anys, per confiar en mi incondicionalment i per aguantar totes les

meves “neures’. Mai podras imaginar tot el suport que m’has donat.

A tots, moltes gracies!!

IV



Indice

PROLOGO........ouoeiierisssissssnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 1
1. INTRODUCCION.......cc..coovsvvmsvinsssisssnssssnssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 5
1.1. Generalidades sobre el lenguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858)........ 7
1.1.1. Taxonomia y distribucidn geografica..........cccecerueruirriruirresirinencsiscsncsacnenn. 7
1.1.2. Morfologia eXterna........c.cocceeruiririnininininininiscsesesesessssesssssessessessessene 8
1.1.3. BIOIOGIA «..ecuveniniiiiiniiiiiiciticncscccssc ettt s ne 9
1.2. Situacién del lenguado senegalés en la investigacién y la acuicultura................ 11
1.3. Métodos para la obtencién de larvas de lenguado senegalés............c..ccecureuerunenee 14
1.3.1 Incubacién de 10s hUevos.........ccoevvviriiiniiininiiiiciiccccseeaenen 14
1.3.2. Cultivo 1arvario ........cccceeeeieecinieiciicceneccentet ettt 14
1.3.3. Alimentacion larvaria .........c.cceeevvcnicnincnininiininiieeenes 15
1.4. Los 4cidos grasos en la alimentacién de peces marinos............ceceeveereeiersnennnenne 18
1.4.1. BiOSINEESIS.....cuviriiriiriitiitiitiitiitiiiininr s as 18
1.4.2. Funciones de los dcidos grasos poliinsaturados .............cecceueruerucrucrucsucsuesnennes 21
1.5. Despigmentacion en peces planos..........ccecevereirierreninninniinineninienneneneneenen 23
1.6. Estudios dOSIS-TESPUESLA .......cceerverruerenuereeerrnerennerennessseressesseesssessssesensessnesssnessnnens 25
1.7. Estudios histolégicos de desarrollo y organogénesis en larvas de peces
PLATIOS ..ttt ettt s s et s e s n s e e s e n e s e e e sa e s neseneesnesans 27
2. MATERIAL Y METODOS COMUINES............cocevvrrrerrernsnsassssssssssasssssssasssssssnses 29
2.1. Preparacién de emulsiones para enriquecimiento ..........ccccceeceeveeenueeserccesecnneenes 31
2.2. Enriquecimiento PIeSAs VIVAS........ccererrreerrueriruesseesssesessessssesssesesessssssssesssesssssns 32
2.2.1. Enriquecimiento de YOtiferos ..........ccceeerrerrersueeerneesessuesesseesesssesesssessesnes 32
2.2.2. Produccidén y enriquecimiento de nauplios de Artemia.................ccceueueee. 33
2.3. Cultivo Jarvario ........ccoeeieiiniinininiiicinrc s 34
2.3.1. Condiciones fisicO-qUIMICAS........ccccererrtrrerriersinnienereeerentee st 35
2.3.2. Alimentacion larvaria ..........cccceeeeieeciniencnnieneneeeece et 36
2.3.3. MUESLIEOS .....ccevreriiriiriiriitiiniisinsiesiesiestestsstessessessessessessessessessessessessessessessessenses 37
2.4. Andlisis de HPidos.......cceevereruerereennireieeeieeereeeneeeneseseeeseeeeseeseeessnesesneseneessnesans 39
2.4.1. Extraccidn de 1ipidos totales..........cccerureerrerrernueererneenensuenesseesesssessesssessesnnes 39
2.4.2. Preparacién y purificacion de los ésteres metilicos de los dcidos grasos
(FAMES).......oeeeeeeeeeeeseeeesseesssessseesssasssssssssssessssessessssesssssssassssesesssssessesesssssssssees 40



Indice

2.5. Analisis de €icOSANO0Ides.........cccceeirruirrueriieniiriiiicneet ettt 42
2.5.1. Extraccién de eicoSanoides..........c..cooeririrenirenininininenencnesesesessessessens 42
2.5.2. Andlisis pOr INMNUNOENSAYO ......cccceirrirriririnirisiniiisesessessessessessessessessessens 43

2.6. Métodos hiStOlOZICOS......cccueruireriiiieiiiiiiitiinencrce e ae s 44
2.6.1. Técnica en parafina...........cocceeerienirccininncniecnece ettt 45
2.6.2. Técnica de inclusion en resina plAStica .........ccccceveeeerreerserscnerccnneescnseecaenes 46

3. OBJETIVOS......uuovuiieiiniinitiiitsctesstsseesctessstssssssssessstsssssssssessssssssassssessssesssasans 49

4. CAPITULO I: Cultivo larvario del lenguado senegalés sin necesidad de

utilizar rotiferos.....c.ccoevviiviniiiiiiiiiii e 53

4.1. INtrOdUCCION........eiiuiiriiiiriiiictctctneet ettt sr st s sne b ssa e 55

4.2. Material y MEtOdOs........ccevuereiririiiiiiiiniiniieiencnrcse e sae s 56
T TR I T 56
4.2.2. Condiciones de CultiVo..........ccceeerreeririeentincninsenteseetecse et 56
4.2.3. AlIMENACION.....cuevuieiririiiiiicieneneseseesstsesse st se s s esse e s 57
T L= (= o 58
4.2.5. EStadiStiCa......ccccevueeuerneerineeiiiiestiecst ettt et 59

4.3. ReSUILAdOS ......cooiiiuiiiiiiiiieeiectete ettt ettt s 59

4.4, DISCUSIOM .....ueiiuiiiiiiiiiiitiieeritent sttt s st s et st e s st s sae st e s st s saessnaesssasans 63

5. CAPITULO II: Las presas vivas enriquecidas en ARA provocan albinismo en

las larvas del lenguado senegalés ............cceceeeirvirnineiniiniininnenciececeeene 69

5.1, INtrodUCCION........eivuiiiiiiiiiiniitctntnectce et e st aesa e 71

5.2. Material y MEtodos........ccovueriiriiiiininiiniiiiiiicnicnrce e 73
5.2.1. Emulsiones eXperimentales..........cccecueererruerernueeesseessessuesesssessesssessesssessesnes 73
5.2.2. Enriquecimiento de 1as presas Vivas........c..cooceeverneerernenennennenncnneesesneeenenes 73
5.2.3. Cultivo 1arvario .........cccceveeiiiiiniiinininininiccee e 75
5.2.4. Andlisis de HPidos ......ccceeveerureersernennienennienensieeenseesessnessesssessesssessssssessesnnes 77
5.2.5. EStadiStiCa.......cceeerurruirieiiricitiecntecetecetc sttt 77

5.3. ReSUILAdOS ......coviiiuiiiiiiiiiiiietrcte ettt ettt s 78
5.3.1. Composicidén lipidica de las presas vivas ........ccccoceeververernererccnneeccsseecacnne 78
5.3.2. Efectos sobre 1as 1arvas..........cocceveeirininininininininincncnccceeeeenns 79
5.3.3. Efectos de la dieta sobre la composicién de lipidos y 4cidos grasos de los
tejid0S 1arvarios........coccvueruiruiruiiiiinicce s 83

5.4. DISCUSIOMN......eeiiuiiiiiiiiiiiiiiiinitcnet ettt st e st s sae s sbessa s saesesaesssasans 89



Indice

6. CAPITULO III: Distintas concentraciones de DHA en la dieta provocan
efectos en el crecimiento, en la supervivencia y en el perfil de acidos

grasos de los tejidos de las larvas del lenguado senegalés..............cccevueneennee. 101
6.1. INtrodUCCION........eiriiiiiiiiiiiiintctctceecrct ettt resa e s 103
6.2. Material y MEtOdOs........covuervuiiiineiiiiiiiinicnectcteeesrese et 104
6.2.1. Emulsiones experimentales..........ccccecueererrueerersrennernressessesseesessuessesseessessaens 104
6.2.2. Enriquecimiento de 1as presas Vivas.......c..ccccceveererneenennecnenneesscsneesesneesnenas 106
6.2.3. Cultivo 1arvario .........cocceveeiiiiiniiininininiccte e 106
6.2.4. Andlisis de HPIidos ......cccceeverrueeerreeninniensersuenerseeessseestessessnessessuessesssesseseens 108
6.2.5. EStadiStiCa......c.ceeueririuiririeeniieeteentecstee ettt 108
6.3. ReSULLAdOS ......coruiiuiiiiiiiiiinieeee ettt et 109
6.3.1. Composicién lipidica de 1as presas vivas ..........coceeevererenencncsenesenenenne 109
6.3.2. Efectos sobre 1as 1arvas..........cccceeeivininininininininincntcccnceesneene 109
6.3.3. Efectos de la dieta sobre la composicién de lipidos y dcidos grasos de los
t€jid0S 1arvarios........cocevuiruiruiririniiicc s 111
6.4. DISCUSION .....ceiruiiiuiiiitiiiintinete ettt sttt et s sb e st e ssae s sb e s naessnas 115

7. CAPITULO IV: Efectos del EPA sobre el crecimiento, la supervivencia, la
pigmentacioén y la composicién en dcidos grasos de las larvas del lenguado

SENEGALES ...ttt 127
7.1, INtrOdUCCION.....cviruiinriririniitcictint s 129
7.2. Material y MEtodos........cocevueriiruinininiiiiiininiiicicen s eaens 130
7.2.1. Emulsiones experimentales............cceoeeerririeineenenneenenneenenneescsseesesseessenns 130
7.2.2. Enriquecimiento de 1as presas Vivas..........ccccceveererneenenneenenneesncsseesesneesnenas 131
7.2.3. Cultivo Jarvario.........coecvveincniiinniiiiniciiicceeee e 133
7.2.4. Andlisis de Hpidos .........cecceeireeiiiieiiicciiecneeneeceee e 135
7.2.5. EStadiStiCa.....cc.ceeueeuireuiiirienticeteent ettt st s 135
7.3. ReSUILAdOS ......coueruiiiiiiiiiiiiceiceteee ettt ettt 136
7.3.1. Composicién lipidica de 1as presas vivas ..........cocevevevuerencsncrenncnniesscninscnens 136
7.3.2. Efectos sobre 1as 1arvas...........ccceceeeeiieiinienciniincnccnceneeneceseene 136
7.3.3. Efectos de la dieta sobre la tasa de pigmentacion............cecceevueruvrucrucrucnne 140
7.3.4. Efectos de la dieta sobre la composicién en lipidos y dcidos grasos de los
tejidos de 1as Jarvas ........coceeveeeiiieniiiciec e 140
7.4, DISCUSIOML....ccuviiuriiniinniitiiiiitintesnce e es s e s s b e ssse s s esansbessnens 144

VII



Indice

8 CAPITULO V- El 4cido araquidénico, la relacion ARA/EPA, el 4cido
esteariddnico y los eicosanoides, estdn implicados en el albinismo inducido

270) o - 1< - PSSR PRRRRRR 149
8.1, INtrodUCCION........eivuiiiiiiiiiiiiintctct ettt 151
8.2. Material y MEtOdOs.......ccevueruiriiiiiiiiiiiienecnectcescnreseese s 153
8.2.1. Emulsiones experimentales..........cccceeueeerrueerersnennersnenseesessnesesseesesseessessaens 153
8.2.2. Enriquecimiento de 1as presas Vivas.......c..ccccceveererneenerneenenneenscsneesesnnesenas 156
8.2.3. Cultivo 1arvario .........coceeeirininiiininininiicc e 156
8.2.4. Andlisis bIOQUIMICO.....c.ccererrureerruererrrerirsreetrsreetessestessesstessessuessesssessesnens 158
8.2.5. EStadiStiCa.....cc.ceeueruireueriieentiiceteeenteeet ettt st s 159
8.3. ReSUILAdOS ......eeruiiuiiiiiiiiieeeeie ettt 159
8.3.1. Perfil de 4cidos grasos de las emulsiones y de la Artemia....................c...... 159
8.3.2. Efectos sobre 1as 1arvas..........cccceeveiinininininiiinininccncceeeene 161
8.3.3. Bioquimica 1arvaria.........ccceceeeeriiieiniencnincnteenteesee e 162
8.4 DiSCUSION......ueiiuiiieiiiitiicntctte ettt ettt a s a e s aa e nas 164
9. CAPITULO VF Estudio morfoldgico e histolégico del desarrollo larvario del
lenguado senegalés...........ccccevuirruiniiiiiiiiiiniie e 173
9.1. INtrOdUCCION........eiiuiiiiiiiiiiiicntctct ettt st aesa e e s s 175
9.2. Material ¥ MEtOdOS.......ccevuerueriieiiiiiiiienieeieeteet ettt st sae s e e e es 176
9.2.1. Estudio cuantitativo del desarrollo de la gldndula tiroides..............ccceucu.e. 178
9.3. ReSUILadOS .......covuiiuiiiuiiiiiiiiiiiiitctcicercct s 178
9.3.1. TEGUMENLO .....uveiuiiniitiitiiiit ettt sb s b s 178
9.3.2. SiStema YeSPITatOTiO.......ccovereurerruerruerisreeseessaeiisteeeesssessstessesssesessesssesssessssenns 182
9.3.3. Pseudobranquia.........ccceeueeeereeeersuenersuenersnessesssesseessesssessessesssesssessesssessesnes 184
9.3.4. Tracto digestivo, reservas endégenas, higado y pancreas..........cccceuvrueuennee 184
9.3.5. Organos eNAOCIINIOS «.....cuvereerrrerseresssssssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 185
9.3.5.1. Islotes de Langerhans...........ccccecevirenineninincncninincncnescnscssessessens 185
9.3.5.2. Gldndula tiroides .........ccccervuererreersirieniicntecetees e 188
9.3.5.3. Corpuisculos de StanniUs.........cccceerereeeerersreeseecreesresessnessesseessessaessessnens 188
9.3.5.4. Tejido interrenal y células cromafines.........c.coccevevirincncncncncnncnncn. 188
9.3.6. RifiON EXCTELOT .......evieueirriiniiiienitiitenecsee sttt aesaesst e ssessaessnesnee 190
9.3.7. Organos HNfOIdes ..........c.ceuveueruereersrreeneeessssssesensssssessssassssesssssssessessessssanes 191
9.3.7.1. Tejido hematopoyético renal...........cccceveveririninininincncncncncnnennns 191
0.3.7.2. BAZO ...ttt ettt nean 192
B0 T8 T 1 13T SN 193



9.3.8. Corazdn y principales vasos SANGUINEO0S.........cccceerrereresesesesesesessesessens 194
9.3.8.1. COTAZOM........couviriiriniiiectctecc e 194
9.3.8.2. Principales vasos SAangUineos............cooeererrerrisresesisisisesesesessessessens 196

9.3.9. Vejiga Natatoria .......ccccevveruerruinuiinuiniinicniinicntisicstessestesseseessesssessesssessessaens 196

9.3.10. Encéfalo y 6rganos de 10s sentidos ...........ceeevuevuiruinininininininincnenennene 197
9.3.10.1. ENCEfAl0 .....cnieiririniiiiiitnntci s 197
9.3.10.2. NeUTOMASLOS .....cueerrrriirierieiirierierieieeeieeesiessesesessessessessessessessessenses 200
9.3.10.3. Epitelio OlfatiVo ........cccccereuererreririeenircenteceeteceetese st 201
9.3.10.4. Vesiculas GtiCas .........ccruruerrrirririnrisuiisseinsissiissessisseessessesessesssesnes 201
9.3.10.5. OJOS...cuiiuiiiiriiriitiiiitintinin e ae s 201

9.4, DISCUSION....cuevurinririrtirniiniiiiiinintst ettt sae s sas s sbessesaessnesnens 204
10. CONCLUSIONES............oouvuvvivsrinuiniiiniiirissniseessessssssesssesssssssssssssessssssssssssssesns 235
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........oecoeeeereeererereseriserisserissesssessssesassnes 239
T2, ANEXOS........oovuiiiuiiiniininiiiitiitesctesatssetsetes st sssss s se st s st sssse st sssatsessessnsassnas 275

IX



Indice



Abreviaturas

ACHhE: acetilcolinesterasa

ACTH: adrenocorticotropina

o-MSH: hormona estimulante de los melanocitos

APROMAR: Asociaciéon Empresarial de Productores de Cultivos marinos

ARA: 4cido araquidénico, 20:4n-6

BHT: butilhidroxitolueno

BW: peso corporal

C: cloroformo

CA-IRTA: Centre d’Aqiiicultura-Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries

COX-2: cicloxigenasa-2

DHA: 4cido docosahexaenoico, 22:6n-3

DM: materia seca

DPA: 4cido docosapentaenoico, 22:5n-3

dph: dias después de la eclosion

DW: peso seco

EFA: acido graso esencial

EPA: acido eicosapentaenoico, 20:5n-3

FA: acido graso

FAME: éster metilico de 4cido graso

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién

GLA: dcido gamma-linolénico, 18:3n-6

HUFA: acido graso altamente insaturado

IEM: Indice de Migracién del Ojo

IFAPA: Instituto Andaluz de Investigaciéon y Formacién Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccién Ecolégica.

JACUMAR: Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos

L: luz

LA: 4cido linoleico, 18:2n-6

LNA: 4cido linolénico, 18:3n-3

M: metanol

MS-222: metanosulfato de tricaina

MUFA: acido graso monoinsaturado

O: oscuridad

OA: 4cido oleico, 18:1n-9

PG: prostaglandina

PUFA: acido graso poliinsaturado

SD: desviacion estandar

SDA: acido estearidénico, 18:4n-3

SFA: 4cido graso saturado

SGR: Tasa Estandar de Crecimiento

TFA: 4cido graso total

TLC: cromatografia en capa fina

XI



XII



PROLOGO






Prélogo

La acuicultura se define, seguin la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), como el “cultivo de organismos acudticos,
propiedad de una persona fisica o juridica, situados en dreas de tierra o costeras
mediante técnicas que permiten aumentar la produccién”.

La acuicultura es una actividad milenaria procedente de China, donde
hace 5500 afos se empezd a desarrollar mediante el simple mantenimiento de
carpas en estanques naturales de agua dulce. Esta actividad se fue desarrollando
y expandiendo a lo largo de los siglos, hasta que hoy en dia se puede afirmar que
se ha convertido en el sector de mayor crecimiento dentro de la produccién de
alimentos de origen animal, pasando de proveer un 3,9% del suministro mundial
de pescado, crustaceos y moluscos en el afio 1970, a un 29,9% en el afio 2002!.
Desde 1970 el sector de la acuicultura ha logrado un crecimiento medio anual
del 8,9%. Durante ese mismo periodo los sistemas de produccién de carne en
tierra han experimentado un aumento medio anual de 2,8% y la pesca extractiva
solo un 1,2% al afio'. Hoy en dia, China sigue siendo el mayor productor de
pescado del mundo, tanto mediante la pesca extractiva, donde alcanzan unas
capturas de 16,6 millones de toneladas al afio, como en la acuicultura, donde su
producciéon es de 27,7 millones de toneladas, centradas principalmente en
especies continentales!.

El aumento del consumo de pescado per cdpita y el crecimiento de la
poblacién han hecho que el consumo mundial de pescado pase de 28 millones de
toneladas en el afio 1961 a 93,3 millones de toneladas en el 2001!. En muchos
paises se prevé que estd tendencia seguird aumentando en los préximos
decenios. Asi, solo el crecimiento de la acuicultura podra satisfacer esta

demanda creciente en cuanto a productos de la pesca, ya que se prevé un
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estancamiento o lento crecimiento de la producciéon mediante la pesca de
captura, debido principalmente a que la mayoria de los caladeros se encuentran

sobreexplotados y algunas especies al borde de la extincién.

I FAO, UNESCO (2002). Informe SOFIA “El Estado mundial de la pesca y la

acuicultura’. http://www fao.org
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1.1. Generalidades sobre el lenguado senegalés (Solea senegalensis Kaup,
1858)

1.1.1. Taxonomia y distribucién geogréfica

El lenguado senegalés pertenece al orden Pleuronectiformes (Tabla 1.1),
que engloba a los comtinmente denominados “peces planos” y es el tinico orden
dentro de los vertebrados cuyos individuos presentan una simetria bilateral
alterada. Dentro de este orden se incluye la familia de los soleidos, cuyos
integrantes se caracterizan por presentar un hocico redondeado y la boca en
posicién infera. La familia de los soleidos (Soleidae) estd compuesta por 22
géneros y 90 especies (Nelson, 1994). El lenguado senegalés pertenece al género
Solea, dentro del cual se engloban 10 especies: Solea aegyptiaca, S. bleekeri, S.
elongata, S. fulvomarginata, S. kleinii, S. humilis, S. ovata, S. senegalensis, S.
soleay S. stanalandi (Fishbase, 2007). Existen otros dos sinénimos para nombrar
a S. senegalensis. S. melanochira (Moreau, 1874) y S. cleverleyi (Gilchrist, 1906)
(Fishbase, 2007).

La primera cita en la que se hace referencia a esta especie en el
Mediterraneo corresponde al afio 1920, cuando ejemplares capturados en varias
localidades (Andratx, Palamds, Sant Carles de la Rapita i Vinaros) fueron
identificados como pertenecientes a la especie S. melanochira (Moreau, 1874)
(Sostoa, 1990).

Actualmente se considera que el lenguado senegalés se distribuye
en el Océano Atlantico a lo largo de la costa este, desde Senegal hasta La

Rochelle (Francia), y en el Mar Mediterraneo, a lo largo de las costas de Espaia,
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costas del norte de Tinez y Golfo de Ledn (CIESM, The Mediterranean Science

Comision, 2002).

Superclase: GNATOSTOMADOS (Gnathosmata)
Clase: Osteictios (Osteichthyes)
Subclase: Actinopterigios (Actinopterygii)
Infraclase: Actinopteros (Actinopteri)
Superdivisién: Neopterigios (Neopterigii)
Divisién: Halecdstomos (Halecostomi)
Subdivision: Teledsteos ( Teleostei)
Orden: Pleuronectiformes (Pleuronectiformes)
Familia: Soleidos (Soleidae)
Genero: Solea

Especie: senegalensis

Tabla 1.1. Posicién sistematica del lenguado senegalés.

1.1.2. Morfologia externa

La talla media de un ejemplar adulto de lenguado senegalés es de 45 cm,
aunque en ocasiones pueden llegar a medir 60 cm (Abellan y Basurco, 1999). Los
individuos presentan sexos separados sin caracteres externos diferenciables. Su
cuerpo es plano y oval, con los dos ojos en el lado derecho. La aleta dorsal se
inicia por delante de los ojos, sobre el neurocraneo, y junto con la anal se
extienden practicamente por toda la periferia del cuerpo. La aleta caudal estd
totalmente separada de la dorsal y de la anal. La aleta pectoral del lado ocular
presenta una membrana interradial negra, caracter diferencial que permite

distinguir esta especie del lenguado comun S. solea, que presenta un punto
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negro similar pero en la zona posterior de la aleta (Ben-Tuvia, 1990). La boca
es semicircular y pequeiia, situada en una posicion infera, debajo del borde
inferior del ojo derecho (JACUMAR (Junta Nacional Asesora de Cultivos
Marinos), 2006). La coloraciéon del lado ocular es normalmente marrdn,

variando de oscuro a claro y adaptindose miméticamente al entorno

Figura 1.1. Ejemplar de lenguado senegalés adulto (Imagen cedida por Agulleiro, M.]J.).

(Figura 1.1). Presenta una serie de ocelos de color azul y tamafio variable, que se
disponen en filas longitudinales a lo largo del cuerpo y desaparecen después de

la muerte (Abellan y Basurco, 1999).

1.1.3. Biologfa

El lenguado senegalés es un animal de hébitos benténicos, vive en fondos
arenosos, cercanos a la costa y hasta una profundidad de 100 m. Presenta unos
habitos alimentarios muy especializados basados principalmente en organismos
bentdnicos como poliquetos, principalmente Hediste diversicolor, moluscos
bivalvos, principalmente Scrobicularia plana o pequefios crusticeos
(tanaideaceos, isépodos, anfipodos y decapodos) como Corophium spp. (Abellan

y Basurco, 1999; Cabral, 2000; Sa et al., 2003) y en algin caso vertebrados
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(anguilas) (Garcia-Franquesa et al., 1996). Es una especie gonocoérica y de
acuerdo a lo descrito por Dinis et al. (1999), las hembras maduran a los tres afios
de edad, cuando su longitud alcanza aproximadamente los 32 cm. La época de
puesta se localiza principalmente en los meses de marzo y abril, aunque puede
extenderse hasta el mes de junio (Dinis et al., 1999), la fecundidad media de las
hembras es de aproximadamente 500.000 huevos kg!. En ejemplares mantenidos
en cautividad también se han obtenido puestas naturales en otofio, aunque de
volumen considerablemente inferior a las obtenidas en primavera (Anguis y
Canavate, 2005). Tanto en primavera como en otofo, la mayoria de las puestas
se obtienen dos o tres dias después de registrarse cambios en la temperatura del
agua (subidas superiores a 2,5 °C) (Anguis y Cafavate, 2005). El diametro de los
huevos en el momento de la puesta varia entre 929,6+0,01 um y 960,6+0,03 pm
(Dinis et al., 1999), siendo en algunos casos de hasta 962,8+51,9 um (Mourente y
Vazquez, 1996), disminuyendo a medida que la época de puesta avanza (Dinis et
al., 1999). La incubacién se lleva a cabo a una temperatura alrededor de 19 °C
(Canavate y Ferndndez-Diaz, 1999; Dinis et al., 1999). La larva eclosiona
después de 48 h de incubacién a 17 °C o a las 36 h si la incubacién se realiza a
20°C (Dinis y Reis, 1995) con una longitud aproximada de 2,4+0,1 mm
dependiendo asimismo del tamaiio inicial del huevo y de la calidad de la puesta
(Dinis et al., 1999). Tanto las larvas como los huevos son planctdnicos, sin
embargo tras varios dias de vida plancténica en los que la larva se alimenta del
zooplancton existente (en la naturaleza principalmente copépodos) el cuerpo va
perdiendo paulatinamente su simetria bilateral, adopta una forma plana y uno
de los ojos, el situado en el lado izquierdo, comienza la migracién hacia el lado

derecho. Este proceso, conocido como metamorfosis y que en el lenguado
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senegalés dura aproximadamente una semana, generalmente se lleva a cabo
desde el dia 11 al dia 19 después de la eclosién, siempre dependiendo de la
temperatura del agua que influye tanto en el dia de comienzo como en la
duracién de la misma. La metamorfosis termina cuando la larva comienza a
migrar y a pasar cada vez mas tiempo en el fondo, variando tanto sus habitos

alimentarios como su nicho ecolégico.

1.2. Situacién del lenguado senegalés en la investigacién y la acuicultura

El interés por el cultivo del lenguado data de finales del siglo XIX,
cuando se publicaron los primeros trabajos sobre la biologia (Cunningham,
1890) y métodos de cultivo (Fabre-Domergue y Biétrix, 1905) del lenguado
comun (Solea vulgaris). Pero no es hasta 1970 cuando la investigacion sobre esta
especie alcanza su punto culminante con la publicacién de un mayor numero de
trabajos (Bromley, 1971, 1977; Alderson y Howell, 1973; Fluchter, 1973; Ramos,
1977; Fuchs, 1978; Fonds, 1979). Sin embargo, a pesar del esfuerzo investigador
llevado a cabo en la década de los 70, el cultivo del lenguado no alcanzé nunca
la escala comercial, ya que los problemas que planteaba la especie a nivel de
alimentacién y patologias no pudieron resolverse con la tecnologia con que se
contaba en la época (Howell, 1997). Como consecuencia, el esfuerzo
investigador y la inversién comercial de los afios ochenta se centrd en especies
menos problemadticas, como la lubina (Dicentrarchus labrax) o el rodaballo
(Scophthalmus maximus) (Howell, 1997). Durante los afios noventa la

produccién acuicola europea experiment6 un gran desarrollo, alcanzandose

11



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

niveles superiores al millén de toneladas por aiio (APROMAR (Asociacion
Empresarial de Productores de Cultivos Marinos), 2006), pero present6 el
inconveniente de estar centrada en un nimero muy reducido de especies, con lo
que el mercado empezd a registrar sintomas de saturaciéon (Dinis et al., 1999).
Por ello, en los afios siguientes se aposto6 por la diversificacién de especies como
posible medida correctora. Entre las distintas especies que se consideraron
adecuadas para diversificar la produccién acuicola (esparidos, escidnidos y
soleidos) (Divanach, 2003), el lenguado senegalés cont6 con un gran apoyo e
interés como especie adecuada para el cultivo, especialmente en las costas de la
peninsula Ibérica (Dinis, 1992; Dinis et al., 1999), debido a su elevado valor
comercial en los mercados de Espafia y Portugal (Dinis et al., 1999), y a que su
cultivo en condiciones extensivas, permitia aprovechar de forma comercial areas
de marismas y esteros no utilizadas anteriormente (Drake et al., 1984). Aunque
la gran mayoria de los trabajos centrados en la biologia y el cultivo del lenguado
senegalés se publicaron a finales de los ochenta y en la década de los noventa,
por parte de grupos de investigacidn espafioles y portugueses (Dinis et al., 1987;
Dinis, 1992; Vazquez et al., 1994; Marin-Magan et al., 1995; Sarasquete et al.,
1996), la primera referencia bibliografica de esta especie data de 1979 (Lagardere
et al., 1979) y trata sobre el desarrollo larvario a partir de huevos recolectados
en el medio natural en las costas francesas del Atlantico.

En el afio 2000 la produccién del lenguado senegalés fue de 13,1
toneladas, obtenidas integramente en la Comunidad Auténoma de Andalucia.
En Catalufa, el cultivo de esta especie se llevo a cabo principalmente en tanques
instalados en tierra, alcanzando producciones de 3,6 toneladas en el afio 2002.

En el afio 2004 la produccién espafiola de lenguado senegalés se concentrd
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exclusivamente en los esteros y las salinas de Andalucia (31,6 toneladas), asi
como en las instalaciones de la empresa Culmarex, ubicada en las Islas Baleares
(26 toneladas) (JACUMAR, 2006). En el afio 2006 la produccién fue de 75
toneladas, distribuidas entre las comunidades de Andalucia (20 Tm), Galicia (30
Tm) y Murcia (25 Tm) (APROMAR, 2006). La empresa productora de rodaballo
Stolt Sea Farm ha creado recientemente una instalacién de engorde intensivo de
lenguado senegalés en Porto do Son (La Corufia) y desde hace ya algunos afios
estd investigando en la obtencién de puestas y cria larvaria de esta especie.

El esfuerzo cientifico llevado a cabo con el lenguado senegalés no se ha
visto recompensado a nivel industrial, ya que en la mayoria de casos la
produccién comercial de esta especie se lleva a cabo en sistemas de cultivo
extensivo o semi-extensivo, con un nivel de produccién final que no alcanza el
nivel considerado como industrial. Esto es debido principalmente a la baja
replicabilidad de los resultados obtenidos en condiciones extensivas y a que los
conocimientos zootécnicos para realizar el ciclo biolégico completo a través de
métodos intensivos de produccién, se encuentran muy repartidos entre las
distintas instalaciones (Cafiavate, 2005). A esto se afladen los problemas que ain
plantea esta especie en términos de destete, por la mala aceptacion de los
piensos existentes en el mercado, y la aparicién de enfermedades debidas a
patégenos oportunistas que aparecen de manera imprevista (Cafavate, 2005) y
que en muchos casos van unidos a subidas de temperatura en el cultivo o a la
proximidad a otras especies de peces, principalmente doradas (Sparus aurata), de

las que procede el patdgeno.
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1.3. Métodos para la obtencidén de larvas de lenguado senegalés

1.3.1 Incubacién de los huevos

La incubacién de los huevos de S. senegalensis se realiza a distintas
temperaturas, desde 19 °C (Cafiavate y Ferndndez-Diaz, 1999; Fernandez-Diaz
et al., 2001; Morais et al., 2004b), a 20 °C (Canavate et al., 2006) o usando rangos
de temperatura entre 18 y 21 °C (Dinis et al., 1999). Generalmente la salinidad
se mantiene alrededor de 36 g 1! (Morais et al., 2004b; Cafavate et al., 2006). El
tanque que se utiliza para la incubacién es generalmente de tipo cilindro-cénico,
con volumenes que pueden ir de 150 a 500 | y dotados de abundante aireacién y
renovacién continda de 0,65 a 1 1 min! (Dinis, 1992; Vazquez et al., 1994;
Canavate y Fernandez-Diaz, 1999; Ferndndez-Diaz et al., 2001; Morais et al,,

2004b).

1.3.2. Cultivo larvario

Tras la eclosién las larvas son trasladadas a tanques cilindro-cénicos de
200 1 (Dinis et al., 1999; Dinis et al., 2000; Morais et al., 2004b) o a tanques
redondos de 400 1 (Fernandez-Diaz et al., 2001; Canavate et al., 2006) o 700 1
(Canavate y Fernandez-Diaz, 1999), en todos los casos, la densidad de cultivo
utilizada se mantiene alrededor de las 50 larvas I'!. Si los tanques utilizados son
de tipo cilindro-cénico, las larvas se someten a un nuevo traslado a tanques con
fondo plano una vez completada la metamorfosis.

Los parametros ambientales utilizados para el cultivo del lenguado
senegalés son: temperatura 20+l °C y salinidad 35+1 g 1! (Cadavate y

Ferndndez-Diaz, 1999; Dinis et al., 1999; Dinis et al., 2000; Fernindez-Diaz et
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al., 2001; Morais et al., 2004b; Canavate et al., 2006). En cuanto al fotoperiodo,
las opciones llevadas a cabo en los distintos trabajos son muy diversas, se pueden
citar como ejemplos: iluminacién continua hasta los 21 dias después de la
eclosion para luego pasar a 16:8 h (L (luz) : O (oscuridad)) (Cafavate y
Ferndndez-Diaz, 1999) o0 13:11 (L:O) desde la eclosién (Dinis et al., 2000).

1.3.3. Alimentacién larvaria

Las presas vivas son organismos producidos bajo condiciones artificiales
para alimentar a estadios larvarios de peces, crusticeos o bivalvos que estdn
siendo cultivados. Su uso permite la correcta administracion de nutrientes a las
larvas que no admiten una alimentacién inerte, debido a su baja capacidad
digestiva y al tamafio de particula. Dentro de las presas vivas se incluyen
rotiferos, nauplios de Artemia sp., microalgas y copépodos.

El régimen alimentario utilizado para el cultivo larvario del lenguado
senegalés se basa generalmente en la utilizacién de rotifero (Brachionus
plicatilis) como primera presa viva, durante los 4-6 dias después de la apertura
de la boca. La utilizacién de nauplios de Artemia se inicia poco después del
rotifero y sigue hasta el destete con dietas inertes (Cafiavate, 2005) (Figura 1.2).
A partir de esta base, son muchas y diversas las pautas de alimentacion seguidas
en el cultivo larvario de esta especie. Algunos autores utilizan la técnica de
aguas verdes descrita por Reitan et al. (1997) (Cafiavate et al., 2006) durante los
primeros dias de alimentaciéon con rotifero. Otros autores utilizan una cantidad
de rotifero constante a lo largo de los primeros dias de cultivo (Dinis et al.,
2000), o bien cantidades crecientes a lo largo del tiempo (Canavate et al., 2006).

Por dltimo, diversos autores proponen la utilizacién de nauplios de Arremia
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como primera y unica presa viva (Bedoui, 1995; Aragao, 1999). Tras la
metamorfosis, cuando la larva pasa a ser bentdnica, hay autores (Morais et al.,

2004a) que utilizan metanauplios enriquecidos y posteriormente congelados.

4] fe)

8 S

© > ]

T 9T o O

O ® 5
5 S 53 32 o
) g a o S m ]
g 2 5§ 28 g
i < 39 S E Qa
| | | >
i [ i
‘[Alimentacion endéger>
| Alimentacién con rotiferos >
Alimentacion con nauplios de Artermnia >
I I I I I i [~
0 dph 3 4 5 dph 10 dph Variable
dph dph

Figura 1.2. Esquema alimentario estdndar para larvas de lenguado senegalés (T=19 °C).
dph (dias después de la eclosion).

La técnica de aguas verdes descrita por Reitan et al. (1997) se basa en la
adicién de microalgas a los tanques de cultivo, de este modo sirven de alimento
para el rotifero evitando que pierda las caracteristicas nutricionales (Howell,

1979), al mismo tiempo que se mejora el comportamiento depredador de las

16



Introduccion

larvas (Naas et al., 1992). El pequefio tamafio del rotifero, las dos especies
cultivadas son B. plicatilis, con un tamafo de 130-340 um y B. rotundiformis
con 100-210 pum, lo convierten en la presa viva de eleccién para alimentar a las
larvas que inician la alimentacién exdgena y son de pequeio tamarfio, ya que las
que eclosionan con un tamafio mayor pueden ingerir directamente nauplios de
Artemia. Los nauplios de Artemia mas utilizados en el cultivo larvario de peces
pertenecen a la especie Artemia franciscana, con un tamafo de
aproximadamente 400-600 um. Las ventajas de la utilizaciéon de Artemiason una
rapida y sencilla disponibilidad de los nauplios, una buena digestibilidad, una
cuticula delgada, su movimiento constante, la ausencia de respuesta de escape, el
color llamativo y una buena palatabilidad (Monroig, 2006).

Tanto el rotifero Brachionus sp. como los nauplios y metanauplios de
Artemia son deficitarios por naturaleza en nutrientes esenciales para el
desarrollo de la larva, por lo que resulta imprescindible que pasen por un
proceso de enriquecimiento, durante el cual la relativamente baja proporcion
inicial de estos nutrientes, o de sus precursores, se vera aumentada (Watanabe,
1993; Rainuzzo et al., 1994, 1997; Kanazawa, 1995; Sargent et al. 1997, 1999b;
Ronnestad et al.,, 1998a). El enriquecimiento se basa en aprovechar la
caracteristica filtradora de las presas vivas, mediante la cual incorporaran en su
organismo los nutrientes del enriquecedor y los vehiculardn hacia las larvas. En
el mercado existe una amplia gama de productos comerciales para ser utilizados
como enriquecedores. Los mas utilizados son las emulsiones a base de aceites de
pescado o a base de derivados de algas y/o plantas ricas en determinados acidos
grasos, a los que se les afiade emulsionantes mas o menos naturales, como las

lecitinas o la yema de huevo, o artificiales, como el Tween o el Span, también se
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les puede afiadir vitaminas hidro o liposolubles u otros compuestos, como
pueden ser las levaduras o los hidrolizados de proteina. Otros productos
utilizados como enriquecedores son los particulados, que incluyen toda una
variedad de ingredientes disefiados casi “a gusto del consumidor”.

Actualmente se estan investigando métodos para sustituir las presas vivas
por dietas artificiales y asi reducir el coste de produccién durante el cultivo
larvario (Ytufera et al, 1999b). Fernandez-Diaz et al. (2001) utilizaron
microdietas para alimentar a las larvas del lenguado senegalés, obteniendo bajas
tasas de crecimiento y de supervivencia, asi como una metamorfosis retardada.
Demostraron que estas larvas son capaces de ingerir las dietas artificiales pero no
son capaces de digerirlas completamente, por lo que la energia obtenida no era
suficiente para llevar a cabo el crecimiento. Con los conocimientos que se tienen
actualmente es demasiado pronto para disefiar microdietas para esta especie,
pero no para utilizar la Artemia como tnica fuente de alimento larvario (Dinis
et al., 1999) y asi disminuir la utilizacién de presas vivas y por lo tanto también

el coste de produccién.

1.4. Los 4cidos grasos en la alimentacién de peces marinos

1.4.1. Biosintesis

Los acidos grasos saturados palmitico (16:0) y estedrico (18:0) pueden ser
sintetizados de novo por todos los organismos, incluidos los peces (Sargent,
1989). Se sintetizan mediante la unién de unidades de acetil-CoA, que tanto

pueden proceder de una fuente proteica como glucidica (Tocher, 2003).
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A partir de los acidos grasos palmitico y estedrico y mediante la accién de
un enzima desaturasa (eliminacién de dos dtomos de H y aparicién de un doble
enlace en la cadena de C), se obtienen los dcidos grasos palmitoleico (16:1n-7) y
oleico (18:1n-9, OA), respectivamente. Este proceso también lo pueden llevar a
cabo todos los organismos (Tocher, 2003). A partir del OA y mediante la accién

de dos desaturasas que actian consecutivamente, se forman los dcidos grasos

18:0
A9
A6 elong A5
18:1n9 —» 18:2n9 —» 20:2n9 —p 20:3n9 22:5n6
lAlZ Tacort
A6 elong A5 elong elong A6
18:2n6 —» 18:3n6 —p 20:3n6 —» 20:4n6 —» 22:4n6 —>» 24:4n6 —» 24:5n6
A15
A6 elong A5 elong elong A6
18:3n3 —» 18:4n3 —» 20:4n3 —» 20:5n3 —» 22:5n3 —» 24:5n3 —» 24:6n3
acort
22:6n3

Figura 1.3. Ruta de sintesis de los acidos grasos poliinsaturados. (A=desaturasa;
elong=elongasa; acort=acortamiento de la cadena) (Tomado de Tocher, 2003).

linoleico (18:2n-6, LA) y posteriormente linolénico (18:3n-3, LNA) considerados
los precursores del resto de acidos grasos de cadena larga (> 20 C).

A partir del LA y mediante la accién de dos enzimas desaturasas y un
enzima elongasa (adicién de 2 atomos de C a la cadena) se forma el acido
araquidénico (20:4n-6, ARA) y de la misma manera, a partir del LNA se forma el
acido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), el cual, tras dos elongaciones, una

desaturaciéon y un acortamiento de la cadena de C, dard lugar al 4cido
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docosahexaenoico (22:6n-3, DHA). Los acidos grasos ARA, EPA y DHA se
denominan poliinsaturados (en ingles PUFA), al poseer mas de dos dobles
enlaces en su cadena. Las reacciones de desaturacién y elongacién, que
constituyen los pasos en las rutas de sintesis de los PUFA, se esquematizan en la
Figura 1.3. Del grado de actividad de los enzimas elongasa y desaturasa que
llevan a cabo estos procesos, dependerd el que una especie deba obtener cada
uno de los acidos grasos de su dieta, y de este modo satisfacer sus requerimientos
(Tocher, 2003).

El principal producto de la desaturacion y elongacion del LNA es el DHA
y de igual manera, el del LA es el ARA, aunque este dcido graso, a su vez puede
ser desaturado y elongado para formar el acido 22:5n-6 (Figura 1.3). Los
animales en general, incluidos los peces, acumulan en su organismo mas DHA
que 22:5n-6, debido a que los enzimas que intervienen en la ruta de sintesis
tienen mayor especificidad por la via n-3 que por la n-6 (Tocher, 2003).

Los 4acidos grasos LA y LNA son acidos grasos esenciales (en inglés EFA)
en la dieta de todos los vertebrados, ya que éstos carecen de las desaturasas que
los forman (A12 y A15) (Tocher, 2003). Asi, el inico modo que tienen los
vertebrados de incorporar estos acidos grasos en el organismo es ingiriéndolos
en la dieta. Los acidos grasos ARA, EPA y DHA son acidos grasos considerados
esenciales fisiolégicamente, lo que implica que las funciones que cumplen en los
organismos en cuanto a estructura de membranas o sintesis de sustancias
fisiologicamente activas, no pueden ser cubiertas con otros acidos grasos.

No esta del todo claro que en los peces, y especialmente en los marinos,
se den las rutas de sintesis de los distintos tipos de acidos grasos (Tocher, 2003)

ya que la gran mayoria de las especies marinas cubren sus requerimientos de
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acidos grasos a través de la dieta, una situacion por la que la sintesis de novo, asi
como los procesos de desaturacién y elongacién podrian estar inhibidos (Tocher,
2003). Sargent (1995) y Sargent et al. (1999a, 2002), estudiando el metabolismo
de acidos grasos en diversas especies de peces marinos, encontraron muchas
evidencias por las que se podria decir que la conversiéon de LNA a EPA y DHA,
y de LA a ARA no ocurre en este tipo de organismos, debido a que en el medio
marino existe una abundante cantidad de EPA y DHA, y una menor pero
también importante cantidad de ARA, formando parte de las dietas naturales de
los peces (Tocher y Sargent, 1984; Mourente et al., 1991). Asi pues, los peces
marinos tendrian un elevado requerimiento de EFA del grupo n-3 (EPA y DHA)
(Watanabe, 1982; Kanazawa, 1985), y no tan alto en lo que se refiere a los n-6
(ARA) (Sargent et al., 1999a). Estudios realizados en el S. maximus demostraron
que esta especie marina apenas puede sintetizar EPA y ARA desde sus
precursores LNA y LA respectivamente (Owen et al., 1975; Cowey et al., 1976;
Rodriguez et al., 2002).

1.4.2. Funciones de los dcidos grasos poliinsaturados

Una de las principales funciones de los PUFA es formar parte de los
fosfolipidos de membrana, y asi participar activamente en mantener la
estructura y funcionalidad (fluidez) de las membranas celulares (Sargent et al.,
1999a; Tocher, 2003). Formando parte de las membranas, los PUFA juegan un
importante papel en el desarrollo de la larva, asi el DHA es particularmente
importante en el desarrollo del tejido nervioso y de la retina, siendo el principal
acido graso presente en los fotorreceptores (conos y bastones) de esta ultima

(Izquierdo et al., 1992; Devresse et al., 1994; Bell et al., 1995b; Estévez y
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Kanazawa, 1995, 1996; Kanazawa, 1995; Rainuzzo et al., 1997; Sargent et al.,
1997, 1999b). Asi, Bell et al. (1995b) demostraron que la habilidad de las larvas
de arenque (Clupea harengus) para distinguir y capturar presas vivas,
especialmente en condiciones de baja iluminacidn, se veia afectada por la
deficiencia de DHA en su alimento. En el caso de Polydactylus sexfilis, la
deficiencia de DHA en la dieta se tradujo en cambios en el comportamiento
habitual de esta especie (Masuda et al., 2001).

Otra de las funciones de los PUFA es la de convertirse en moléculas de
20 carbonos altamente bioactivas (Sargent et al., 1999a). Estas moléculas son
producidas mediante una oxidacién catalizada por un enzima dioxigenasa. Se
han citado dos tipos distintos de dioxigenasas, la cicloxigenasa que produce
derivados ciclicos tales como prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, y la
lipoxigenasa, que produce derivados lineales como son los leucotrienos y las
lipoxinas. Todos estos derivados reciben conjuntamente la denominacién de
eicosanoides. Los eicosanoides son moléculas autocrinas, es decir, actian en los
alrededores de las células que los han producido y tienen una vida media corta
(Sargent et al., 1999a; Tocher, 2003). En los peces, los eicosanoides intervienen
en una amplia gama de funciones fisioldgicas, entre las que pueden citarse las
funciones reproductivas, las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas, los
procesos de osmoregulacién o el control de la respuesta al stress (Lands, 1993;
Sargent et al., 1999a; Koven et al., 2001; Tocher, 2003).

Aunque el EPA es mucho mads abundante en los tejidos de los peces, en el
momento de formar eicosanoides compite con el ARA, generalmente utilizado
como sustrato de preferencia (Sargent et al., 1999b). Aunque el EPA también da

lugar a eicosanoides, éstos son menos activos biolégicamente que los derivados
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del ARA (Sargent et al., 1999a, 1999b). La competencia existente entre ambos
acidos grasos, EPA y ARA, provoca que sea la proporcién ARA/EPA existente
en las membranas celulares, que a su vez esta derivada de la composicién de la

dieta, la que determine el tipo y accién de los eicosanoides (Tocher, 2003).

1.5. Despigmentacién en peces planos

El patréon de pigmentacién de los peces planos adultos cambia con
relativa facilidad como respuesta mimética a modificaciones en el entorno,
siguiendo lo que se denomina una respuesta morfolégica (Burton y O’Driscoll,
1992; Ramachandran et al., 1996; Iwata y Kikuchi, 1998). También puede
modificarse a lo largo del desarrollo larvario del animal, aunque en este caso la
modificacién en el patrén de coloracién se produce mucho mas lentamente,
siguiendo lo que se denomina una respuesta fisioldgica (Bolker y Hill, 2000). Sin
embargo, en la gran mayoria de las especies de peces planos cultivados ocurren
anomalias en la pigmentacién, dando lugar a individuos total o parcialmente
despigmentados en la cara ocular o anormalmente pigmentados en la cara ciega
(generalmente desprovista de melandéforos) o con patrones mixtos de
pigmentacién. Todas estas anomalias pigmentarias confieren un aspecto
“anormal” a los peces, lo que puede representar pérdidas econdmicas
significativas para los productores, ya que los peces con una pigmentacion
distinta a los ejemplares salvajes ven reducido su valor comercial (Seikai, 1991;
Seikai y Matsumoto, 1991; Naess et al., 1995; McEvoy et al., 1998; Estévez et al.,
1999).
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La composicién de la dieta que ingieren las larvas es un factor critico en
el control de la despigmentacién de los peces planos (Kanazawa, 1995; Rainuzzo
et al., 1997; Sargent et al., 1997; Mangor et al., 1998; Ronnestad et al., 1998a). La
mayoria de trabajos en este campo se han dirigido fundamentalmente hacia dos
tipos de nutrientes muy importantes para el desarrollo larvario de los peces, la
vitamina A, implicada en los procesos de osificacion, visién y formacion de la
piel (Kanazawa, 1993; Dedi et al., 1995; Estévez y Kanazawa, 1995; Takeuchi et
al., 1995, 1998; Ronnestad et al., 1998a, 1998b) y los acidos grasos (DHA y EPA)
cuya importancia en la formacién de las membranas celulares ya ha sido
comentada anteriormente (Izquierdo et al., 1992; Watanabe, 1993; Rainuzzo et
al., 1994; Estévez y Kanazawa, 1995; Sargent et al., 1999b).

Ciertos autores (Kanazawa, 1993; Reitan et al.,, 1994; McEvoy et al.,
1998) observaron una mejora parcial en el porcentaje de pigmentacién, cuando
se aument6 la cantidad de DHA presente en la dieta de las larvas, aunque el
origen del problema no se supo si radicaba en los bajos niveles de DHA de la
dieta o en la descompensacién en la relacion DHA/EPA (Devresse et al., 1994;
Rainuzzo et al., 1994; Sargent et al., 1997, 1999b). Reitan et al. (1994)
obtuvieron juveniles de S. maximus con una pigmentacién completamente
normal mediante el uso de presas vivas enriquecidas en acidos grasos que
presentaban una relacién DHA/EPA de 2:1, el mismo que presentan los vitelos
de la mayoria de huevos y larvas de peces marinos (Tocher y Sargent, 1984).

Hoy en dia, aun se desconoce si las anomalias en la pigmentacién estan
causadas por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA (Bell et al., 2003). El
problema es que es practicamente imposible manipular el nivel de DHA sin

alterar al mismo tiempo el nivel de EPA (Sargent et al., 1999b). Ademads, el EPA
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esta relacionado con la produccion de eicosanoides, por lo que se hace necesario
tener en cuenta al mismo tiempo al ARA, principal productor de éstos (Sargent
et al.,, 1999b). Asi, es la relacion DHA/EPA/ARA de la dieta, la que pasa a tener
mayor importancia, ya que, elevando el nivel de DHA se reduce el de EPA,
alterando la relacién EPA/ARA. Como consecuencia aparece un exceso de ARA,
que provoca una sobreproduccion de eicosanoides, lo cual induce a un stress
bioquimico en el pez que se traduce en la apariciéon de una pigmentacién

anormal (Sargent et al., 1999b).

1.6. Estudios dosis-respuesta

Los requerimientos nutricionales de los peces generalmente son
estimados empiricamente. Del nutriente que se quiere analizar se fabrican dietas
con niveles graduales del mismo (“dosis”) y una dieta basal en la que el nutriente
no esta presente. Después de un periodo determinado de tiempo, en el que se
alimenta a los peces con dichas dietas, se cuantifica el crecimiento, la
composicién corporal, la supervivencia y/o cualquier otra variable que se
considere necesaria para evaluar la respuesta del animal al nutriente en cuestién
(“respuesta”) (Shearer, 2000).

Determinar los requerimientos nutricionales de acidos grasos en larvas de
peces que ingieren presas vivas es extremadamente complicado (Bransden et al.,
2005a). Tradicionalmente estos estudios se llevan a cabo mediante el
enriquecimiento de las presas vivas con preparados comerciales, generalmente

en forma de emulsién, que suelen contener otros nutrientes esenciales ademas
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del que se quiere estudiar. Por lo tanto, en el momento de evaluar los resultados
observados en las larvas es dificil identificar si estos son debidos al dcido graso
que se esta estudiando, a los nutrientes que estan presentes en distintas
concentraciones en los preparados comerciales o a una interaccién entre ellos
(Bransden et al., 2005a). Ademas no hay que perder de vista el efecto que el
propio metabolismo de las presas vivas tiene sobre el preparado comercial, como
ocurre en el caso de los nauplios de Artemia que realizan una rapida
retroconversion de DHA a EPA (Navarro et al., 1999).

Actualmente es posible encontrar en el mercado aceites derivados de
pescado, microalgas, hongos y otros microorganismos que contienen grandes y
variables cantidades de acidos grasos esenciales (ARA, EPA y DHA).
Combinando estos aceites con otros componentes (emulsionantes, vitaminas,
etc.), pueden desarrollarse emulsiones con distintas concentraciones del acido
graso que se quiere estudiar, manteniendo los otros nutrientes esenciales
constantes (Bransden et al., 2005a) y teniendo siempre en cuenta a la hora de
formular la emulsion, el efecto que la propia presa viva en cuestidn ejercera
sobre la composicién final.

Este tipo de disefio dosis-respuesta utilizando presas vivas ha sido
ampliamente utilizado a la hora de establecer los requerimientos nutricionales
de las larvas de varias especies de peces marinos como Pagrus major (Izquierdo
et al., 1989), Dentex dentex (Mourente et al., 1999), Morone chrysops (Harel et
al., 2000), S. aurata (Rodriguez et al., 1994, 1997; Koven et al., 2003), Gadus
morhua (Bransden et al., 2005c) y Latris lineata (Bransden et al., 2004, 2005d,
2005e).
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1.7. Estudios histoldégicos de desarrollo y organogénesis en larvas de peces

planos

Obtener informacién sobre los patrones de organogénesis, de desarrollo
morfoldgico y de crecimiento de las larvas es importante para el desarrollo de la
acuicultura de la especie estudiada, ya que permiten obtener datos cruciales que
ayudan a entender cdmo es la larva en cada momento de su desarrollo y asi
mejorar las técnicas de cultivo larvario utilizadas en cada una de estas fases de su
evolucién (Blaxter, 1988; Bengston, 1999; Koumoundouros et al., 1999). Dentro
de este tipo de estudios, es tal vez el sistema digestivo el que ha recibido una
mayor atencién, ya que sus cambios ontogénicos estan en muchos casos
asociados al proceso de captacién, procesado y asimilacién de alimento. Por lo
tanto el conocimiento de su desarrollo puede permitir una mayor comprension
de la fisiologia nutricional de la larva (Gisbert et al., 2004), lo que permite
establecer una adecuada pauta de alimentacién, como por ejemplo en el caso de
la transicidn a alimento inerte (Hamlin et al., 2000).

Son numerosos los trabajos en los que se estudia el sistema digestivo de
diversas especies de peces planos, como son S. solea (Boulhic y Gabaudan, 1992),
Limanda ferruginea (Baglole et al., 1997), Paralichthys californicus (Gisbert et
al., 2004), Paralichthys olivaceus (Tanaka et al., 1996), Paralichthys dentatus
(Bisbal y Bengtson, 1995), Hippoglossus hippoglossus (Blaxter et al., 1983; Luizi
et al., 1999) o S. maximus (Cousin et al., 1987; Segner et al., 1994). En el mismo
sentido, también son abundantes los trabajos en los que se estudian los cambios

de algunos caracteres morfologicos a lo largo del desarrollo y en algunos casos,
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estos cambios se clasifican y se establecen estadios y subestadios de desarrollo.
Las especies en las que se han elaborado este tipo de trabajo son .S. maximus (Al-
Maghazachi y Gibson, 1984; Segner et al., 1995), P. olivaceus (Minami, 1982;
Fukuhara, 1986), Limanda yokohamae (Fukuhara 1988) o Pleuronectes flesus
(Hutchinson y Hawkins 2004). En cambio, los trabajos centrados en otros
6rganos o sistemas en particular son mas escasos. Hay algunos trabajos sobre la
piel de P. olivaceus (Hiroi et al., 1998), de H. hippoglossus (Ottesen y Olafsen,
1997), o de Pleuronectes platessa (Roberts et al., 1973), sobre la vejiga natatoria
de S. solea (Boulhic y Gabaudan, 1992), sobre el ojo de H. hippoglossus
(Kvenseth et al., 1996), sobre los 6rganos linfoides de S. maximus (Padros et al.,
1996) o sobre los 6rganos endocrinos de L. yokohamae (Tanaka et al., 1995). Sin
embargo, en el lenguado senegalés los cambios morfoldgicos que tienen lugar
durante el desarrollo y la metamorfosis de las larvas ain no han sido descritos.
La tnica clasificaciéon que existe para el desarrollo de la larva de lenguado
senegalés (Ferndndez-Diaz et al., 2001), se centra unicamente en las distintas
posiciones en las que se va localizando el ojo izquierdo a lo largo de la
metamorfosis, prescindiendo de caracteres morfoldgicos igualmente importantes
como pueden ser la torsiéon de la notocorda o la formacién de las aletas y sus
radios. En cuanto a estudios histoldgicos, los trabajos sobre esta especie, al igual
que lo que ocurre para las otras especies de peces planos, se centran
principalmente en el sistema digestivo (Sarasquete et al., 1996; Ribeiro et al,,
1999; Fehri-Bedoui et al., 2000), aunque también es posible encontrar algunos
trabajos centrados en otros temas, como pueden ser la zona anterior del sistema
nervioso central (Pifiuela et al., 2004) o el desarrollo osteoldgico y las anomalias

esqueléticas de la larva (Gavaia y Cancela, 2002).
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2.1. Preparacién de emulsiones para enriquecimiento

Para la preparacién de las emulsiones de enriquecimiento utilizadas en
las distintas experiencias se utilizaron los siguientes productos comerciales:

1. Neuromins® (Martek Bioscience, USA), obtenido del crecimiento del
alga Crypthecodinium cohnii, rico en DHA.

2. Vevodar® (DSM Food Specialties, Holanda), obtenido del crecimiento del
hongo Mortierella alpina, rico en ARA.

3. Croda® (Incromega EPA500TG, Reino Unido), compuesto por
triglicéridos de aceite de pescado, rico en EPA.

4. Aceites vegetales, dentro de los cuales se utilizaron el aceite de canola,
rico en acido oleico, el aceite de soja, rico en acido linoleico y el aceite de
Echium plantagineum rico en LA, LNA, dcido estearidénico (18:4n-3,
SDA) y 18:3n-6.

5. Aceite de oliva, se utilizaron tanto la variedad Frantoio, proveniente de
Lakelands (Australia), como la variedad Cornicabra, proveniente de los
Montes de Toledo, ambas ricas en OA y contenido bajo en palmitico.

6. Suplementos, se utilizaron la lecitina de soja como emulsionante, y la
vitamina E como antioxidante.

En determinados casos se utiliz6 para el enriquecimiento una emulsién
comercial, DHA Protein Selco® (INVE, Bélgica).

En los distintos experimentos se obtuvieron emulsiones con nulo, bajo,
medio y alto contenido en el dcido graso que se queria estudiar en cada caso. Las
emulsiones se prepararon segin lo descrito por Dunstan et al. (2003). Se
mezclaron, en distintas cantidades segun los casos, los productos citados

anteriormente, se afiadié agua destilada y se procedié a emulsionar mediante la
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accién de un Ultra-turrax T25 (IKA, Alemania) durante 60 segundos. Las
emulsiones se transfirieron a jeringas de plastico, se elimino el aire residual y se

almacenaron, en posicion vertical, a 4 °C.

2.2. Enriquecimiento presas vivas

2.2.1. Enriquecimiento de rotiferos

Los rotiferos B. plicatilis, cepa L, que se utilizaron para alimentar a las
larvas durante los primeros dias de cultivo provinieron de los tanques de cultivo
de esta especie que se mantienen continuamente en la seccién de cultivos
auxiliares en el CA-IRTA (Centre d’Aqiiicultura - Institut de Recerca i
Tecnologia Agroalimentaries). Cada dia se extrajeron de estos tanques el nimero
de rotiferos necesarios, se lavaron con agua de mar filtrada para eliminar los
restos de fitoplancton y levadura y se depositaron en los tanques de 10 1 donde
se efectuaba el enriquecimiento. La densidad utilizada para el enriquecimiento
del rotifero fue de 500 rotiferos ml! y la cantidad de enriquecedor 0,1 gr 1. Tras
12 h de enriquecimiento, los rotiferos se concentraron y lavaron con agua
marina para eliminar el exceso de grasa y posteriormente con agua dulce
durante 1 minuto para disminuir la posible carga bacteriana. Seguidamente se
aliment¢ a las larvas con las cantidades adecuadas para cada tanque en una unica
toma diaria. Durante toda la manipulaciéon de los rotiferos, tanto el agua de mar
como el agua dulce que se utilizaron fueron tratadas con luz ultravioleta para
eliminar la posible contaminacién y se mantuvieron a 20 °C para prevenir un

posible choque térmico en el rotifero.
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2.2.2. Produccién y enriquecimiento de nauplios de Artemia

En la mayoria de las experiencias presentadas en este trabajo se utilizaron
nauplios de Artemia (A. franciscana) pertenecientes a la cepa EG (“enrichment
grade”, INVE, Bélgica) procedente del lago salado de Uta, USA. En el caso
particular en que se valoraron los requerimientos en dcido eicosapentaenoico, se
utilizé la Artemia persimilis (procedente de los lagos Colorada Grande y Salitral
Negro, provincia de La Pampa, Argentina) debido al nulo contenido de esta
especie en EPA. El método utilizado para la eclosion de los quistes fue similar en
las dos especies, variando tinicamente en los parametros utilizados. Los quistes
de A. franciscana fueron eclosionados con fuerte aireacién e iluminacién
continua, en agua de mar a 28 °C mientras que para la eclosién de los quistes de
A. persimilis se utilizé una mezcla de agua de mar y agua dulce para producir
una salinidad del 18 gr 1!, se mantuvieron a 25 °C, con una aireacién e
iluminacién similar. En ambos casos, el periodo de incubacién se mantuvo
alrededor de las 24 h, tras las cuales se detuvo la aireacién consiguiendo que los
nauplios eclosionados migraran al fondo del tanque y se separaran de las
cascaras vacias, que se mantuvieron en superficie. Los nauplios eclosionados se
obtuvieron por simple decantacién y se transfirieron a tanques de 10 1 con
abundante aireacién. Se extrajeron varias alicuotas de 1 ml para hacer un
recuento de los individuos obtenidos en cada eclosion y asi calcular la densidad
total y por lo tanto, el volumen de nauplios necesario para ser transferido a cada
uno de los tanques de enriquecimiento. La densidad utilizada para el
enriquecimiento de los nauplios de Artemia fue de 100 nauplios ml! y la
cantidad de enriquecedor 0,6 gr 1''. Dado que es necesario que los nauplios estén

en estadio instar II (abertura del digestivo) para comenzar el enriquecimiento,
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los nauplios se mantuvieron en agua limpia durante 6 h. Tras 18 h de
enriquecimiento, los nauplios se concentraron y lavaron con agua marina para
eliminar el exceso de grasa y posteriormente con agua dulce durante 15 min
para disminuir la posible carga bacteriana. Seguidamente se alimento a las larvas
con las cantidades adecuadas para cada tanque repartidas en dos tomas diarias.
La cantidad de nauplios a repartir en la segunda toma se mantuvo a 4 °C para
evitar desenriquecimiento.

En el caso de A. persimilis, ademas, teniendo en cuenta la situacién del
CA-IRTA dentro del parque natural del Delta de I'Ebre, se procedia cada dia a
recoger todos aquellos quistes no eclosionados en filtros de papel que
posteriormente fueron secados e incinerados. Asimismo se tuvo especial cuidado
en que ninguno de los nauplios utilizados pudiera salir de la zona de produccién

de Artemiao de la sala de cultivo larvario.

2.3. Cultivo larvario

Los huevos de lenguado senegalés utilizados en la mayoria de las
experiencias fueron generosamente donados por el IFAPA (Instituto Andaluz de
Investigacién y Formacién Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccién
Ecolégica) “El Torufio” (Pto. de Sta. Maria, Cadiz), obtenidos a partir de puestas
naturales de reproductores mantenidos en cautividad en sus instalaciones, y
transportados por carretera hasta el CA-IRTA, las larvas eclosionaron durante el
transporte. El cultivo larvario se llevé a cabo con una densidad de 50 larvas litro-

! en 12 tanques de malla (150 um) de 35 litros de capacidad. En los tanques se
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dispusieron aireadores y air-lifts que permitieron un cierto grado de renovacién
del agua al mismo tiempo que mantenian las presas vivas en suspensién en toda
la columna. Los 12 tanques estuvieron distribuidos en dos tanques de 1500 1
(Figura 2.1), conectados a su vez a un médulo de recirculacién de agua provisto
de filtro mecédnico de hasta 1 um, filtro bioldgico y filtro ultravioleta a fin de

mantener constantes las condiciones fisico-quimicas y microbioldgicas del agua

(Carbé et al., 2003).

Figura 2.1. Detalle de uno de los tanques de 1500 1 en el que se observan los tanques de

malla de 35 | con aireadores y air-lifts.

2.3.1. Condiciones fisico-quimicas

Las larvas se mantuvieron bajo condiciones de fotoperiodo 18:6 h (L:O).
La temperatura del agua fue de 19+1 °C, la salinidad de 36+1 gr 17, el oxigeno
8+1 mg I'! y el pH 8+0,5. Los niveles de nitritos y amonio se mantuvieron en
0,012-0,036 mg 1! y 0,14-0,22 mg 1'!, respectivamente. En algunas experiencias
se utilizd la técnica de aguas verdes (Reitan et al., 1997) durante los primeros

diez dias de cultivo, no se us6 en todos los casos ya que las microalgas hubieran
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podido interferir en el suministro de acidos grasos. Esta técnica se llevé a cabo
mediante la adicién de 30 litros de cultivo concentrado de Isochrysis galbana 'y
Nannochloropsis gaditana. A partir del dia 10 de cultivo se mantuvo un caudal
de 2,5 ] minuto! (renovacion diaria del agua de un 200%), en las experiencias en
que no se utilizé esta técnica, la renovacion del agua se instaurd desde el primer
dia de cultivo.

Diariamente se procedi6 al sifonado de los tanques de malla con el fin de
eliminar los individuos muertos y retirar el exceso de nauplios de Artemia

desenriquecidos, asegurando que estos no estuvieran en los tanques mas de 12 h.

2.3.2. Alimentacién larvaria

En cada experiencia se utilizaron 12 tanques, en los que se introducian
las larvas que fueron alimentadas con las presas vivas enriquecidas con las cuatro
emulsiones experimentales, en grupos de tres réplicas por emulsion.
Generalmente las larvas se alimentaron con rotiferos desde el dia 3 al dia 9
después de la eclosién, con una densidad continua de 10 rotiferos ml!. La
alimentacion con nauplios de Arremia se inici6 el dia 5 después de la eclosién y
siguié hasta el final de las experiencias. La cantidad de nauplios de Artemia
suministrada cada dia en peso (y por consiguiente en numero de nauplios) se
ajustaba para que fuera el 70% del peso corporal de las larvas desde el dia 5 al
dia 15 después de la eclosion, el 20% del dia 16 al 30 y el 7% del dia 31 al 37,
siguiendo las indicaciones de Cafiavate et al. (2006), de este modo se redujo al

minimo la cantidad de nauplios de Arremia no ingeridos.
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2.3.3. Muestreos
Se tomaron muestras de 20 larvas de cada uno de los tanques de malla
antes de la distribucién de las presas vivas en los dias 1, 4, 6, 10, 12, 15, 20y 30
después de la eclosion y el dia de finalizacion de las experiencias. Las larvas se
dispusieron en vasos de precipitados y fueron sacrificadas usando una
concentracion letal de metanosulfato de tricaina (1000 mg 1!, MS-222, Sigma).
La longitud estdndar fue medida usando una lupa de diseccién (Nikon SMZ 800)
y un analizador de imdgenes (Analysis, SIS GmBh, Alemania). Para calcular el
peso seco se lavaron las larvas con agua destilada para eliminar los restos de sal y
se dispusieron en cubreobjetos pesados previamente dentro de un horno de
secado (UNB400, Memmert, Alemania) a 60 °C durante 24 h, tras las cuales se
pesaron. En los mismos dias de muestreo se observo el estadio de desarrollo de
las larvas, teniendo en cuenta la posicién del ojo izquierdo durante la migracion
hacia el lado derecho (Fernidndez-Diaz et al.,, 2001) (Figura 2.2). Con una
pequeia variacién de estos datos, los subestadios 3a y 3b pasaron a ser los
estadios 3 y 4, y el estadio 4 pasé a ser 5, se calculé el Indice de Migracién del
Ojo (Iem), Iem = £ (%larvas en cada uno de los estadios * estadio) / 100 (Solbakken
et al., 1999). La supervivencia y el indice de pigmentacién se determinaron al
final de las experiencias, por contaje de los individuos supervivientes y de los
que resultaron con anormalidades en la pigmentacién respectivamente. En
algunos casos se calculd la tasa estandar de crecimiento (dia ') (SGR = ((In peso:)
— (In pesoo)) / (diai — dfao) * 100) (Hopkins, 1992).
En cada dia de muestreo se destinaron 20 larvas al analisis histolégico.
Las larvas fueron examinadas individualmente y después de determinar su

longitud y el estadio de desarrollo teniendo en cuenta las principales
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caracteristicas morfoldgicas, fueron inmediatamente depositadas en casetes para
histologia y fijadas con formol tamponado al 10%. En cada uno de los muestreos
se utilizaron 10 larvas para su inclusién en parafina y otras 10 que fueron
incluidas en metacrilato.

Para el andlisis bioquimico se tomaron tres réplicas, de
aproximadamente 500 larvas cada una, en el dia 1 después de la eclosion. Al
final de las experiencias se tomaron 20 larvas-juveniles de cada uno de los
tanques, fueron diseccionadas sobre hielo separando cabeza, carcasa y digestivos,
y conservando los distintos tejidos por separado en una mezcla de cloroformo-
metanol. También se tom6 una muestra de 30 individuos completos, 20 para el
analisis de lipidos y 10 para el andlisis de eicosanoides. Para el anlisis
bioquimico de las distintas emulsiones y de las presas vivas se tomaron muestras,
al menos por triplicado, tanto antes como después del proceso de
enriquecimiento.

Todas las muestras para analisis de lipidos se dispusieron directamente
en cloroformo:metanol (2:1, v:v) (C:M) y fueron almacenadas en atmdsfera de
nitrégeno a -20 °C hasta el posterior andlisis. Las muestras para analisis de
eicosanoides se dispusieron en una solucién compuesta por 3 ml de solucién
salina Hank’s (HBSS, PAA Laboratories GmbH, Austria), 0,45 ml de etanol 100%

y 0,15 ml de 4cido férmico 2M, para mas tarde ser almacenadas a -20 °C.
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Figura 2.2. Posicién del ojo en las distintas fases de la metamorfosis del lenguado
senegalés. Foto extraida de Fernandez-Diaz et al. (2001).

2.4. Andlisis de lipidos

2.4.1. Extraccidn de lipidos totales

Los lipidos totales de las distintas muestras se extrajeron usando el
método de Folch et al. (1957). Se pes6 1 gr de cada una de las muestras con una
aproximacién de dos decimales y se afiadieron 16 ml de C:M, durante todo el
proceso se mantuvieron los tubos sumergidos en hielo. Se homogenizaron las
muestras en un Ultra-turrax T25 (IKA, Alemania) y se dejaron en hielo durante

1 hora, para posteriormente afadir 0,25 volumenes de una dilucién acuosa
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0,88% KCIl. Tras la agitacion de la muestra y centrifugacion a 1500 rpm durante
2 min, se elimino el sobrenadante por aspiracion conservandose asi solamente la
fraccion inferior que posteriormente se filtr6 a través de filtros de papel
(Whatman, Reino unido) previamente lavados con C:M. El solvente se evapord
bajo flujo de nitrégeno libre de oxigeno y el extracto lipidico se transfirié a un
vial previamente pesado en el que continué la evaporacion hasta el secado
completo del extracto. Los viales se mantuvieron toda la noche en un desecador
al vacio y al dia siguiente se volvieron a pesar a fin de cuantificar
gravimétricamente los lipidos totales. Para el almacenamiento del extracto
lipidico los lipidos se resuspendieron en C:M, el cual contenia 0,01% de
butilhidroxitolueno (BHT), a una concentracién de 10 mg ml! y se dispusieron

bajo atmdsfera de nitrégeno a -20 °C.

2.4.2. Preparacion y purificacién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos
(FAMES)

El analisis de los acidos grasos se realizé por cromatografia de gases, para
lo que es necesario obtener los ésteres metilicos, este proceso, denominado
transmetilacidon catalizada por acido, se llevd a cabo mediante el método de
Christie (1982). Se mezclaron 1 mg del extracto de lipidos totales y el estaindar
del acido graso 17:0 en un 10% de la masa total de lipidos y se evaporé el
solvente organico bajo flujo de nitrégeno. Al residuo obtenido se le afiadié 1 ml
de tolueno y 2 ml de una solucién al 1% de 4cido sulftirico en metanol, la
mezcla se incubd en un bloque calefactor (Grant, USA) durante 16 h a 50 °C.
Para recuperar los FAMEs, a la muestra incubada se afiadié 2 ml de KHCOs al

2% y 5 ml de isohexano:éter dietilico (1:1, v:v) con BHT al 0,01%. Tras la
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agitacion y centrifugacién de la muestra a 1500 rpm durante 1 minuto, la banda
superior se traspas6 a otro tubo y a la banda inferior se la afadié 5 ml
isohexano:éter dietilico (1:1, v:v), tras lo cual se volvié a centrifugar a 1500 rpm
durante 1 minuto. La banda superior obtenida en el segundo centrifugado se
anadid a la primera y ambas se evaporaron bajo flujo de nitrégeno. Los FAMEs
se disolvieron en 100 pl de isohexano.

Para la purificacién de los FAMEs se utilizé cromatografia en capa fina
(TLC) en placas de gel de silice de 20x20 cm (Silica gel 60, VWR, Reino Unido).
De cada muestra se depositaron los 100 pl sobre la placa utilizando
microjeringas de 50 pl (Hamilton, Suiza) y fueron eluidas mediante un solvente
formado por isohexano : eter dietilico : acido acético (90:10:1, v:v:v) durante
aproximadamente 1,5 h. Para la correcta visualizaciéon de la posicién de los
FAME:s las placas se pusieron en contacto con una solucién en spray de yodo en
CHCIs al 1%. Las bandas que aparecieron fueron marcadas para posteriormente
poder recuperarlas por raspado con bisturi. De las virutas de silicio obtenidas se
recuperaron los FAMEs mediante resuspensiéon en 1 ml isohexano:eter dietilico
(1:1, v:v) con 0,01% de BHT y 4 ml de isohexano:eter dietilico (1:1, v:v) sin BHT
y posterior centrifugado a 1500 rpm durante 1 min. La fase liquida se transfiri6 a
un tubo limpio para poder ser evaporada mediante flujo de nitrégeno.
Finalmente, los FAMEs purificados se resuspendieron en 1 ml de isohexano y se
almacenaron bajo atmdsfera de nitrégeno a -20 °C.

Los acidos grasos se analizaron mediante cromatografia gas-liquido en un
cromatdgrafo Thermo Electréon TraceGC (Reino Unido) equipado con una
columna capilar ZB-Wax (30 m x 0,25 mm id; Phenomenex, Reino Unido). Se

utilizé6 un gradiente térmico de dos fases, desde 50 °C (temperatura de
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inyeccién) a 150 °C incrementé a 40 °C min’!, posteriormente increment6 2 °C
min’!, para detenerse durante 5 min a 225 °C. Como fase modvil se utiliz6
hidrégeno en flujo constante (2,0 ml min), tanto en la inyeccién como en el
detector de ionizacién de llama a 250 °C. Los acidos grasos fueron identificados
mediante comparaciéon con estdndares (Supelco Inc., Madrid) y con aceite de
pescado bien caracterizado. Fueron cuantificados por el programa Chrompack
para Windows (Thermo Electrén, Reino Unido) el cual utiliza promedios del

factor de respuesta del estdandar interno, 17:0.

2.5. Andlisis de eicosanoides

2.5.1. Extraccién de eicosanoides

Se homogenizaron los tejidos con un Ultra-turrax T25 (IKA, Alemania)
en el mismo medio en que se habian almacenado. El homogenizado se
centrifugé a 1500 rpm durante 5 min, después de lo cual se extrajo el
sobrenadante. Para la purificacién de los eicosanoides se utiliz6 cromatografia
en columna mediante la utilizacién de cartuchos C18 Sep-Pak (Waters, USA).
Para la activacién de la columna se hicieron fluir por su interior 5 ml de
metanol, seguidos de 10 ml de agua destilada, tras estos pasos previos se
introdujo el sobrenadante seguido de 10 ml de agua destilada, 5 ml de etanol
15% y 5 ml hexano:cloroformo (65:35, v:v). Para la extraccién y separacion de
los eicosanoides de la columna, se utilizaron 10 ml de acetato de etilo,
recogiéndose el efluente. El efluente se evaporo totalmente con nitrégeno gas y

se redisolvié con 0,5 ml de metanol, tras lo cual se almacené a -20 °C.
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2.5.2. Analisis por inmunoensayo

El analisis de los eicosanoides (Prostaglandinas (PG) F2, y E2) contenidos
en el efluente obtenido tras la cromatografia en columna, se realizé utilizando
kits de inmunoensayo (Cayman Chemical, USA), que miden las reacciones
antigeno-anticuerpo en el interior de los pocillos en los que se ha introducido la
muestra. La cuantificaciéon de las prostaglandinas se basé en la competencia
existente entre las PG y el conjugado PG-acetilcolinesterasa (PG-AChE), por
una cantidad limitada del anticuerpo monoclonal para las PG. En todos los
pocillos la cantidad introducida de PG-AChE fue constante, mientras que la
cantidad de PG vari6 dependiendo de la muestra. Por tanto, la cantidad de PG-
AChE que se pudo wunir al anticuerpo durante la incubacién, fue
inversamente proporcional a la concentraciéon de PG presente en las muestras
(Figura 2.3). Los complejos PG-anticuerpo y PG-AChE-anticuerpo se unieron a
un anticuerpo adherido previamente a las paredes de los pocillos, el resto de
componentes que no se unieron a estos anticuerpos fueron eliminados mediante
sucesivos lavados (Figura 2.3.3). Para el revelado se introdujo en cada pocillo
una cantidad constante de reactivo de Ellman (sustrato de la AChE) la reaccién
enzimdtica posterior produce un color amarillo que puede ser leido por
espectrofotometria a una longitud de onda de 412 nm (Figura 2.3.4). La
intensidad del color es proporcional a la cantidad de PG-AChE unida al
anticuerpo policlonal del pocillo y esta a su vez inversamente proporcional a la
cantidad de prostaglandina presente. Extrapolando la cantidad de muestra
presente en el pocillo a la cantidad de muestra total, se obtuvo la cantidad total
de prostaglandina presente en el tejido inicial, en unidades de nanogramos de

prostaglandina por gramo de peso seco del tejido.
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Figura 2.3. Esquema del modo de actuacién del kit de inmunoensayo. Tomado de
Prostaglandin F2, EIA Kit (Cayman Chemical, USA).

2.6. Métodos histoldgicos

Las larvas muestreadas a partir del dia 25 después de la eclosion fueron

sometidas a un proceso de descalcificacién durante 48 h en acido férmico al 8%,

previo a la fijacién.
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2.6.1. Técnica en parafina

Las muestras fueron depositadas en un inclusor automatico (Histolab
Myr, Microm Laborgerate, Espafia), programado con el siguiente protocolo de
deshidratacion e inclusién en parafina:

Formaldehido 10% : Alcohol 50° (1:1, v:v) (2 h), Alcohol 50° (1
hora), Alcohol 70° (1 hora), Alcohol 96° (1 hora), Alcohol 100° (1
hora), Alcohol 100° (1 hora), Alcohol 100° : Xilol (1:1, viv) (1
hora), Xilol (1 hora), Xilol (1 hora).

Parafina (58-60 °C) (2 h), Parafina (58-60 °C) (2 h).

El proceso de montaje de los bloques, uno por cada larva, fue realizado
en una unidad formadora de bloques con dispensador de parafina (AP280 Myr,
Microm Laborgerate, Espafia) y placa refrigeradora (300 Myr, Microm
Laborgerate, Espafa). Posteriormente se realizaron cortes seriados de 6um en
un micrétomo manual (Microm HM325, Microm Laborgerate, Espafia), al cual
se le acoplaron cuchillas de acero desechables (Feather A-35). Los cortes se
depositaron directamente sobre cubreobjetos en los que previamente se habian
depositado unas gotas de agua destilada. Para el estirado de los cortes, los
portaobjetos se dejaron reposar hasta la completa evaporaciéon del agua sobre
una placa calefactora a 40° C.

Una vez secos los cortes, se procedié a su tincidén mediante la técnica
Hematoxilina-Eosina y mediante las pautas descritas a continuacién:

Xilol (10 min), Xilol (10 min), Alcohol 100° (5 min), Alcohol

90° (5 min), Alcohol 70° (5 min), Agua destilada (5 min),
Hematoxilina (5 min), Lavado con agua corriente (15 min), Etanol

acido (2 min), Lavado con agua corriente (5 min), Eosina (5 min),
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Alcohol 96° (5 min), Alcohol 100° (5 min), Alcohol 100° (5 min),
Xilol (5 min), Xilol (5 min).
Sin dejar que el portaobjetos se secara completamente, se

procedié al montaje del cubreobjetos con Eukitt.

2.6.2. Técnica de inclusién en resina plastica

Las larvas destinadas a ser incluidas en metacrilato se deshidrataron

manualmente en una bateria de alcohol etilico de grado creciente:
Etanol 70° (2 h), Etanol 96° (2 h), Etanol 100° (1 hora).

Seguidamente fueron traspasadas a una bateria de soluciéon de
infiltracién (Technovit 7100). Para llevar a cabo la pre-infiltracion e infiltraciéon
se utilizaron las siguientes pautas:

Etanol 100° : Solucién de infiltraciéon (3:1, v:v) (1 hora), Etanol
100° : Solucién de infiltraciéon (2:2, v:v) (1 hora), Etanol 100° :
Solucién de infiltracion (1:3, v:v) (1 hora), Solucién de infiltracién
(24 h).

Una vez realizada la inclusién, se procedi6 a realizar el proceso de
polimerizacién. Las larvas individualizadas fueron introducidas en moldes
(Histoform Q) a los que se afiadid la solucién polimerizadora (Technovit 7100 +
endurecedor), que se dej6 endurecer durante 48 h a 60 °C. Para la formacién de
los bloques se utilizaron soportes plasticos (Histoblock) que se rellenaron con
resina Technovit 3040. Debido a la copolimerizacién, los bloques de pldstico
quedaron firmemente unidos al metacrilato del interior de los moldes.

Se realizaron cortes seriados de 2 Um en un micrétomo manual

(Autocut 15500, Reichert-Jiing, Alemania), provisto de cuchillas desechables
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Spikker (Tungste-Carbide). Los cortes se dispusieron en agua destilada para su
estiramiento y se recogieron con portaobjetos, que se secaron en el interior de

una estufa a 37 °C durante 24 h.

Una vez secos los cortes se tifieron con Azul de Toluidina al 1%
durante 1 minuto y se lavaron con agua corriente. Tras dejarlos secar totalmente

durante 24 h se procedié a su montaje con Eukitt.
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Objetivos

Los objetivos de la presente tesis doctoral abarcan distintos aspectos del
cultivo larvario del lenguado senegalés. El capitulo I se centra en el estudio de
las pautas de alimentacién de esta especie. Los capitulos II, III, IV y V forman
una unidad tematica con el objetivo de conocer los requerimientos nutricionales
respecto a los acidos grasos considerados esenciales para la mayoria de especies
de peces marinos. Por ultimo, el capitulo VI se centra en el estudio del

desarrollo, tanto morfolégico como histolégico.

Capitulo I:

El objetivo de este capitulo fue el establecimiento de las pautas mas
adecuadas para la alimentacidn de esta especie durante el cultivo larvario. Se
compararon las técnicas utilizadas habitualmente y en las que se usan tanto
rotiferos como nauplios de Artemia, con el uso de nauplios de Artemia como

Unico alimento.

Capitulo IL, IIT y IV:

Para estudiar el papel de los acidos grasos ARA, DHA y EPA sobre el
desarrollo larvario de Solea senegalensis, se utilizaron disefos dosis respuesta. Se
cuantifico el efecto de los acidos grasos estudiados sobre el crecimiento, la tasa
de metamorfosis, la supervivencia y la pigmentacién de los juveniles. También
se examinaron las concentraciones de los acidos grasos presentes en la Arremia
enriquecida, asi como en los distintos tejidos de las larvas, para observar qué
acidos grasos eran metabolizados por las larvas para la obtencién de energia y

cuales eran almacenados en los tejidos.
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Capitulo V:

En este estudio se utilizaron disefios dosis respuesta con combinaciones
de distintos niveles de ARA y distintas relaciones ARA/EPA. El fin fue
investigar si las alteraciones pigmentarias en las larvas de lenguado senegalés,
son debidas al contenido alimentario de ARA o de la relacién ARA/EPA.
También se investigd el efecto del aceite vegetal extraido de las semillas de
Echium plantagineum sobre el crecimiento y el desarrollo larvario. En este
estudio se utilizaron para la alimentacién larvaria, tanto nauplios de Artemia
frescos como congelados. De este modo se sumé a los objetivos de este capitulo
saber si la congelacién tenia algin efecto sobre la composicion en acidos grasos

de los nauplios de Artemia.

Capitulo VI:

El objetivo del ultimo capitulo que se presenta en esta tesis fue el estudio
histo-morfoldgico de la larva del lenguado senegalés, desde el momento de la
eclosién hasta el final de la metamorfosis, con la definicion de las etapas mas

importantes del desarrollo.
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Cultivo larvario del lenguado senegalés sin necesidad de utilizar rotiferos

4.1. Introduccién

La literatura publicada sobre los métodos de cultivo larvario del lenguado
comun (S. solea) es abundante y detallada (Howell, 1997), sin embargo en el
caso del lenguado senegalés la literatura centrada en los aspectos nutricionales
de las larvas y juveniles, asi como en los métodos de cultivo larvario es muy
escasa (Dinis, 1992; Cafavate y Fernandez-Diaz, 1999; Martinez et al., 1999;
Dinis et al., 2000; Fernandez-Diaz et al., 2001). Las pautas alimentarias que se
utilizan generalmente para el cultivo larvario del lenguado se basan en el uso de
rotiferos durante los diez primeros dias después de la eclosién y nauplios de
Artemia desde los dias 4-5 hasta el destete con dietas inertes (Dinis, 1992;
Cafiavate y Ferndndez-Diaz, 1999; Martinez et al., 1999). Las nuevas lineas de
investigaciéon para la reduccion del coste de produccion de las larvas se centran
en la sustitucién de las presas vivas por dietas artificiales (Yufera et al., 1999b) o
en el uso de pautas alimentarias disefiadas para reducir el uso de presas vivas a la
vez que aceleran el crecimiento. Fernandez-Diaz et al. (2001) obtuvieron bajas
tasas de crecimiento y supervivencia, asi como una metamorfosis retardada, al
utilizar microdietas como alimento para las larvas del lenguado senegalés. Las
larvas ingirieron las dietas artificiales pero la baja capacidad digestiva hizo que
las reservas corporales no fueran suficientes para la transformacién anatémica
que se da en la metamorfosis, para el crecimiento somatico y para mantener la
actividad. Asi, aun se tienen pocos conocimientos para disefiar microdietas
adecuadas para este tipo de larvas, pero no para utilizar los nauplios de Artemia
como Uunica fuente de alimento durante el periodo larvario del lenguado

senegalés (Dinis et al., 1999). El principal objetivo de este capitulo es comparar
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la técnica utilizada habitualmente en las granjas espafiolas de lenguado, donde se
utilizan el rotifero y los nauplios de Artemia como presas vivas, con el uso de
nauplios de Artemia como unica fuente de alimento. Esta comparacién se

llevara a cabo en términos de crecimiento, supervivencia y desarrollo larvario.

4.2. Material y métodos

4.2.1. Larvas

Los huevos utilizados en esta experiencia fueron generosamente donados
por el IFAPA “El Torufio” (Pto. de Sta. Maria, Cadiz), obtenidos a partir de
puestas naturales de reproductores mantenidos en cautividad en sus
instalaciones. La incubacién y el cultivo larvario se llevaron a cabo en doce
tanques de malla (150 pm poro) de 50 1, distribuidos en dos tanques de 1500 1.
Los tanques estuvieron conectados a una unidad de recirculacién (Carbo et al.,
2003) que mantuvo constantes los pardmetros fisico-quimicos y bioldgicos
durante todo el experimento. Se distribuyeron un total de 4345 huevos en cada
tanque de malla, considerando un indice de eclosién tedrico del 60% y una

densidad requerida de 50 larvas litro!.

4.2.2. Condiciones de cultivo

Las larvas se mantuvieron bajo condiciones de fotoperiodo 12:12 h (L:O).
Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: oxigeno 8+1 mg 1!, temperatura
20+1 °C, salinidad 36+1 g 1! y pH 8+0,5. Los niveles de nitritos y amonio se

mantuvieron en 0,012-0,036 mg 1! y 0,14-0,22 mg 1!, respectivamente.
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Durante los diez primeros dias de cultivo se utilizé la técnica de aguas
verdes (Reitan et al., 1997). Durante este periodo cada uno de los dos tanques se
mantuvo en circuito cerrado y se introdujeron 30 1 de cultivo concentrado de las
algas I galbanay N. gaditana. A partir del dia diez se mantuvo un caudal de 2,51

min, lo que permiti6 una renovacion diaria del agua de un 200%.

4.2.3. Alimentacién

Se establecieron cuatro tipos de régimen alimentario, cada uno de ellos
utilizado por triplicado. El grupo R se alimentd siguiendo el método de Cafavate
y Ferndndez-Diaz (1999), se utilizaron 20 rotiferos ml! de la cepa S-1 como
primera presa viva (3,7 mg 1", considerando el peso seco individual del rotifero
de 0,185 ug (Yufera, 1982)), seguido de 4 nauplios de Artemia ml!. Los grupos
A, A2 y A3 fueron alimentados exclusivamente con nauplios de Artemia (cepa
EG, INVE). El grupo A lo hizo en la misma proporcién inicial que su
equivalente en peso de rotiferos del grupo R (3,7 mg 1!, que equivale a 1,3
nauplios ml! de Artemia, considerando el peso seco individual de los nauplios
de Artemia enriquecidos de 2,77 pug, observacién personal). El grupo A2 se
alimentd inicialmente con el doble de nauplios (2,7 nauplios ml?) y el grupo A3
con el triple de nauplios (4 nauplios ml!). El nimero de nauplios de Artemia
suministrados fue aumentando gradualmente, siguiendo las pautas publicadas
por Fernandez-Diaz et al. (2001) (Tabla 4.1).

Las presas vivas fueron enriquecidas con un producto comercial (DHA
Protein Selco, INVE) a razén de 0,15 g 1! durante 6 h para los rotiferos y 0,3 g 1
durante 18 h para los nauplios. Las presas vivas enriquecidas fueron

concentradas y lavadas con abundante agua de mar, seguido de un bafio en agua
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dulce. Posteriormente las presas vivas fueron distribuidas a las larvas en dos
dosis diarias. Las larvas muertas y las presas vivas desenriquecidas fueron
sifonadas diariamente, asegurando que las presas vivas no permanecian en los

tanques por mas de 12 h.

Grupo R A A2 A3
Edad  Rotiferos  Nauplios mgl! Nauplios mgl' Nauplios mgl! Nauplios mg]l!
(dph)  ml! ml! ml! ml! ml!

2-5 20 - 3,7 1,3 3,7 2,7 7,4 4,0 11,1
6-10 20 - 3,7 2,8 7,8 5,8 16,1 8,7 24,1
11-15 - 4 11,1 4,8 13,3 7,8 21,6 10,7 29,6
16-30 - 5 13,9 5,8 16,1 8,8 24,4 11,7 32,4

Tabla 4.1. Suministro diario de presas vivas para cada uno de los tanques de los 4 tipos
alimentarios.

4.2.4. Muestreo

De cada uno de los tanques de malla y antes de la distribucién de las
presas, se tomaron veinte larvas en los dias 4, 6, 10, 12, 15, 20 y 30 después de la
eclosién. Las larvas se anestesiaron con MS-222 y se procedid a medir su talla y
observar el estadio de migracién del ojo segun las pautas descritas por
Fernidndez-Diaz et al. (2001). Estas mismas larvas se sacrificaron con una
concentracion letal de MS-222 (1000 mg 1) y se introdujeron en un horno a 60
°C durante 24 h para determinar el peso seco. Se calculé el Iem (Solbakken et al.,
1999) usando el valor medio de su posicién (0-5) en cada dia de muestreo. Al
final del periodo de estudio se contaron el numero de individuos supervivientes
y se anotaron el numero de individuos con alguna anomalia pigmentaria o
deformacién. Del total de supervivientes el 5% fueron muestreados para medir

la talla y determinar el peso seco y el Iem.
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4.2.5. Estadistica

Todos los anadlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete
estadistico Statgraphics (Microsoft Inc.). Las diferencias entre las medias de los
distintos parametros analizados se determinaron mediante en analisis de la
variancia (ANOVA) de una via, con el régimen alimentario como variable
independiente, seguido de la prueba de Tukey para la comparaciéon de medias.
Como paso previo al analisis, los datos expresados en porcentajes (Iem) fueron
transformados mediante la raiz cuadrada para obtener la normalidad de los
valores, y debido a la alta variabilidad observada en los datos de pesos secos, se
utiliz6 la transformacién (peso seco)®’. En todos los casos el nivel de

significacién se fij6 en 0,05.

4.3. Resultados

Los resultados de crecimiento se muestran en la Figura 4.1. Durante los
primeros dias el crecimiento en talla fue muy similar entre los distintos grupos.
Se observaron diferencias significativas en los dias 12, 20 y 30 (ANOVA,
P<0,05), siendo los grupos R y A2 los que presentaron un menor y mayor
incremento en talla respectivamente. La Tabla 4.2 resume los resultados
obtenidos en talla y peso de las larvas, SGR y supervivencia. Solo se observaron

diferencias significativas en la talla.
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En la Figura 4.2 se observan los histogramas de frecuencia de las larvas en
cada uno de los estadios de migracién del ojo. En el tdltimo dia de muestreo, la
mayoria de los individuos (98%) que se alimentaron exclusivamente de nauplios
de Artemia (grupos A, A2 y A3) habian completado la metamorfosis, mientras
que en el grupo R un 15% de los individuos permanecia en estadios tempranos
de metamorfosis (estadios 2 y 3). Las larvas del grupo R mostraron una
metamorfosis retardada, alcanzando cada uno de los estadios con una talla
menor que la de los grupos alimentados con nauplios. Se encontr6 una clara
relacién entre la talla de las larvas y la posicién del ojo, que pudo ajustarse a la

siguiente regresion sigmoidea: Iev = 4,990 / 1 + (talla / 6,376) 1134 (2 =0,96, n =

1483 larvas).

Talla (mm) Peso seco (ug) Supervivencia (%) SGR410 SGR 1230 SGR 430
R 11,16 = 2,512 1961,85 + 470,21 29,05 + 10,50 15,54 17,57 15,12
A 12,33 + 1,72° 2380,55 + 229,01 35,82 + 0,65 17,51 12,76 16,06
A2 13,50+ 3,68  3933,91 + 1849,96 32,44 + 20,35 20,02 13,77 17,98
A3 12,60 +2,63° 2893,91 + 760,52 44,14 + 9,94 16,77 14,00 16,98

Tabla 4.2. Talla, peso seco, supervivencia y SGR obtenidos al final del periodo de
estudio. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos (ANOVA, F<0,05).
Se calculé la tasa estandar de crecimiento global (SGR 4-30) y la parcial para los periodos
pre-metamorfosis (SGR 4-10) y metamorfosis (SGR 12-30).
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Figura 4.1. Crecimiento en talla y en peso seco de las larvas del lenguado senegalés. Los
valores son medias de las tres réplicas de 20 larvas. Las barras de error representan las

desviaciones estandar y las letras las diferencias significativas entre tratamientos
(ANOVA, P<0,05).
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Figura 4.2. Histogramas de frecuencia de los distintos estadios de la metamorfosis en
relacién a la edad para los distintos grupos experimentales. Las barras de error son las
desviaciones estandar y las letras indican las diferencias significativas entre los grupos
(ANOVA, P<0,05).

4.4, Discusion

El uso de nauplios de Artemia como unica fuente de alimento para las
larvas del lenguado comun esta bien documentado (Howell, 1997). Sin embargo,
aunque este tipo de alimentacién se haya ensayado previamente (Dinis et al.,
1999) no ha sido utilizado para el cultivo industrial de S. senegalensis. Marin-
Magan et al. (1995) describieron que las larvas del lenguado senegalés
capturaban selectivamente el rotifero hasta los siete dias después de la eclosidn,
pasando después a una preferencia por la Arremia, en consecuencia ellos
recomendaban el uso de rotiferos hasta el dia 9 después de la eclosion en la
alimentacién de este tipo de larvas. Los resultados del presente trabajo
mostraron que las larvas del lenguado senegalés eran capaces de capturar
nauplios de Artemia enriquecidos desde el momento de la apertura de la boca,
sin ninguna diferencia significativa en cuanto a supervivencia al compararlas
con las alimentadas inicialmente con rotifero. Cuando los nauplios enriquecidos
estaban presentes en suficiente cantidad, el crecimiento y desarrollo larvario
ocurrian mas rapidamente que en las larvas alimentadas inicialmente con
rotiferos.

Al final del estudio se observé un claro efecto de la cantidad de nauplios
suministrados a las larvas sobre la tasa de crecimiento larvario, siendo el

tratamiento A2 (8,0 mg 1) el mas efectivo. Los tratamientos con un menor (3,7
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mg 11, grupos R y A) o mayor (11,1 mg 1!, grupo A3) suministro de presas vivas,
mostraron peores resultados de crecimiento. Yasunaga (1971) y Yoshimatsu y
Kitajima (1996) demostraron que una racion alimentaria diaria del 40-60% del
peso corporal, era el minimo requerido para obtener resultados de crecimiento
6ptimos tanto en peces planos como en P. major. Marmulla y Roésch (1990)
obtuvieron resultados similares en peces de agua dulce. En el presente trabajo,
los grupos R y A recibieron raciones alimentarias en el periodo pre-
metamorfosis del 35-60% y del 58-140% del peso corporal, respectivamente.
Después de la metamorfosis, todos los grupos recibieron raciones por debajo del
20%, porcentaje considerado suficiente para mantener el crecimiento (Laurence,
1977), ya que durante la metamorfosis hay una disminucién del metabolismo y
un aumento en la eficiencia de capturas del alimento. Las bajas tasas de
crecimiento que se observaron en los grupos R y A podrian ser debidas a una
alimentaciéon sub-6ptima en el periodo post-metamorfosis, consecuencia de que
el aumento en las raciones alimentarias no guardé relacién con el aumento de la
demanda por parte de la larva, aunque en todos los casos la tasa de crecimiento
fue superior al 15%, considerada por Houde y Schekter (1981) como la tasa
minima de crecimiento para larvas de peces marinos. El menor crecimiento que
se observo en el grupo A3 podria tener distintas explicaciones. Werner y Blaxter
(1980, 1981) demostraron que las larvas de C. harengus mostraban bajas tasas de
crecimiento cuando la densidad de presas vivas se encontraba por encima o
debajo de un cierto umbral. Las larvas a las que se les suministraba una baja
densidad de presas eran mas eficientes en la digestion que aquellas a las que se
les suministraba una elevada densidad de presas. Estas ultimas evacuaban sus

digestivos mas rapidamente y tenian una digestion del alimento menos eficiente,
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debido a que los nauplios de Arremia pasaban por el digestivo practicamente
intactos. Este debio ser el caso del grupo A3, donde las presas no debieron ser
completamente digeridas y asimiladas. Como ha sido observado en otras larvas
de peces marinos, la tasa de supervivencia y crecimiento aumenta en paralelo a
la densidad de presas solo hasta cierto punto. A densidades de presas por encima
de este umbral de densidad, aumentos en el numero de presas disponibles no
resultan en un aumento de la supervivencia, del crecimiento o del consumo de
alimento.

La concentracién de presas vivas y su consumo afectan a la tasa de
crecimiento, al coste energético del animal para obtener alimento, y en
consecuencia, a la duracién del periodo larvario (Laurence, 1977; Houde y
Sheckter, 1981). Por este hecho, la metamorfosis del lenguado senegalés medida
de acuerdo con la posicién del ojo, estaba retrasada en las larvas del grupo R a lo
largo del periodo de muestreo y especialmente en el dia 20. En el dia 20 después
de la eclosién las larvas de los grupos R y A3 mostraron los 4 estadios de
migracion del ojo descritos por Fernandez-Diaz et al. (2001), mientras que las
larvas de los grupos A y A2 estaban en estadios mas avanzados (3, 4 y 5). El
grupo R mantuvo este retraso en la migraciéon hasta el final del periodo de
estudio. De acuerdo con el estudio de Ferndndez-Diaz et al. (2001) llevado a
cabo bajo las mismas condiciones de cultivo que las usadas en este trabajo, la
edad y la longitud total de las larvas cuando el 50% de la poblacién habia
empezado la migracién del ojo variaba entre 9,4 — 15,17 dias y 5,58 — 5,90 mm,
respectivamente, dependiendo del tipo de alimentacion. En el presente estudio,
la migracién del ojo empezé mias tarde (13,16 — 16,06 dias) pero con

aproximadamente la misma longitud (5,23 — 5,75 mm). Por otro lado,
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Ferndndez-Diaz et al. (2001) observaron que un 95% de las larvas habia
finalizado la metamorfosis después de 6,97 - 28,74 dias, mientras que en el
presente trabajo la duracién de la migracién del ojo fue solo de 6,83 — 7,90 dias,
siendo los grupos A (6,83 dias) y A2 (6,95 dias) los mas rapidos.

Hay una clara influencia de la dieta sobre la metamorfosis de los peces
planos. Hamre et al. (2002), en un trabajo multidisciplinar sobre la metamorfosis
de H. hippoglossus, encontraron que la migracién del ojo y la pigmentacién de
las larvas estaba afectada por las presas administradas y / o la composicion de las
presas. La osificacién y el correcto desarrollo asimétrico del craneo, con la
subsiguiente migracion del ojo, fue significativamente mejor en larvas que
ingirieron zooplancton que en aquellas que ingirieron Artemia (Saele et al,,
2003). No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia o
crecimiento hasta el dia 46 después de la eclosién, aunque las larvas que
comieron Artemia mostraron una disminucion en el crecimiento después del dia
45, probablemente causado por la talla pequefia de las presas, que no era
suficiente para cubrir los requerimientos energéticos de las larvas (Hamre et al.,
2002). La migracion del ojo de las larvas que ingirieron Artemia se retrasé 35
dias al compararlas con las larvas que ingirieron zooplancton (Solbakken et al.,
2002). Por otro lado, Gara et al. (1998) no encontraron diferencias ni en el
crecimiento ni en la metamorfosis entre larvas de H. Ahippoglossus que se
alimentaron con los mismos nauplios de Artemia, pero con distintas estrategias
de enriquecimiento. Estos autores encontraron una clara relacion entre el indice
de migracién del ojo y la tasa de crecimiento de las larvas. Lo mismo se podria
establecer para el lenguado senegalés (Fernandez-Diaz et al., 2001, presente

capitulo). Aunque no haya suficiente informacién para otras especies de peces
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planos (Platichthys stellatus, Policansky, 1982; Pleuronectes americanus,
Chambers y Leggett, 1987; S. solea, Amara y Lagardere, 1995), en este capitulo
se considera que en futuros estudios sobre la metamorfosis de peces planos,
tanto la migracién del ojo como el estadio de metamorfosis se deberian
relacionar con el crecimiento y / o la talla mds que con la edad del pez. Una
alimentacion sub-6ptima de las larvas debido a una talla o densidad inadecuada
de las presas vivas, asi como una deficiencia nutricional, causan retrasos en la
migracion del ojo y en la metamorfosis.

Para propdsitos industriales, se pueden utilizar nauplios de Arremia
enriquecidos como primera presa viva, ya que el crecimiento y la supervivencia
son aceptables. En cambio, para estudios nutricionales, los problemas que
plantean los nauplios de Artemia para ser enriquecidos con las cantidades
adecuadas de DHA, 4cidos grasos altamente insaturados (en inglés HUFA) o
fosfolipidos, hacen necesaria la utilizacién de rotiferos como primera
alimentacién. Los rotiferos, en contraste con los nauplios de Artemia, pueden
acumular acidos grasos esenciales y fosfolipidos, alcanzando composiciones
similares a los copépodos, presa natural para las larvas en condiciones de

libertad (Bell et al., 2003).

67



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

68



5. CAPITULO II: Las presas vivas
enriquecidas en ARA provocan
albinismo en las larvas del

lenguado senegalés



70



Las presas vivas enriquecidas en ARA provocan albinismo en el lenguado senegalés

5.1. Introduccién

Aunque en Espafia y Portugal haya una produccion a escala industrial de
juveniles de lenguado senegalés, la determinaciéon de los requerimientos
nutricionales de las larvas de esta especie aun no esta completada. Los estudios
nutricionales mas recientes se han concentrado en los problemas durante la fase
de destete (Canlavate y Fernandez-Diaz, 1999; Day et al., 1999; Dinis et al., 2000;
Engrola et al., 2001; Ribeiro et al.,, 2003) o hacia los requerimientos en
aminodacidos tanto de la larva (Morais et al.,, 2004a) como de la etapa post-
larvaria (Ronnestad et al., 2000, 2001; Aragao et al., 2004). A pesar de la
importancia de los EFA (ARA, EPA y DHA) en las dietas para las larvas de los
peces marinos, no existe ningin tipo de informacién previa sobre los
requerimientos en cuanto a estos EFA por parte de la larva del lenguado
senegalés. Generalmente las larvas del lenguado senegalés han sido alimentadas
primero con rotiferos (desde el dia 3 hasta el dia 9 después de la eclosién),
seguido de nauplios de Artemia o con Artemia desde el momento de la apertura
de le boca (Villalta y Estévez, 2005). Las presas vivas son deficientes en EFA por
naturaleza (Sargent et al., 1999b), asi que es necesario, como paso previo a su
utilizacién como alimento, que pasen por un periodo de enriquecimiento, que
puede ser realizado tanto con algas, como con emulsiones de aceites o con otras
preparaciones ricas en EFA y otros nutrientes esenciales. De acuerdo con lo
publicado por Dinis et al. (1999), diferentes tipos de enriquecimientos de las
presas vivas no demostraron ningun efecto claro de los PUFA sobre el
crecimiento y la supervivencia larvaria. No obstante, un aporte adecuado de

EFA durante la etapa larvaria afectard al crecimiento y a la supervivencia en

71



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

estadios posteriores del desarrollo (Howell et al., 1995). Un aporte nutricional
adecuado durante la metamorfosis es particularmente critico (Dhert et al,,
1990). Estévez y Kanazawa (1995) demostraron que un aporte deficiente en EFA
provocaba una metamorfosis incompleta en otras especies de peces planos.

A pesar de la gran cantidad de investigaciones que se llevan a cabo para
determinar los requerimientos larvarios en PUFA n-3, solo recientemente se
han tenido en cuenta los PUFA n-6 y en particular el ARA. Se ha observado que
durante las épocas de ayuno, el ARA se conserva en los tejidos de los peces
marinos (Izquierdo, 1996), incluido el lenguado senegalés (Mourente y Vazquez,
1996), y sirve como precursor para la biosintesis de eicosanoides (Bell et al.,
1994). Sin embargo, los altos niveles de ARA estdn implicados en anomalias
pigmentarias (McEvoy et al., 1998a; Estévez et al., 1999; Copeman et al., 2002;
Bell et al., 2003). Las anomalias pigmentarias son un grave problema en muchas
de las especies de peces planos, ya que disminuyen de manera importante el
valor en el mercado de los individuos afectados (Venizelos y Benetti, 1999). Asi,
el presente capitulo fue disefiado para investigar el papel del ARA en el
crecimiento, supervivencia y pigmentacién de las larvas del lenguado senegalés,
desde el dia 3 al dia 37 después de la eclosion, usando un disefio dosis-respuesta.
Ademas, se intentd identificar las relaciones entre los dcidos grasos presentes en
la region cefdlica, el digestivo y la carcasa de las larvas con aquellos presentes en
la dieta, y asi determinar que acidos grasos son preferiblemente retenidos en el

organismo y cuales son utilizados.
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5.2. Material y métodos

5.2.1. Emulsiones experimentales

Se utilizaron dos tipos de aceites comerciales: Neuromins® (Martek
Bioscience, USA) rico en DHA y Vevodar® (DSM Food Specialties, Holanda)
rico en ARA. El aceite Vevodar® fue gradualmente reemplazado por aceite de
oliva y de este modo se produjeron emulsiones con bajo (ARA-L), medio (ARA-
M) y alto (ARA-H) contenido en ARA. Los componentes utilizados para la
formulacién de cada una de las emulsiones y la composicién en acidos grasos
resultante se muestran en la Tabla 5.1. Las mezclas de aceites fueron
emulsionadas con cantidades equivalentes de agua destilada y homogenizadas
con un Ultra-Turrax T25 a gran velocidad, durante 60 s. Posteriormente las
emulsiones se transfirieron a jeringas de plastico, procurando que no quedara
aire residual en su interior, y fueron almacenadas a 4 °C hasta la utilizacién de
las emulsiones. Como enriquecimiento de referencia se utiliz6 una emulsiéon

comercial (DHA-Protein Selco, INVE).

5.2.2. Enriquecimiento de las presas vivas

Los rotiferos fueron enriquecidos en contenedores de 101 durante 12 h a
20 °C y a una densidad de 500 rotiferos ml!, usando 0,1 g 1! de cada una de las
emulsiones en cada caso. Tras las 12 h, los rotiferos fueron concentrados y
lavados con agua de mar y agua dulce. Posteriormente fueron suministrados a
las larvas. La Artemia enriquecida (cepa EG, INVE) eclosioné 6 h antes. Se
dispusieron en contenedores de 10 | durante 18 h a 26 °C y a una densidad de

100 nauplios de Artemiaml?!, usando 0,6 g 1! de la emulsidn.
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DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Formulacién (mg g)
Vevodar® 0 150 300
Aceite vegetal® 35 18 0
Aceite de oliva 355 222 90
Neuromins® 500 500 500
Suplementos® 110 110 110
DHA-Protein Selco 1000
TFA (mg g!) (DW) 100,9+15,3 283,3+24,8 331,07+35,1 265,3+31,0
Acidos grasos
14:0 2,0+0,1 7,9+0,5 8,5+0,5 8,5+0,5
16:0 30,8+0,3 14,9+0,2 15,7+0,2 15,6+0,2
18:0 6,0+0,1 1,8+0,1 3,0+0,1 4,1+0,1
Total saturados 43,7+1,0 24,9423 27,5+1,1 28,9+0,9
16:1n-7 9,4+0,3 1,6+0,0 1,4+0,0 1,2+0,1
18:1n-9 13,1+0,2 46,7+0,2 36,4+0,1 24,7+0,0
20:1n-9 1,1+0,0 0,2+0,0 0,2+0,1 0,2+0,0
Total monoinsaturados 24,3+0,2 49,5+0,5 38,8+1,2 28,6+0,9
18:2n-6 8,8+0,5 4,4+0,2 4,1+0,1 3,9+0,2
20:2n-6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 0,2+0,0
20:3n-6 0,0+0,0 0,4+0,0 0,6+0,0 1,1£0,0
20:4n-6 0,9+0,1 0,2+0,0 7,9+0,2 14,8+0,2
Total PUFA n-6 10,3+0,5 4,6+0,2 13,6+0,1 21,1+0,2
18:3n-3 1,6+0,7 0,5+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0
20:5n-3 4,6+0,3 0,2+0,0 0,4+0,1 0,7+0,0
22:5n-3 0,9+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,6+0,1
22:6n-3 14,7+0,8 20,2+0,3 19,1+0,8 19,2+0,7
Total PUFA n-3 21,7+0,5 21,0+0,5 20,1+0,7 21,5+0,5
n-3/n-6 2,1£0,5 4,6+0,3 1,5+0,2 1,0+0,0
DHA / EPA 3,2+0,0 101,0+1,5 47,8+8,0 27,4+4,0
ARA /DHA 0,06+0,0 0,01+0,0 0,4+0,0 0,8+0,5
ARA /EPA 0,2+0,0 1,0+0,0 19,8+3,5 21,1+0,3

Tabla 5.1. Formulacién y composicién en % de dcidos grasos totales (en inglés TFA) de

la emulsién comercial y las emulsiones experimentales (media+SD, n=3).

Los totales incluyen algunos componentes no mostrados.

2 Mezcla de aceite de canola y semilla de soja.
b Suplementos: lecitina de soja, 70 mg; vitamina E, 40 mg.
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Se lavaron con abundante agua de mar y con agua dulce antes de ser
suministrados a las larvas.
Para el andlisis de lipidos, tanto el rotifero como la Artemia se

muestrearon dos veces durante el periodo experimental.

5.2.3. Cultivo larvario

Los huevos utilizados en esta experiencia fueron donados por el IFAPA
“El Torufio” (Pto. de Sta. Maria, Cadiz) y obtenidos a partir de puestas de
reproductores mantenidos bajo condiciones naturales de fotoperiodo y
temperatura en sus instalaciones. Los huevos fertilizados fueron transportados
por carretera al CA-IRTA, las larvas eclosionaron durante el trayecto. Una vez
en las instalaciones donde se llevo a cabo el experimento, las larvas fueron
distribuidas (50 larvas 1) en doce tanques de malla (150 um poro) de 35 1,
distribuidos de tres en tres en cuatro tanques de 1500 1. Los tanques estuvieron
conectados a una unidad de recirculacién (Carbo et al., 2003) que mantuvo
constantes los pardmetros fisico-quimicos y biolégicos durante todo el
experimento. La temperatura del agua se mantuvo a 19+1 °C y la salinidad a34 g
11, las condiciones de fotoperiodo fueron de 18:6 h (L:O). Las larvas se
alimentaron con rotiferos desde el dia 3 al dia 9 después de la eclosion, a una
densidad de 10 rotiferos ml'!, y con nauplios de Arremia del dia 5 hasta el 36
después de la eclosién. La densidad de nauplios de Arremia suministrados se
ajustd para que fuera de un 70% del peso corporal de las larvas del dia 5 al dia
15, de un 20% del dia 16 al dia 30 y de un 7% del dia 31 al dia 37, siguiendo las

recomendaciones de Cafiavate et al. (2006), de este modo se evité la presencia de
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presas vivas desenriquecidas. Los tanques experimentales se mantuvieron en
renovacién continua del agua. Las presas se suministraron dos veces al dia.

En los dias 1, 4, 6, 10, 12, 15, 20, 30 y 37 después de la eclosién se midid
la longitud estindar y se calculd el peso seco de las larvas. En cada dia de
muestreo se tomaron 20 larvas que fueron depositadas en vasos de precipitados y
sacrificadas utilizando una concentracién letal de MS-222 (1000 mg 1!). La
longitud estaindar se midi6 utilizando un microscopio de diseccién (Nikon
SMZ800) y un analizador de imagenes (Analysis, SIS GmBh, Alemania). Para
calcular el peso seco las larvas se lavaron con agua destilada para eliminar los
posibles restos de sales y se introdujeron en un horno a 60 °C durante 24 h. La
posicién del ojo durante la metamorfosis de las larvas se establecié de acuerdo
con los estadios descritos por Fernandez-Diaz et al. (2001). Los datos se
presentan como la cantidad de larvas en cada estadio de desarrollo para una
misma edad. También se calculd el Iem de acuerdo con lo descrito por Solbakken
et al. (1999).

En el dia 1 después de la eclosion se tomd una muestra por triplicado
(n=1935) de las larvas para un andlisis bioquimico inicial. También se tomaron
muestras para el analisis de lipidos en los dias 15 (50 larvas tanque?) y 37
después de la eclosién (20 larvas tanque!), en este ultimo dia no solo se
muestrearon larvas enteras, sino que se diseccionaron y separaron cabezas,
digestivos y carcasas. Las muestras se depositaron directamente en C:M (2:1, v/v)
y se almacenaron a -20 °C hasta el posterior andlisis.

En el dltimo dia de muestreo se determinaron la supervivencia y las
anomalias pigmentarias por conteo de los individuos restantes en los tanques.

Debido a los inconvenientes que representa clasificar los distintos tipos de
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anomalias pigmentarias (Bolker y Hill, 2000), tanto los individuos total como

parcialmente malpigmentados, se consideraron en un tnico grupo.

5.2.4. Analisis de lipidos

Los lipidos totales de las presas vivas y de las larvas fueron extraidos en
C:M (2:1, v/v) mediante el método de Folch et al. (1957). Tras evaporar
totalmente el solvente bajo flujo de nitrégeno, las muestras fueron cuantificadas
por gravimetria. Los lipidos totales fueron almacenados a -20 °C con una
concentracion de 20 mg lipido ml! de C:M (2:1, v/v) y 0,01% de BHT.

La transmetilacién catalizada por acido se llevé a cabo mediante el
método de Christie (1982). Los ésteres metilicos fueron extraidos utilizando
isohexano : éter dietilico (1:1, v/v) y purificados en placas de TLC, para
posteriormente ser analizados mediante cromatografia gas-liquido. Los picos
fueron identificados mediante comparacién con un estandar conocido (Supelco
Inc., Madrid) y cuantificados con el programa Chrompack (Thermo Electrdn,

Reino Unido).

5.2.5. Estadistica

Las variancias de los valores se expresan como desviaciones estandar de la
media de tres réplicas. Las diferencias entre medias de los distintos tratamientos
se determinaron mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey
para la comparaciéon multiple de medias. El nivel de significacion se fijé en
P<0,05. Los valores expresados en porcentajes fueron transformados mediante el
arcoseno (Sokal y Rohlf, 1995), previamente a ser analizados. Para establecer

relaciones entre la alimentacién y los pardmetros de las larvas, se utilizaron
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regresiones lineales y polindmicas. Todos los analisis estadisticos se llevaron a

cabo utilizando el paquete estadistico Statgraphics (Microsoft Inc.).

5.3. Resultados

5.3.1. Composicién lipidica de las presas vivas

Los perfiles de acidos grasos de las larvas iniciales (1 dph) y de la Artemia
enriquecida con las distintas emulsiones se muestran en la Tabla 5.2. La
composicién de los rotiferos no se muestra debido a que se utilizaron como
alimento durante muy pocos dias (solo 6 dias). No se encontraron diferencias
significativas en los lipidos totales de los nauplios enriquecidos con las
emulsiones experimentales, aunque los nauplios enriquecidos con la emulsiéon
comercial presentaron un contenido de lipidos totales significativamente menor
que aquellos enriquecidos con las emulsiones experimentales. No se encontraron
diferencias significativas en el contenido de 4cidos grasos saturados (en inglés
SFA) y de PUFA n-3 de los nauplios enriquecidos con las emulsiones
experimentales. Se encontraron diferencias significativas en las proporciones de
acidos grasos monoinsaturados (en inglés MUFA) y PUFA n-6 de los nauplios
enriquecidos con las emulsiones experimentales, debido a las diferencias en OA
y ARA, reflejando la composicion de la emulsiéon. Las emulsiones
experimentales con contenidos graduales de ARA, se reflejan en presas vivas con
aumentos en la proporciéon de ARA, pero con niveles similares de DHA y EPA.
Los nauplios enriquecidos con DHA-Protein Selco muestran niveles

significativamente mas elevados (38%) de SFA, y bajos niveles de MUFA y
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PUFA n-3 (14%, debido al bajo contenido en LNA) que los enriquecidos con las
emulsiones experimentales. En los nauplios de Artemia, las relaciones
ARA/DHA y ARA/EPA variaron significativamente entre los grupos, siendo la
mayor la del grupo ARA-H (1,3 y 6,0, respectivamente) y la menor la del grupo
ARA-L (0,01 y 0,07, respectivamente). La relacion DHA/EPA no mostrd

ninguna diferencia significativa entre los distintos grupos.

5.3.2. Efectos sobre las larvas

Las larvas que se alimentaron con los nauplios enriquecidos con la
emulsion comercial, en el dia 20 mostraron tallas significativamente mayores
(P<0,0001, A5 1759, Figura 5.1) que aquellas alimentadas con las dietas
experimentales, en el dia 37 sus tallas fueron significativamente mayores que las
de las larvas de los grupos ARA-L y ARA-M (Figura 5.1, Tabla 5.3). Las larvas no
mostraron diferencias significativas en cuanto al peso seco (£=0,267, £3, 189), ni
para los distintos tipos de alimentacién ni en los distintos dias de muestreo
(Figura 5.1). La supervivencia, con una media de aproximadamente el 50% para
todos los grupos, no mostr6 diferencias significativas. Entre los dias 15 y 20 se
encontraron diferencias significativas (#<0,05) en el estadio de metamorfosis,
siendo las larvas alimentadas con DHA-Protein Selco las que mostraron unos
estadios mas avanzados (Iem 2,8 y 3,83 a los 15 y 20 dias, respectivamente)
(Figura 5.2). En los grupos alimentados con las emulsiones experimentales, al
aumentar la cantidad de ARA en la dieta, el grado de migracién del ojo entre los
dias 15 y 20 se retrasd, siendo el grupo ARA-L el que mostr6 un estadio mas

avanzado (Iem 2,35y 3,32 en los dias 15 y 20 respectivamente) y
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Larvas iniciales

Artemia

DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 49,3+2.5 116,3+6,42 132,2+5,4° 142,9+3,7° 132,6+5,0°
TFA (mg g!) (DW) 31,7+1,6 22,0+6,5* 30,0+5,0° 37,4+4,8> 28,1+4,5Y
14:0 1,4+0,5 0,5+0,0 2,8+0,2° 2,8+0,2° 2,3+0,2°
16:0 21,8+0,1 25,8+0,3 12,1+0,22 12,1+0,22 12,9+0,22
18:0 7,0+1,7 8,4+0,1° 4,3+0,12 4,3+0,12 5,7+0,12
Total saturados 31,5+1,2 38,0+1,0° 20,3+1,0° 20,3+1,0° 22,1+0,22
16:1n-7 4,3+0,2 6,4+0,3P 3,5+0,12 3,0+0,12 3,1+0,12
18:1n-9 8,8+0,2 22,0+0,22 43,0+0,2° 34,4+0,2> 28,2+0,7°
18:1n-7 2,9+0,1 7,3+0,0 5,0+0,12 4,8+0,12 5,4+0,12
20:1n-11 1,10,5 0,0+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0 0,3+0,1
20:1n-9 0,3+0,1 0,4+0,0 0,1+0,2 0,1+0,2 0,5+0,0
Total monoinsaturados 20,8+1,6 38,4+0,5* 53,9+1,5¢ 43,9+2,3b 38,3+0,52
18:2n-6 0,9+0,0 9,0+0,5° 7,2+0,32b 6,9+0,4>> 6,5+0,12
20:2n-6 0,2+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,1
20:3n-6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,6+0,2
20:4n-6 2,9+0,0 0,2+0,12 0,1+0,02 4,5+0,3P 8,3+0,5¢
Total PUFA n-6 5,2+0,5 9,4+0,32 7,6+0,12 11,7+0,4° 16,3+0,6°
18:3n-3 0,3+0,0 4,1£0,3? 12,5+1,1° 11,8+1,8° 13,6+0,5°
20:5n-3 3,9+0,8 1,8+0,1 1,5+0,1 1,5+0,0 1,4+0,2
22:5n-3 4,1+0,6 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
22:6n-3 24,2434 6,8+0,1 6,8+0,5 8,9+1,3 6,6+1,2
Total PUFA n-3 39,2+1,6 14,2+0,3° 22,8+1,5 24,1+0,2° 23,3+0,5°
DHA / EPA 6,1+0,2 3,8+0,2 4,5+0,1 5,9+0,9 4,8+0,1
ARA / DHA 0,1+0,0 0,04+0,0° 0,01+0,02 0,5+0,3¢ 1,3+0,24
ARA / EPA 0,7+0,1 0,1+0,0° 0,07+0,03? 3,0+0,2¢ 6,0+0,54

Tabla 5.2. Composicién en % TFA de las larvas iniciales (1dph) y de los nauplios de Artemia enriquecidos con la

emulsién comercial y con las emulsiones experimentales (media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, ¢, d) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05, £311).
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Figura 5.1. Cambios en talla y peso seco de las larvas del lenguado senegalés a lo largo
del periodo de estudio (media+SD, =3).

Los superindices indican diferencias significativas (£<0,05) entre los distintos
tratamientos.
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Figura 5.2. Proporciones de los distintos estadios de migracién del ojo en los dias de
muestreo. Las barras verticales indican porcentaje+SD de larvas en cada uno de los
estadios de migracién. Los distintos superindices marcan las diferencias significativas
(*P<0,05, **P<0,001) entre los distintos tratamientos para una misma edad. El Iem se
muestra como una linea por encima de las barra verticales, los valores entre paréntesis
aparecen cuando se encontraron diferencias significativas (F<0,001) entre los
tratamientos para una misma edad.

DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Talla (mm) 12,8+1,2b 11,8+1,6* 11,9+1,92 12,2+1,5%
Peso seco (mg) 5,1+0,8 4,5+1,5 5,1+1,7 4,8+1,5
Supervivencia (%) 48,9+4,8 44,4+18,4 58,9+16,7 54,9+5,7
Pigmentacién (%) 99,8+0,1¢ 99,7+0,4¢ 38,9+12,1° 15,8+7,12

Tabla 5.3. Crecimiento, supervivencia y pigmentaciéon de las larvas del lenguado
senegalés al final del periodo de estudio (37 dph) (media+SD, n=3).

Los superindices indican diferencias significativas entre los grupos (£<0,05, 7, 236 para
talla, 73, 20 para peso seco (en inglés DW) y 73,11 para supervivencia y pigmentacion).

el grupo ARA-H el mas retrasado (Iem 1,95 y 2,85, respectivamente). Al final del

experimento, todos los grupos mostraron una metamorfosis completa y normal.

5.3.3. Efectos de la dieta sobre la composicién de lipidos y dcidos grasos de los
tejidos larvarios

Las larvas iniciales contenian elevadas proporciones de DHA, 16:0, OA,
18:0, acido docosapentaenoico (22:5n-3, DPA) y EPA (24,2, 21,8, 8,8, 7,0, 4,1 y
3,9 %TFA, respectivamente, Tabla 5.2). El contenido en lipidos totales de la
zona cefélica (incluidos cerebro y ojos), no se vio afectado por los tratamientos
alimentarios (Tabla 5.4), mientras que el contenido en lipidos totales de los
digestivos fue significativamente menor (P<0,05, Tabla 5.5) en los grupos DHA-

Protein Selco y ARA-H; las
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DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 60,5+15,6 71,3+17,5 71,6+2,0 62,8459
TFA (mg g') (DW) 36,1+3,4 43,9+12,2 39,9+5,5 32,2429
14:0 0,7+0,1 1,3+0,1 1,1+0,1 1,2+0,2
16:0 15,5+0,9 14,8+1,6 14,9+1,5 15,1+1,6
18:0 8,9+0,5 7,8+1,2 8,6+0,6 8,9+0,9
Total saturados 26,7+1,3 25,2+2.9 26,1+2,3 26,8+2,9
16:1n-7 3,3+0,3 0,3+0,1 1,6x1,4 1,0+0,9
18:1n-9 19,2+0,3>> 23,0+1,4° 20,34+1,6%> 18,0+1,72
18:1n-7 6,8+0,1 6,1+0,4 5,4+0,5 5,3+0,4
20:1n-11 0,4+0,1 0,1+0,1 0,5+0,1 0,4+0,0
20:1n-9 0,4+0,1 0,1+0,1 0,2+0,0 0,1+0,1
Total monoinsaturados 32,1+1,7»b 34,6+1,4>b 36,9+2,5P 29,5+1,6?
18:2n-6 5,3+0,6 5,6+0,2 4,4+0,2 45+0,2
20:2n-6 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
20:3n-6 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,4+0,0
20:4n-6 3,6+0,52 2,8+0,52 5,6+0,1° 7,9+0,5¢
Total PUFA n-6 10,8+1,42 9,0+0,72 11,2+0,12 14,7+0,5
18:3n-3 7,4+0,5 9,127 6,1+0,0 7,3+0,9
20:5n-3 3,6+0,3P 2,5+0,3? 1,6+0,12 1,8+0,32
22:5n-3 4,3+0,5° 2,8+0,22 2,4+0,12 2,7+0,52
22:6n-3 13,0+0,4 14,7+1,1 16,1+1,9 15,4+1,4
Total PUFA n-3 30,3+1,8 31,1+3,7 27,7+2,0 29,0+3,1
DHA / EPA 3,6+0,22 5,9+0,7° 10,0+0,9¢ 8,7+0,7¢
ARA / DHA 0,3+0,032b 0,2+0,032 0,4+0,05° 0,5+0,06°
ARA / EPA 1,0+0,12 1,1+0,052 3,5+0,1P 4,5+0,6P

Tabla 5.4. Composicion en %TFA de los tejidos cefélicos (incluyendo ojos y cerebro) de las larvas del
lenguado senegalés después de comer durante 37 dia los nauplios enriquecidos con las emulsiones

experimentales y la emulsién comercial (media+SD, nn = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, c) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05, F11).
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DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 76,7+19,52 118,6+15,6° 116,5+13,4° 70,9+18,12
TFA (mg g') (DW) 34,3+5,0° 74,5+9,1° 50,39+12,6° 37,6+3,8°
14:0 0,8+0,22 1,8+0,1b 1,6+0,5>b 1,7+0,22b
16:0 14,9+0,8 12,2+0,32 14,6+1,22P 13,7+0,72
18:0 9,5+0,2b 6,0+0,2° 8,8+1,5P 7,7+0,6>b
Total saturados 27,2+0,9° 21,6+0,52 26,8+2,5° 24,8+1,62b
16:1n-7 2,9+0,2 3,2+0,2 3,0+0,3 2,7+0,1
18:1n-9 20,5+2,6P 26,3+1,4° 21,5+1,92b 20,3+0,9°
18:1n-7 7,6+0,6 7,0+0,9 10,2+1,6 6,3+0,3
20:1n-11 0,7+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,5+0,0
20:1n-9 0,3+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,0
Total monoinsaturados 35,4+2,7 41,3+2,3 38,7+5,5 34,9+1,5
18:2n-6 5,7+0,2 6,2+0,3 5,3+0,3 5,5+0,5
20:2n-6 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
20:3n-6 0,2+0,1 0,1+0,0 0,2+0,1 0,5+0,0
20:4n-6 4,4+0,6° 2,3+0,3? 4,7+0,5° 9,7+0,5¢
Total PUFA n-6 12,0+0,2° 9,4+0,62 11,3+0,5 17,5+1,2¢
18:3n-3 9,6+0,8 10,8+1,0 8,4+1,1 9,0+1,0
20:5n-3 3,1+0,9 2,3+0,4 2,8+1,5 1,6+0,3
22:5n-3 3,0+0,8 2,3+0,4 2,3+0,9 2,0+0,3
22:6n-3 8,2+0,2 10,6+2,0 7,8+0,1 8,7+1,3
Total PUFA n-3 25,7+2,7 27,8422 23,0+3,9 22,7419
DHA / EPA 3,0+1,1 4,6+0,2 3,5+1,4 5,5+0,4
ARA / DHA 0,5+0,07° 0,2+0,012 0,6+0,072b 1,1+0,2¢
ARA / EPA 1,7+0,9>b 1,0+0,072 2,241,020 6,3+1,3P

Tabla 5.5. Composicién en %TFA de los digestivos (incluyendo higado) de las larvas del lenguado
senegalés después de comer durante 37 dia los nauplios enriquecidos con las emulsiones experimentales

y la emulsién comercial (media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, c) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05, F11).
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DHA-Protein Selco ARA-L ARA-M ARA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 69,5+5,4P 109,2+63,8" 42,8+14,7% 60,2+9,7°
TFA (mg g') (DW) 19,6+2,8Y 26,3+15,0° 9,0+3,6° 12,1+4,2b
14:0 0,9+0,3 1,0+0,3 1,2+0,1 1,2+0,1
16:0 14,2+0,4 12,2+1,4 13,2+1,2 13,5+0,7
18:0 8,0+0,5 7,623 7,6+1,5 7,9+0,8
Total saturados 25,4+1,0 22,8+3,6 23,9429 24,7+1,5
16:1n-7 4,1+0,2 4,2+0,9 4,1+0,3 3,8+0,3
18:1n-9 19,2+0,12 23,8+2,2° 22,8+1,4>b 20,6+0,9>b
18:1n-7 7,9+0,1 4,9+3,2 6,9+0,2 6,7+0,5
20:1n-11 0,7+0,1 0,4+0,3 0,6+0,1 0,6+0,1
20:1n-9 0,2+0,1 0,4+0,3 0,2+0,1 0,2+0,0
Total monoinsaturados 37,3+1,2 42,3+3,6 39,8+2,4 37,8+2,8
18:2n-6 5,9+0,1 7,7+1,7 5,9+0,4 6,0+0,2
20:2n-6 0,4+0,2 1,2+0,9 0,6+0,7 0,2+0,0
20:3n-6 0,2+0,0 0,0+0,0 0,2+0,1 0,4+0,0
20:4n-6 3,3+0,1° 1,3+0,82 5,2+0,4¢ 7,6+0,74
Total PUFA n-6 10,8+0,12 11,2+2,12 12,2+0,92b 15,3+0,6°
18:3n-3 10,2+0,6 9,9+3,3 9,2+1,1 9,0+1,3
20:5n-3 4,0£0,1¢ 2,6:+0,1° 2,2+0,3>b 1,7+0,32
22:5n-3 3,6+0,1° 2,4+0,42 2,5+0,12 2,3+0,12
22:6n-3 6,9+0,3 8,7+1,4 8,6+1,1 7,7+1,2
Total PUFA n-3 26,6+0,8 25,4+2.2 24,2427 22,3+2.4
DHA / EPA 1,7+0,12 3,3+0,5° 4,0+0,3b¢ 4,6+0,3¢
ARA / DHA 0,5+0,01° 0,2+0,12 0,6+0,06° 1,0+0,07¢
ARA /EPA 0,8+0,022 0,5+0,3? 2,5+0,4° 4,6+0,4¢

Tabla 5.6. Composicion en %TFA de las carcasas de las larvas del lenguado senegalés después de comer

durante 37 dia los nauplios enriquecidos con las emulsiones experimentales y la emulsién comercial

(media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, ¢, d) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (2<0,05, £,11).
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carcasas mostraron un contenido significativamente menor (P<0,05, Tabla 5.6)
de lipidos totales en el grupo ARA-M. Los lipidos de los digestivos y las carcasas
estaban compuestos principalmente por MUFA (35 - 41% y 37 - 42% TFA,
respectivamente, Tablas 5.5 y 5.6), mientras que la proporciéon mas elevada de
PUFA se encontr6 en los lipidos de la zona cefilica (39-44% TFA, Tabla 5.4).
Después de 37 dias de alimentacién con nauplios de Artemia enriquecidos en las
emulsiones experimentales o en la emulsién comercial, la composicién en 4cidos
grasos de los distintos tejidos larvarios reflejaba la composicién en acidos grasos
de las emulsiones, siendo los MUFA y PUFA los que mostraron mayores
diferencias, especialmente en el tejido cefalico. Los SFA fueron relativamente
constantes, aproximadamente un 25% TFA, en todos los tejidos examinados. El
aumento de ARA en las dietas provocoé un aumento significativo de este acido
graso (P<0,0001) y del total de PUFA n-6 (P<0,05) en los tres tipos de tejidos
analizados. Las proporciones de DHA fueron mayores en el tejido cefalico (13,0-
16,1% TFA) y las proporciones de EPA en todos los tejidos fueron inversa y
significativamente proporcionales a la concentracién de ARA en el alimento
(P=0,011, £=0,528 para el tejido cefalico, P=0,019, #=0,519 para las carcasas y
P=0,06, 2=0,304 para digestivos).

Los niveles de acidos grasos en la dieta afectaron a su retenciéon en los
tejidos larvarios (Figura 5.3). Todas las larvas mostraron unos niveles relativos
de OA menores en sus tejidos que en la dieta, mientras que los PUFA, y
especialmente el DHA, EPA y DPA, se encontraron en mayores proporciones en
los tejidos que en las dietas. Las larvas alimentadas con Arremia enriquecida con
las emulsiones ARA-L y DHA-Protein Selco mostraron niveles de ARA mayores

en sus tejidos que en el alimento. Se encontraron regresiones lineares
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significativas entre los contenidos totales de ARA en la dieta y el contenido de
ARA en el tejido cefdlico (ARA=14,02+1,64 ARA dieta, P=0,002, r*=0,726), el
contenido en ARA del digestivo (ARA=81,72+0,43 ARA dieta, =0,07, r>=0,63),
y el contenido de ARA en las carcasas (ARA=10,20+1,25 ARA dieta, P=0,009,
r’=0,349).

35 7 b
I
25 b

20

b - C
- T zbc ap
al)mbb babab %aa basa ﬁ ﬁa% aa

SN 5 1 1 1 I 1

T
SFA MUFA PUFA  '18&1n-9 DHA EPA ARA '22:5n-3

Relacidn entre las proporciones de
FA en el tejido cefdlico y la dieta
s &
\
—-_—
=

I DHA-Protein Selco
[ ARAL
[ ARAM
N ARA H

30

o
o

25

20

10 E %Fﬂr

Relacién entre las proporciones de

FA en las carcasas y la dieta

b,
bby, Sha i a
a2  caabb 222  caabb o ET =2

I 11 AN 1 0 O

SFA MUFA PUFA  '18:1n-9 DHA EPA ARA '22:5n-3

Figura 5.3. Proporciones relativas entre los dcidos grasos (en inglés FA) de la regiéon
cefalica (grafico superior) o de la carcasa (grafico inferior) de las larvas con respecto a
los dcidos grasos de la Artemia enriquecida en cada una de las emulsiones utilizadas
(media+SD, n=3).

La barra horizontal indica el punto en que las proporciones de acidos grasos de los
tejidos y de la dieta son idénticas. Valores por encima de este punto indican que hay
una mayor proporcion del acido graso en el tejido que en la dieta y viceversa.

Los superindices indican diferencias significativas (£<0,05) entre los distintos
tratamientos.
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5.3.4. Efectos de la dieta sobre la pigmentaci6én

Se encontraron diferencias significativas (#<0,0001, Fz11, Tabla 5.3) en el
grado de pigmentacién, con un 100% de individuos pigmentados en los grupos
DHA-Protein Selco y ARA-L, y proporciones significativamente mayores de
individuos malpigmentados en los grupos ARA-M y ARA-H. Se encontrd una
regresion lineal significativa entre el contenido de ARA en la regién cefalica y el
grado de pigmentacién (Pigmentacién=149,23-3,12 ARA, P=0,0012, r>=0,706),
mientras que para el EPA la regresién fue mads débil y positiva (Pigmentacién=-
1,14+4,56 EPA, P=0,0097, r2=0,543). Asi, se pudo establecer una clara relaciéon
entre el contenido en la dieta de ARA, la acumulacién de ARA observada en los
tejidos y relacionada con el desplazamiento del EPA, y el grado de pigmentacién
de las larvas del lenguado senegalés. Como consecuencia, las relaciones en las
que esta implicado el ARA mostraron una correlacion con el grado de

pigmentacién (Figura 5.4).

5.4. Discusion

Este capitulo es uno de los primeros estudios en examinar el efecto de los
acidos grasos de la dieta sobre el desarrollo de la larva del lenguado senegalés,
usando un diseflo dosis-respuesta. La supervivencia y el crecimiento no se
vieron afectados por el contenido en ARA de la dieta, incluso a elevadas
concentraciones (mas del 8% TFA, 40,53 mg g! de los lipidos totales). Otros
autores también han demostrado que durante el desarrollo larvario de distintas

especies de peces planos (P. dentatus (Willey et al., 2003), L. ferruginea

89



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

(Copeman et al., 2002), S. maximus (Estévez et al., 1999) y H. hippoglossus
(McEvoy et al., 1998a)) se puede suministrar ARA a elevadas concentraciones

sin ningun efecto sobre el crecimiento o la supervivencia.
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Figura 5.4. Correspondencias entre las relaciones ARA/DHA y ARA/EPA presentes en
la dieta y el porcentaje de individuos pigmentados al finalizar el experimento. Las
regresiones lineares se muestran junto a la representacién de las réplicas (12=9).

La emulsién DHA-Protein Selco contiene componentes nutricionales no
presentes en las emulsiones experimentales, como pueden ser las proteinas y las

vitaminas. Como consecuencia, las larvas alimentadas con los nauplios
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enriquecidos con la emulsidén comercial fueron ligeramente mayores en tamafio,
y por lo tanto, mostraron una metamorfosis avanzada (Figura 5.2). Este hecho
fue particularmente evidente entre los dias 15 y 20 después de la eclosidn,
cuando se dan los fenémenos mas evidentes de la metamorfosis. Las larvas con
crecimiento mas rapido generalmente metamorfosean mas rapidamente que
aquellas con un crecimiento menor (Naess y Lie, 1998), y estas a su vez son las
que presentan mayor mortalidad al final del periodo de transformacién
(Christensen y Korsgaard, 1999). Sin embargo, al final del experimento no se
encontraron diferencias en las supervivencias de los distintos grupos, por lo que
se deduce que las pequenias diferencias de crecimiento no son importantes para
la supervivencia de esta especie.

El aumento en el contenido de ARA en la dieta provoco retrasos en los
procesos metamorficos. Las larvas del grupo ARA-L mostraron los mayores
indices de migracion del ojo en los dias 15 y 20 después de la eclosidn, seguidas
de las larvas del grupo ARA-M, mientras que las larvas del grupo ARA-H
mostraron los menores indices de migracién. Como el crecimiento no estuvo
relacionado con el contenido en ARA de la dieta, la causa de estas diferencias
debi6é de ser algun otro mecanismo. Estos hechos sugieren que, aunque los
mecanismos bioquimicos exactos causantes de estas diferencias aiin no estan
bien estudiados, tanto el ARA como sus derivados han de estar relacionados
directamente con el proceso metamérfico de los peces planos.

Las larvas de un dia contenian elevadas proporciones de DHA, 16:0, OA,
18:0 y DPA, los mismos resultados se han obtenido en andlisis de otras larvas de
peces marinos (Izquierdo, 1996). Vazquez et al. (1994) y Mourente y Vazquez

(1996) obtuvieron resultados similares en cuanto a composicidn en dcidos grasos
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en las larvas de lenguado de un dia, tanto para los valores relativos como
absolutos. La composicién en acidos grasos de las larvas reflejé la composicion
de sus dietas, lo que es afin con los resultados obtenidos en otros estudios sobre
larvas de peces (Mourente et al., 1993; Harel et al., 2000; Koven et al., 2001;
Bransden et al., 2004). En los tejidos de la zona cefalica de la larva, la
acumulacién de ARA fue proporcional al contenido de la dieta, hasta un nivel
maximo de 40 mg g de lipido. Los efectos de la dieta sobre la composicién de
los tejidos fueron mas evidentes en la zona cefdlica y en los digestivos que en las
carcasas de las larvas, resultados que se observaron también en S. maximus
(Estévez et al., 1999). El contenido en DHA del tejido cefalico fue mas de un
50% superior al contenido de este mismo acido graso en los otros tejidos
analizados, mostrando asi su funcién esencial en los tejidos neurales y visuales
(Mourente et al., 1991; Bell et al., 1995b). El aumento de DHA en la dieta no
provoco cambios en la composiciéon de DHA de los tejidos, efecto contrario al
observado por Harel et al. (2000) en las larvas de M. chrysops. Por otro lado, el
contenido en EPA de todos los tejidos analizados se vio significantemente
reducido al aumentar la ingesta de ARA, esta reduccién fue mas elevada en los
lipidos del tejido cefalico y del digestivo que en los de la carcasa. Efectos
similares de la ingesta de ARA sobre el contenido de EPA en los tejidos se han
observado en larvas de otras especies de peces marinos (Estévez et al., 1999;
Willey et al., 2003) y de agua dulce (Harel et al., 2000), y han sido atribuidos a la
interaccion competitiva entre estos dos acidos grasos (Tocher y Sargent, 1986;
Bell et al., 1995a). Harel et al., (2000) usaron regresiones lineares entre los
distintos acidos grasos y el contenido de ARA en los tejidos, para calcular la tasa

de desplazamiento o retencién de cada uno de ellos. Usando este método, en
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este estudio solo se pudieron obtener regresiones significativas entre los
contenidos de ARA y EPA del tejido digestivo. En este caso el grado de
desplazamiento fue de 0,147+0,073 mg de EPA por mg de ARA (r>=0,286,
P=0,07). A excepcién de la reduccién de EPA en los tejidos al aumentar la
cantidad de ARA, no se pudieron observar otras relaciones de competencia
entre los dcidos grasos de los tejidos de las larvas del lenguado senegalés.

Las larvas alimentadas con DHA-Protein Selco y ARA-L mostraron una
elevada retencién de ARA en sus tejidos, lo que es debido a que en estas dietas el
ARA solo esta presente en 0,1-0,2%, en cambio el contenido inicial de este dcido
graso en las larvas recién eclosionadas es del 2,9%. A mayor suministro de ARA
por medio de la dieta, la retencién de este dcido graso en los tejidos se ve
significativamente reducida. El contenido en DHA fue similar en todas las dietas
y en todos los tejidos analizados, si bien las proporciones iniciales de DHA en las
larvas (24,2% TFA) fueron tres veces mayores que las encontradas en las larvas
de todos los grupos a los 37 dias (aproximadamente 8% TFA). Sargent et al.
(1999b) propusieron que los requerimientos en acidos grasos se podian
establecer examinando las proporciones de estos en los huevos. Aunque la
composicién de los huevos no se estudié en este trabajo, el contenido de DHA
(24,2% TFA) encontrado en las larvas recién eclosionadas es substancialmente
mayor que la proporcién de DHA que se suministrd en las dietas (7,3% TFA).
Esto indica que probablemente el DHA no se suministré en cantidades
suficientes. Es un hecho interesante que el DPA, suministrado a menos de un
0,3% TFA en las dietas, se encontro a niveles cien veces superiores en los tejidos
analizados. Debido a una limitada expresién de los genes elongasa y desaturasa,

los peces marinos tienen una reducida capacidad de convertir el LNA a PUFA n-
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3 de cadena mas larga (Sargent et al., 2002; Tocher, 2003). Por otro lado, hay
especies que, aunque a bajos niveles, son capaces de convertir el EPA en DHA
(Sargent et al., 1989, 1995). Los enzimas elongasa facilitan la conversiéon de EPA
a DPA muy rapidamente. Sin embargo, la conversién de DPA a DHA es mucho
mas compleja, ya que es necesario de una elongacién, una desaturaciéon y un
acortamiento de la cadena, haciendo de este paso un proceso limitante. Como
consecuencia, los peces marinos que ingieren una cantidad inadecuada de DHA
son incapaces de alongar y desaturar completamente el EPA a DHA
suficientemente rapido como para responder a los requerimientos, y por lo
tanto, el producto intermedio, DPA, se acumula. Este hecho ha sido apoyado
por distintos estudios en larvas de peces marinos (Izquierdo et a., 1992; Bell et
al., 1995b; Bransden et al., 2004). La acumulacién de DPA observada en este
capitulo es consistente con el hecho de que el suministro alimentario de DHA
fue inferior al requerido por las larvas del lenguado senegalés y, como en otras
especies de peces marinos, el lenguado senegalés tiene una capacidad limitada de
convertir completamente el EPA a DHA. La concentracién de DHA fue la
misma para todos los tratamientos, por lo tanto, el hecho de haber suministrado
concentraciones por debajo del requerimiento de las larvas no tuvo porque
enmascarar o cambiar los efectos debidos a las distintas dosis de ARA. No
obstante, en este punto nos planteamos la posibilidad de realizar un estudio para
determinar los requerimientos en DHA de las larvas del lenguado senegalés.
Como otros autores ya han indicado (McEvoy et al., 1998a; Estévez et
al., 1999; Copeman et al., 2002), hay una clara relacién entre el contenido en la
dieta de ARA, la acumulaciéon de ARA en los tejidos de la larva y el grado de

pigmentacién de las larvas. Willey et al. (2003) suministraron rotiferos y
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Artemia enriquecidos en ARA a larvas de P. dentatus y encontraron que al
aumentar el ARA de la dieta aumentaba el indice de individuos malpigmentados
(Willey, comunicacién personal). En el presente estudio, se encontré una
correspondencia entre las relaciones ARA/EPA (1=0,917, PF<0,0001) vy
ARA/DHA (r?=0,851, P<0,0001) y el grado de pigmentaciéon (Figura 5.4).
Resultados de otros experimentos nutricionales con distintas larvas de peces
planos también indican que la relacion ARA/EPA de la dieta tiene importancia
sobre el grado de pigmentacién (Tabla 5.7). Sin embargo, la relacién DHA/EPA
(r’=0,509, P-0,1), que segun otros autores mostré un efecto positivo sobre el
grado de pigmentacién de peces planos (Reitan et al., 1994), no mostr6 ninguna
correlacién en el presente estudio. Cada vez se esta haciendo mas evidente que
el DHA de la dieta probablemente no sea un factor determinante para la
pigmentacién de los peces planos. Por ejemplo, Seikai et al. (1987) alimentaron a
larvas de P. olivaceus con nauplios de Artemia exentos de DHA vy al final del
experimento mas del 76% de los individuos presentaron una pigmentacién
normal. Copeman et al. (2002) alimentaron a larvas de L. ferruginea con
rotiferos que contenian solo un 1,7% de DHA en su composicién y como
consecuencia obtuvieron una de las tasas de pigmentacién (46%) mas elevadas
de todo el estudio (Tabla 5.7).

El mecanismo exacto por el cual el ARA causa malpigmantacién en peces
planos aun se desconoce, pero se han postulado diversas hipdtesis. La primera, es
que la alteracion del contenido de ARA en la dieta provoca una composicién
bioquimica sub-6ptima de las membranas de los tejidos neurales y como
consecuencia el control de la metamorfosis, la sintesis de melanina y Ia

diferenciacién de los cromatdforos se alteran (Estévez et al., 1999). La segunda,
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es que un exceso de produccion de eicosanoides derivados del ARA induce a un
estrés bioquimico en el pez (Sargent et al., 1999b). Y la tercera, es que la sintesis
y degradaciéon de las tirosinasas, que son necesarias en la regulacién de la
pigmentacién, pueden ser modificadas por el contenido de PUFA n-6 de la dieta
(Ando et al., 2004). Estévez et al. (2001) encontraron que individuos de 7.
olivaceus inducidos a la malpigmentacién debido al contenido de ARA en la
dieta, producian la misma cantidad de melanocortinas (0-hormona estimulante
de los melanocitos (a-MSH) y adrenocorticotropina (ACTH)), las cuales son
importantes en el proceso de la pigmentacién, comparado con individuos
normalmente pigmentados, con lo cual, posiblemente se anularia la primera
hipétesis, aunque seria necesario validar el trabajo con otras especies de peces
planos. En el presente capitulo no se cuantificé la produccion de eicosanoides,
sin embargo existen estudios en larvas de L. lineata y de G. morhua que
relacionan, mediante disefios dosis-respuesta, el contenido de ARA en la dieta
(usando formulaciones e ingredientes parecidos a los de este capitulo) con las
concentraciones de PGE: (Bransden et al., 2005c, 2005d). La PGE: puede estar
ligada a la respuesta al estrés en los peces mediante la modulacién de la
liberacién de cortisol (Gupta et al., 1985; Koven et al., 2003), mientras que
Sargent et al. (1999b) también supusieron que la malpigmentacién podria estar
causada por un estrés bioquimico, en este mismo sentido, la PGE: también ha
sido relacionada con la a-MSH (Naveh et al., 2000). Asi, al unir los resultados de
todos estos trabajos se sugiere una influencia del contenido de ARA en la dieta
sobre la sintesis de PGE>, la cual a su vez puede afectar a la pigmentacién de las
larvas del lenguado senegalés. No obstante, seria necesario realizar mas estudios

para validar este punto.
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DHA ARA ARA/EPA  Pigmentacién

dieta (%) _ dieta (%) _dieta (%) fEspecie Referencia
6,8 0,2 0,11 100 S. senegalensis Presente capitulo
6,8 0,1 0,07 100
8,9 45 3,0 39
6,6 8,3 5,93 16
. Estévez y Kanazawa
6,5 1,0 0,12 56 S. maximus (1995)
1,3 0,6 0,18 27
0,0 0,0 0,0 0
3,5 1,0 0,03 82 S. maximus Estévez et al. (1999)
3,0 1,2 0,1 86
10,0 1,8 0,24 86
9,9 25 0,33 79
8,9 48 0,69 33
6,9 7,9 1,44 1
21,8 1,8 0,17 40 H. hippoglossus Shields et al. (1999)
5,1 1,5 0,28 3,5
39,4 0,3 0,03 99 H. hippoglossus ~ McEvoy et al. (1998b)
5,2 1,5 0,12 66
32,9 0,8 0,02 100 H. hippoglossus Naess et al. (1995)
5,0 1,7 0,17 29
0,2 2,3 0,64 4
0,0 1,4 0,15 17 P. olivaceus Seikai et al. (1987)
0,0 0,8 0,33 76
0,0 4,3 0,7 0
0,4 1,6 0,11 11 P. olivaceus Yamamoto et al. (1992)
13,3 0,8 0,12 88
0,4 2,0 0,13 11
6,9 0,6 0,06 63 P platessa DIk ?f;ﬁ‘zs)y Geffen
0,0 0,5 0,26 29
21,5 2,2 0,2 39 L. ferruginea Copeman et al. (2002)
1,7 0,7 0,28 46
28,2 1,2 0,34 47
234 7,1 2,21 8

Tabla 5.7. Contenido de DHA (%TFA) y EPA/ARA en la dieta (rotifero, Artemia o
zooplancton, dependiendo de la especie) y pigmentacién obtenida en diferentes
especies de peces planos de acuerdo con la literatura existente.

Solo se mencionan las referencias en las que se muestra el contenido en acidos grasos de
la dieta.
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En estudios recientes, Ando et al. (1999, 2004), un cultivo de células de
melanoma de ratéon en un medio enriquecido en LA (25 uM), mostré una
reduccién del 30% del contenido en melanina y un 50% de reduccién en el
contenido de tirosinasa, uno de los enzimas que intervienen en la sintesis de
melanina. La administracién por via tépica de LA se ha usado en humanos para
prevenir los desordenes hiperpigmentarios, asi como el melasma (Lee et al,,
2002) y la pigmentacién inducida por los rayos ultra violeta (Ando et al., 1998).
Ando et al. (2004) observaron que el LA acelera la degradacion espontanea de la
tirosinasa. Para regular la pigmentacion es necesario un balance adecuado entre
la sintesis y la degradacién de la tirosinasa, este punto es de particular interés en
el presente capitulo. De hecho, otros estudios que usaron concentraciones bajas
de ARA obtuvieron efectos similares sobre la tirosinasa (Ando et al.,
comunicacion personal, 2004).

En esencia, hasta el dia 37 de cultivo el contenido en ARA de la dieta no
afecté ni al crecimiento ni a la supervivencia de las larvas del lenguado
senegalés. Una emulsién comercial produjo los mejores resultados de
crecimiento, lo que probablemente influyé en que la metamorfosis de estos
individuos siempre se mantuviera en estadios mds avanzados al compararla con
la de los otros grupos experimentales, aunque este hecho no mejor¢ la tasa de
supervivencia. Al aumentar el contenido de ARA en la dieta, la metamorfosis se
retrasd durante los estadios mas criticos, indicando asi, la importancia de este
acido graso y sus derivados en la metamorfosis de los peces planos. La
composicién en acidos grasos de los tejidos de las larvas, generalmente reflejaron
la composicién de la dieta, a excepcion de la relacion de competencia entre el

contenido de ARA en la dieta y el contenido de EPA en los tejidos. Los PUFA

98



Las presas vivas enriquecidas en ARA provocan albinismo en el lenguado senegalés

fueron fuertemente retenidos en los tejidos. Se observé un aumento de como
minimo 100 veces en la proporcién del DPA contenido en los tejidos, al
compararlo con el contenido de DPA en la dieta, lo que puede indicar una
elongacion de cadena desde el EPA como resultado de un aporte inadecuado de
DHA. Como en otros estudios en peces planos marinos, se detectd una fuerte
correspondencia entre la relacion ARA/EPA de la dieta y la pigmentacién. El
mecanismo exacto por el cual el ARA induce a la malpigmentacién en peces
planos atin se desconoce, aunque parece ser un efecto de la excesiva producciéon

de eicosanoides o una inadecuada regulacién de la tirosinasa.
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6.1. Introduccién

El DHA, junto con el ARA y el EPA, son considerados como dcidos
grasos esenciales para los peces marinos. Las presas vivas, tanto el rotifero como
la Artemia, son deficitarias en estos acidos grasos (Sargent et al., 1999b) y por lo
tanto han de pasar por un periodo de enriquecimiento. Una deficiencia en EFA
puede provocar retrasos en el crecimiento, problemas patoldgicos y elevada
mortalidad (Sargent et al., 1995). Sin embargo, son pocos los estudios que han
abordado el estudio de estos efectos sobre la larva del lenguado senegalés.
Morais et al. (2004b) usaron distintos tipos de enriquecimiento de Artemia, pero
no pudieron demostrar ninguin efecto claro de los PUFA sobre el crecimiento o
la supervivencia de las larvas. No obstante, puede que la ingesta adecuada de
PUFA durante los primeros estadios de desarrollo pueda seguir teniendo efecto
sobre el crecimiento y la supervivencia durante los estadios mas tardios (Howell
et al.,, 1995). En el capitulo anterior se demostré que la ingesta de ARA es
importante en el control de la pigmentacién de las larvas de lenguado senegalés
(Villalta et al., 2005a). El requerimiento de PUFA n-3 por parte de las larvas del
lenguado senegalés no ha sido evaluado, pero durante el estudio de los
requerimientos de ARA, se acumulé DPA en los tejidos de las larvas. De la
elongacion del EPA se obtiene DPA, paso que ocurre rapidamente en peces.
Desde el DPA se obtiene DHA, para que esto ocurra es necesario de una
elongacion, una desaturacién y un acortamiento de cadena, pasos que son
mucho mas complejos y por tanto ocurren en bajas tasas, es decir, de este modo
no se puede obtener la cantidad necesaria de DHA para satisfacer los

requerimientos de los peces (Sargent et al., 1995, 1999b). La acumulacién de
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DPA se ha observado en otros estudios donde no se suministré una adecuada
cantidad de DHA a las larvas de peces marinos (Izquierdo et al., 1992; Bell et al.,,
1995b; Bransden et al., 2004), este hecho puede ser indicativo de que la
concentracion de DHA suministrada en el capitulo anterior (1,5 - 3,3 mg DHA g
DW) fue inferior a los requerimientos necesarios de la larva del lenguado
senegalés. Asi, este capitulo se disefi6 para investigar el efecto del DHA presente
en la dieta. Se usaron concentraciones inferiores y superiores a las del capitulo
anterior, y se observo el efecto sobre el crecimiento y la supervivencia de las
larvas del lenguado senegalés desde el dia 1 al dia 36 después de la eclosidn,

usando un disefio dosis-respuesta.

6.2. Material y métodos

6.2.1. Emulsiones experimentales

Se usaron aceites ricos en DHA (Neuromins®, Martek Bioscience, USA),
y en ARA (Vevodar®, DSM Food specialties, Holanda). Fl aceite Neuromins®
fue gradualmente reemplazado por aceite de oliva para producir emulsiones con
nulo (DHA-N), bajo (DHA-L), medio (DHA-M) y alto (DHA-H) contenido en
DHA. Los componentes que se utilizaron en la formulacién de cada emulsiéon y
la composiciéon en d4cidos grasos de los nauplios de Artemia enriquecidos
resultante se muestran en la Tabla 6.1. Las emulsiones de aceite fueron
emulsionadas con cantidades iguales de agua destilada y homogenizadas con un
Ultra-Turrax T25 a elevada velocidad durante 60 s. Se almacenaron en jeringas

de plastico a 4 °C, procurando que no quedara en su interior aire residual.
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DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H
Formulacién (mg g!)
Neuromins® 0 252 504 757
Vevodar® 50 50 50 50
Aceite vegetal? 0 35 69 103
Aceite de oliva® 860 573 287 0
Suplementos® 90 90 90 90
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 50,3+4,0 50,2+5,3 48,6x6,2 43,575
TFA (mg g') (DW) 31,7+3,5 34,5+6,0 31,8+2,8 32,3+6,3
Acidos grasos
14:0 0,5+0,12 1,7+0,1° 2,9+0,4¢ 4,9+2,14
16:0 11,5+1,7 11,8+1,1 13,0+0,3 14,5+0,8
18:0 5,3+0,1° 4,6+0,12 4,9+0,12b 5,2+0,3P
Total saturados 18,0+1,7 18,5+1,3 21,6+0,5 25,5+3,6
16:1n-7 2,4+0,4 2,2+0,3 2,3+0,4 2,5+0,4
18:1n-9 36,4+8,1b¢ 38,1+7,0° 29,445, 42bc 22,4+3,0°
20:1n-9 0,5+0,1 0,5+0,1 0,4+0,1 0,3+0,0
Total monoinsaturados 47,1+7,2b 47,3+5,9b 38,5+4,22b 31,3+1,12
18:2n-6 6,9+0,5 7,3+0,4 7,7+0,6 8,4+1,2
20:2n-6 0,2+0,0 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
20:3n-6 0,1+0,1 0,1+0,1 0,2+0,1 0,8+0,2
20:4n-6 1,3+0,4 1,6+0,3 1,5+0,4 1,4+0,1
Total PUFA n-6 9,0+0,4 9,4+0,6 9,9+0,5 11,2+0,1
18:3n-3 20,2+3,7 15,7+4,0 17,3+5,4 16,4+7,9
20:5n-3 1,7+0,2 1,6+0,1 1,7+0,0 1,7+0,4
22:5n-3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
22:6n-3 0,0+0,0° 4,4+1,0° 7,7+2,7%b 14,7+1,22
Total PUFA n-3 25,8+5,0 24,8+4,2 30,0+4,2 32,1+4,9
Total PUFA 34,945 ,4° 34,1+4,7° 39,9+4,77 43,2+4.7°
n-3/n-6 2,6+0,7 2,4+0,5 2,9+0,4 2,5+0,8
DHA / EPA 0,0+0,02 2,9+0,5° 4,5+1,6%P 10,5+0,1°
EPA/ARA 1,3+0,2 1,0+0,1 1,1+0,2 1,2+0,2

Tabla 6.1. Formulacién de las emulsiones experimentales (mg g') y composicién en
%TFA de la Artemiatras el enriquecimiento (media+SD, n=3).

Los totales incluyen algunos componentes no mostrados.

2 Mezcla de aceite de canola y semilla de soja.

b Procedente de olivas Lakelans (NSW, Australia)

¢ Suplementos: lecitina de soja, 70 mg; vitamina E, 20 mg
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6.2.2. Enriquecimiento de las presas vivas

Los rotiferos se enriquecieron durante 12 h a 20 °C, en tanques de 101 a
una densidad de 500 rotiferos ml!, usando una concentracién de cada una de las
emulsiones de 0,1 g 1. Antes de ser suministrados a las larvas, los rotiferos
fueron lavados con abundante agua de mar y agua dulce.
Para el enriquecimiento se utilizé Artemia (cepa EG, INVE) eclosionada 6 h
antes. Se enriquecid en tanques de 10 1 durante 18 h a 26 °C, a una densidad de
100 nauplios ml! y con una concentracién de la emulsiéon de 0,6 g 1. Los
nauplios también fueron lavados con agua de mar y agua dulce antes de ser
suministrados a las larvas.

Para el analisis de lipidos, tanto los nauplios de Artemia como los

rotiferos se muestrearon dos veces durante el periodo de estudio.

6.2.3. Cultivo larvario

Los huevos del lenguado senegalés se obtuvieron de reproductores
mantenidos en cautividad en las instalaciones del IFAPA “El Torufio” (Pto. de
Sta. Maria, Cadiz). Las puestas se obtuvieron bajo condiciones naturales de foto
y termoperiodo. Los huevos fertilizados se transportaron al CA-IRTA vy las
larvas eclosionaron durante el trayecto. Una vez en las instalaciones donde se
llevé a cabo el experimento, las larvas fueron distribuidas en 12 tanques de
malla (150 pum de poro) a una densidad de 50 larvas 1''. Los doce tranques se
distribuyeron en cuatro tanques mayores de 1500 1 (a razén de 3 en cada uno),
que estuvieron conectados a una unidad de recirculacién (Carbd et al., 2003) que
mantuvo constantes los parametros fisico-quimicos y bioldgicos durante todo el

periodo de estudio. La temperatura del agua se mantuvo a 19+1 °C y la salinidad
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a 34 g 1}, las condiciones de fotoperiodo fueron de 18:6 h (L:O). Se utilizaron
tres réplicas para cada una de las emulsiones experimentales. La densidad de
nauplios de Artemia suministrados se ajustd para que fuera del 70% de peso seco
corporal de las larvas entre los dias 5 y 15, del 20% entre los dias 16 y 25, del
15% entre los dias 26 y 30 y del 7,5% entre los dias 31 y 35, de este modo se
evitd que quedaran presas vivas residuales desenriquecidas en los tanques. Las
presas vivas se distribuyeron dos veces al dia. Los tanques se mantuvieron en
una renovacion diaria del 200%.

Se establecieron como dias de muestreo el 1, 4, 6, 10, 12, 15, 20, 30 y 36.
En cada uno de ellos se muestrearon 20 larvas por tanque, se dispusieron en
vasos de precipitados y se anestesiaron con una concentracién letal de MS-222
(1000 mg I'"). La longitud se midié utilizando un microscopio de diseccién
(Nikon SMZ800) y un analizador de imagenes (Analysis, SIS GmBh, Alemania).
Para determinar el peso seco, las larvas se lavaron con agua destilada para
eliminar los restos de sal y se mantuvieron 24 h a 60 °C. Los estadios de
migracion del ojo de las larvas durante la metamorfosis se determinaron segin
las pautas descritas por Ferndndez-Diaz et al. (2001). Los datos se presentaron
como la cantidad relativa de larvas en cada uno de los estadios en el mismo dia
de muestreo. El Iem se calculd segun Solbakken et al. (1999).

En el dia 1 después de la eclosidon se tomo6 una muestra por triplicado
(n=490) para el andlisis bioquimico. Para el andlisis de lipidos a dia 36, de cada
unos de los tanques se tomaron 20 larvas enteras y 20 se diseccionaron en cabeza
y carcasa. Las muestras se almacenaron en C:M (2:1, v:v) a -20 °C hasta el dia del

andlisis.
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La supervivencia y el patrén de pigmentacion se determinaron al final

del experimento (36 dph).

6.2.4. Analisis de lipidos

Los lipidos totales de las presas vivas enriquecidas y de los tejidos
larvarios fueron extraidos en C:M (2:1, v:v), siguiendo el método de Folch et al.
(1957). Posteriormente se evapord el solvente bajo flujo de nitrégeno y se
cuantificaron los lipidos por gravimetria. Los lipidos totales se almacenaron en
C:M (2:1, v:v) con BHT a una concentracién de 20 mg ml.

Para realizar la transmetilacién catalizada por acido se sigui6 el método
de Christie (1982). Los ésteres metilicos se extrajeron dos veces utilizando
isohexano : éter dietilico (1:1, v/v), se purificaron en placas de TLC y se
analizaron mediante cromatografia gas-liquido. Los 4acidos grasos se
identificaron mediante comparaciéon con un estdndar conocido y se
cuantificaron mediante el factor de respuesta de un estdndar interno (17:0)

afladido antes de la transmetilacion.

6.2.5. Estadistica

La varianza de los valores se expresa como la desviaciéon estindar (SD) de
la media de tres réplicas. Las diferencias entre las medias de los distintos
tratamientos se determinaron mediante el ANOVA de una via seguido de la
prueba de Tukey para la comparacién multiple de medias. El nivel de
significaciéon se fijé en p<0,05. Antes del andlisis estadistico, los valores

expresados en porcentajes se transformaron mediante el arcsen (Sokal y Rohlf,
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1995). Para todos los analisis estadisticos se utilizéd el paquete Statgraphics

(Microsoft, Inc.).

6.3. Resultados

6.3.1. Composicion lipidica de las presas vivas

La composicién de los nauplios de Arremia tras pasar por el proceso de
enriquecimiento se muestra en la Tabla 6.1. No se observaron diferencias
significativas en la cantidad de lipidos y acidos grasos totales. Se observaron
diferencias significativas en el contenido de 14:0, 18:0, OA, MUFA y DHA,
reflejando la composicién de las emulsiones. La concentracién de DHA que se
observo en los nauplios de Artemia de los distintos grupos fue 0,0 para DHA-N,

1,5 para DHA-L, 2,4 para DHA-M y 4,7 para DHA-H mg g! DW.

6.3.2. Efectos sobre las larvas

Los resultados de crecimiento y supervivencia se muestran en la Tabla
6.2. Las larvas alimentadas con la Artemia enriquecida con la emulsién DHA-M
mostraron un crecimiento significativamente mayor desde el dia 20 y en el
ultimo dia de muestreo presentaron una talla significativamente mayor que las
larvas alimentadas con DHA-L y DHA-H (£<0,00001, #3.s, Figura 6.1). El peso
seco no mostré diferencias significativas al final del experimento (£=0,190, £3.1s),
aunque las larvas del grupo DHA-M mostraron un peso significativamente
mayor que las de los grupos DHA-N y DHA-L en el dia 20 (7<0,009) y

significativamente mayor que el resto de los grupos en el dia 30 (£<0,006, Figura
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6.1). La supervivencia no mostré diferencias significativas entre los grupos

(P=0,265, F310, Tabla 6.2), con una media aproximada del 81%.

DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H

Talla (mm) 10,6£1,3>  10,2+£1,22>  10,9+0,8¢ 9,8+1,0°
Peso (mg) 3,0+0,4 2,7+0,9 3,1+0,3 2,4+0,4
Supervivencia (%) 77,0+8,4 85,2+15,6  72,2+2,0 89,8+8,0

Tabla 6.2. Crecimiento y supervivencia de las larvas del lenguado senegalés después de
36 dias de alimentarse con Artemia enriquecida en las distintas emulsiones
experimentales (media+SD, n=3).

Los distintos superindices indican diferencias significativas entre los grupos (£<0,05).

Se encontraron diferencias significativas (#<0,05) en el estadio de
metamorfosis entre los dias 12 y 20, siendo las larvas del grupo DHA-H las que
mostraron estadios de migracién del ojo menos avanzados (Iem 1,3 y 4,6 en los
dias 12 y 20, respectivamente) que aquellas larvas que ingirieron cantidades
menores de DHA. A partir del dia 20, incrementos en la cantidad de DHA por
encima de 2,4 mg g' DW de Artemia (DHA-M), retrasan el grado de migracién
del ojo y el crecimiento, siendo el grupo DHA-M el que mostr6 una migracién
del ojo mas avanzada (4,88), seguido por los grupos DHA-N y DHA-L (4,78 y
4,75, respectivamente), el grupo DHA-H fue el que mostr6é una migraciéon mas
retrasada (4,6) (Figura 6.2). Al final del experimento, todos los grupos mostraron
una metamorfosis completa y normal. A lo largo de todo el experimento, no se

observaron individuos con problemas pigmentarios.
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6.3.3. Efectos de la dieta sobre la composicién de lipidos y dcidos grasos de los
tejidos larvarios

Al final del experimento la composicién lipidica de las larvas guardd
relacién con la composicion de los nauplios de Artemia enriquecida de la que se
habfan alimentado (Tabla 6.3). El contenido en lipidos totales fue
significativamente menor en el grupo DHA-H (16,5 mg g!) que en el resto de
los grupos (31,9, 39,3 y 26,3 mg g! DW en los grupos DHA-N, DHA-L y DHA-
M, respectivamente). El contenido en acidos grasos de las larvas reflejé la
composicién de las dietas. La concentracién de DHA fue significativamente
mayor en las larvas del grupo DHA-H, mientras que la menor concentracién se
observo en las larvas del grupo DHA-N. En las larvas del grupo DHA-N se
observd un contenido significativamente mayor de OA (39,5% TFA) al
compararlo con el contenido de las larvas de los otros grupos (del 20,5% al
26,9% TFA).

El contenido en lipidos totales y la composicién en acidos grasos de los
tejidos cefdlicos y de las carcasas se muestran en las Tablas 6.4 y 6.5. El
contenido en lipidos totales fue significativamente mayor en el tejido cefalico de
las larvas del grupo DHA-M y en las carcasas de los grupos DHA-N y DHA-L. La
composicién en 4cidos grasos de ambos tejidos se corresponde con la
composicién de las dietas, mostrando algunos cambios en el contenido de DHA,
OA y MUFA. El contenido de DHA aumenta en ambos tejidos a medida que
aumenta su contenido en la dieta, a expensas de una disminucién en el
contenido de OA y MUFA. Las relaciones n-3/n-6 y DHA/EPA también
muestran diferencias significativas entre los grupos, siendo las larvas

alimentadas con nauplios enriquecidos en DHA-M y DHA-H las que mostraron
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unas valores mayores. El contenido en acidos grasos del tejido cefilico no
mostrd diferencias significativas entre los grupos, en cambio si se observaron
diferencias entre la cantidad de lipidos totales, siendo los grupos DHA-N y
DHA-H los que mostraron niveles mas bajos (Tabla 6.4.). Las concentraciones de
DHA en los tejidos cefilicos de los distintos grupos fueron 0,3, 1,6, 1,4 y 2,3 mg
g DW para los grupos DHA-N, DHA-L, DHA-M y DHA-H, respectivamente.
La acumulaciéon de DHA en los lipidos del tejido cefédlico fue similar para los
grupos que se alimentaron de Arremia enriquecida con las emulsiones DHA-L y
DHA-M, mientras que los grupos con una ingesta de DHA mayor, mostraron un
aumento en el contenido de DHA del tejido cefalico. Se observaron diferencias
significativas en el contenido total de 4cidos grasos de las carcasas, siendo el
grupo DHA-N el que presenté menor cantidad. Las concentraciones de DHA en
las carcasas fueron de 0,5, 0,6, 0,6 y 1,3 mg g'! DW para los grupos DHA-N,
DHA-L, DHA-M y DHA-H, respectivamente, mientras que el OA mostré una
tendencia totalmente opuesta, sus concentraciones fueron 6,9, 3,0, 1,1 y 1,7 mg

g' DW, respectivamente.
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Figura 6.1. Cambios en talla y peso seco de las larvas del lenguado senegalés, a lo largo

del periodo de estudio (media+SD, =3).
Los superindices indican diferencias significativas (£<0,05) entre los distintos

tratamientos.
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Distintas concentraciones de DHA en Ia dieta provocan efectos en el crecimiento, en la supervivencia y en
el perfil de dcidos grasos de los tejidos de las larvas del lenguado senegalés

Figura 6.2. Proporciones de los distintos estadios de migracién del ojo en los dias de
muestreo. Las barras verticales indican porcentaje+SD de larvas en cada uno de los
estadios de migracién. Los distintos superindices marcan las diferencias significativas
(P<0,05) entre los distintos tratamientos para una misma edad. El Iem se muestra como
una linea por encima de las barra verticales, los valores entre paréntesis aparecen
cuando se encontraron diferencias significativas en el Iem (£<0,05) entre las larvas de los
distintos tratamientos para una misma edad.

6.4. Discusién

Las larvas del lenguado senegalés, hasta el dia 36 después de la eclosién,
son capaces de sobrevivir y crecer cuando se alimentan de nauplios de Artemia
que no contienen DHA, pero si otros PUFA n-3. Esto sugiere que el lenguado
senegalés tiene unos bajos o nulos requerimientos por este acido graso. Estos
resultados estdn apoyados por el trabajo de Morais et al. (2004b), quienes
encontraron que hasta los 38 dias distintos grupos de larvas de lenguado
senegalés crecian igual, independientemente de las concentraciones de DHA
presentes en la Artemia (de 0,1 a 4,9 mg g! DW). Resultados similares se han
obtenido en distintas especies de peces planos, como P. olivaceus (Izquierdo et
al., 1992), S. solea (Tzoumas, 1988) y P. platessa (Dickey-Collas y Geffen,, 1992),
en los que, si hay una adecuada concentracién de EPA en la dieta no necesitan
DHA. Sin embargo, hay peces planos con estadios larvarios mas largos que los
del lenguado senegalés, como pueden ser S. maximus (Le Milinaire, 1984; Bell et
al., 1985) o L. ferruginea, que necesitan aportes de DHA, ARA y EPA para un
crecimiento normal y sin DHA en la dieta registran elevadas mortalidades. El

bajo requerimiento en DHA que se observa en este capitulo puede explicar la
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Iniciales DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 53,2+5,4 31,9+6,8b¢ 39,3+1,2¢ 26,3+3,3P 16,5+1,52
TFA (mg g ') (DW) 46,4+4,3 11,4+3,5 21,8+0,0 14,9+3,9 9,9+3,3
14:0 0,9+0,1 0,9+0,1 1,6+0,3 1,6+0,3 1,7+0,3
16:0 21,7+0,1 15,0+0,12 22,8+4,4¢ 19,0+0,4¢ 10,2+0,92
18:0 10,3+1,7 14,0+1,6 16,0+2,5 13,5+1,2 17,0+5,2
Total saturados 33,9+1,2 30,0+1,9 42,2470 35,4+1,2 29,9+1,0
16:1n-7 3,9+0,2 2,5+0,2 2,0+0,5 1,6+0,2 1,8+0,4
18:1n-9 9,1+0,2 39,5+2,1b 26,9+5,3° 20,5+1,6° 20,9+5,72
20:1n-9 0,4+0,1 1,8+0,0° 1,2+0,5*b 0,6+0,0? 1,0+0,42b
Total monoinsaturados 17,7+1,6 55,6+2,4b 38,1+7,9° 30,0+2,52 32,2+9,42
18:2n-6 0,8+0,0 7,6+0,22b 5,4+2 4b 7,0£0,12 8,2+0,0P
20:2n-6 0,3+0,1 0,2+0,0 0,3+0,1 0,3+0,0 0,4+0,0
20:3n-6 0,8+0,0 0,3+0,1 0,6+0,3 0,5+0,6 0,3+0,0
20:4n-6 3,0+0,0 2,2+0,2 1,5+0,6 2,6+0,3 2,5+0,7
Total PUFA n-6 6,1+0,5 10,8+0,6 11,4+0,8 11,0+0,6 11,8+1,0
18:3n-3 0,3+0,0 10,2+0,4 8,7+0,9 8,1+0,4 8,8+0,0
20:5n-3 5,5+0,8 0,9+0,0 0,7+0,1 1,3+0,1 1,5+0,4
22:5n-3 5,2+0,6 0,8+0,0 0,9+0,1 1,4+0,2 1,5+0,6
22:6n-3 30,9+3,2 1,5+0,22 4,5+2,1b 10,5+1,1b¢ 14,1+3,0¢
Total PUFA n-3 42,3+1,6 15,8+0,12 12,1+3,5%P 23,6+1,00¢ 30,2+5,0¢
Total PUFA 48,4+1,2 26,5+0,5° 33,4+4,22b 34,6+1,4>b 37,7+3,9°
n-3/n-6 6,9+0,7 1,5+0,1 1,4+0,6 2,2+0,1 2,2+0,5
DHA/EPA 6,1+0,2 1,7+0,12 3,8+1,2b 8,1+0,4¢ 9,7+3,2¢
EPA/ARA 0,7+0,1 0,4+0,0 0,5+0,1 0,5+0,0 0,6+0,0

Tabla 6.3. Composicion en %TFA de las larvas de lenguado senegalés, recién eclosionadas (1 dph) y en el ultimo dia de

muestreo (36 dph) (media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, c) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05, F11).
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DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H

L11

Lipidos Totales (mg g!) (DW) 28,9+7,22 49,0+16,8>> 50,3+7,7° 29,4+0,32
TFA (mg g!) (DW) 10,0+4,1 20,1+4,5 15,7+2,4 16,1+6,4
14:0 0,8+0,12 1,240,220 1,7+0,3> 1,2+0,4b
16:0 18,5+0,4 15,0+0,2 24,4+2.6 18,9+1,2
18:0 13,3+0,6 15,1+2,5 17,3+1,6 15,0+0,6
Total saturados 33,9+0,12 33,0+3,52b 44.7+4.7° 36,3+0,7>b
16:1n-7 1,7+0,1° 1,3+0,22 1,1+0,12 1,1+0,22
18:1n-9 26,7+0,82P 28,4+5,4b 21,3+1,6° 17,8+3,02
20:1n-9 0,3+0,0 0,3+0,1 0,4+0,2 0,5+0,1
Total monoinsaturados 36,6+1,12b 38,8+8,1° 29,5+3,3° 30,4+10,02
18:2n-6 7,3+0,0P 7,6+0,5P 5,4+0,92 5,5+1,3?
20:2n-6 0,4+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1 0,4+0,1
20:3n-6 0,9+0,8 0,6+0,1 0,1+0,1 0,6+0,1
20:4n-6 2,9+0,1 2,7+0,5 1,9+0,6 1,8+0,8
Total PUFA n-6 12,1+0,8° 11,7+0,2° 7,9+2,0° 8,8+2,12
18:3n-3 8,5+0,1° 8,6+1,8° 5,4+0,82 5,1+2,12
20:5n-3 1,4+0,1 1,3+0,2 0,9+0,4 1,7+0,3
22:5n-3 1,6+0,1 1,6+0,4 1,0+0,5 1,5+0,1
22:6n-3 3,3+0,32 8,2+1,6P 9,1+3,9b¢ 14,5+5,0¢
Total PUFA n-3 17,5+0,4 22,2+0,1 17,9+6,1 24,7+7,3
Total PUFA 29,5+1,3 33,7+0,4 25,8+8,0 33,4+9,4
n-3/n-6 1,4+0,12 1,9+0,12b 2,2+0,2b 2,8+0,2b
DHA/EPA 2,4+0,12 6,2+0,3P 10,6+0,2¢ 8,9+4,4bc
EPA/ARA 0,5+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 1,1+0,7

Tabla 6.4. Composicion en %TFA del tejido cefilico (incluyendo ojos y cerebro) de las larvas del
lenguado senegalés después de alimentarse durante 36 dias de nauplios de Artemia enriquecidos con
las emulsiones experimentales (media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, c) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05, £3.11).
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811

DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H

Lipidos Totales (mg g!) (DW) 41,8+5,9° 34,6+8,0° 13,6+2,42 17,5+2,72
TFA (mg g!) (DW) 20,6+2,2¢ 11,7+5,32b 5,4+0,5* 10,4+1,7°
14:0 0,7+0,12 1,3+0,12b 1,5+0,22b 1,6+0,1°
16:0 16,5+8,9 19,5+2,6 18,0+1,6 19,0+3,5
18:0 12,9+0,0 13,6+1,5 13,1+1,7 15,3+4,2
Total saturados 31,0+8,1 35,8+4,4 33,7+3,6 37,1+8,1
16:1n-7 1,7+0,5 1,8+0,2 0,7+0,0 1,5+0,1
18:1n-9 33,7+0,4¢ 26,0+3,2b¢ 20,7+1,4> 16,8+0,32
20:1n-9 0,8+0,5 1,0+0,3 0,6+0,1 0,6+0,0
Total monoinsaturados 47,0+0,4¢ 37,4+5,3b¢ 30,4+1,4> 25,9+0,42
18:2n-6 9,6+0,0P 6,8+1,3* 7,3+0,12 7,7+0,82
20:2n-6 0,4+0,0 0,3+0,0 0,4+0,0 0,4+0,1
20:3n-6 0,7+0,1 0,3+0,4 0,7+0,6 0,3+0,0
20:4n-6 3,3+0,1 2,3+1,0 2,6+0,2 2,6+0,5
Total PUFA n-6 13,6+0,1° 10,0+2,92 11,6+0,92 11,4+1,32
18:3n-3 13,6+0,1° 7,8+1,9 8,5+0,4° 8,2+1,52
20:5n-3 1,6+0,1 1,1+0,5 1,5+0,1 1,5+0,4
22:5n-3 1,2+0,0 1,1+0,7 1,4+0,2 1,6+0,4
22:6n-3 2,2+0,0? 4,8+0,1° 10,3+0,8¢ 12,3+3,54
Total PUFA n-3 22,0+0,1 16,8+4,5 24,3+1,4 25,8+6,3
Total PUFA 36,6+0,0 38,1+6,3 35,8+2,3 37,1+7,6
n-3/n-6 1,5+0,0° 1,740,220 2,1+0,1° 2,3+0,3P
DHA/EPA 1,4+0,12 4,4+0,6P 6,7+0,2¢ 8,2+0,04
EPA/ARA 0,5+0,0 0,5+0,0 0,6+0,1 0,6+0,1

Tabla 6.5. Composicion en %TFA de las carcasas de las larvas del lenguado senegalés después de
alimentarse durante 36 dias de nauplios de Artemia enriquecidos con las emulsiones experimentales
(media+SD, n = 3).

Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, ¢, d) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (£<0,05,F311).
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Distintas concentraciones de DHA en Ia dieta provocan efectos en el crecimiento, en la supervivencia y en
el perfil de dcidos grasos de los tejidos de las larvas del lenguado senegalés

facilidad de cultivo y la elevada supervivencia del lenguado senegalés
alimentado con multiples tipos de Artemia, considerada generalmente como
deficiente en los distintos EFA (Sargent et al., 1999b).

La metamorfosis del lenguado senegalés cultivado a 20+1 °C es un
proceso temprano y rapido. Se inicia alrededor de los 10 dias después de la
eclosion, cuando las larvas empiezan a migrar al fondo de los tanques y la
morfologia de su cuerpo empieza a ser la tipica de un pez plano, y concluye a los
20 - 25 dias, cuando la migracion del ojo se ha completado. Durante este periodo
de desarrollo larvario, el crecimiento, la ingesta y el consumo de oxigeno
disminuyen (Parra, 1998). Una vez la metamorfosis se ha completado estos
parametros vuelven a aumentar junto con la energia utilizada para el
metabolismo, en cambio, la energia utilizada para el crecimiento disminuye
significativamente (Parra, 1998). Después de la metamorfosis los peces planos
utilizan la mayor parte de su energia en nadar, buscar alimento, alimentarse y
evitar a los posibles depredadores enterrdndose en los fondos arenosos (Miyazaki
et al., 2000). De acuerdo con lo descrito por Parra (1998) y Youson (1988), en los
estadios previos a la metamorfosis la concentracién de lipidos en el cuerpo
aumenta, para asi poder ser utilizados durante la metamorfosis y compensar la
reduccion en el consumo de alimento durante este periodo. En este capitulo no
se analizé el contenido total de lipidos de las larvas en distintos estadios de
desarrollo, solo al final del experimento, cuando los individuos han pasado a ser
juveniles. Sin embargo, puede ser que durante los primeros diez dias de
desarrollo larvario, los requerimientos en lipidos totales, en PUFA n-3 y en

DHA, sean distintos que los requerimientos post-metamorficos. Estos cambios
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pueden ser debidos a los distintos nichos que ocupan los peces planos a lo largo
de su desarrollo.

En la cadena alimentaria pelagica, las larvas carnivoras tienen acceso a
abundantes fuentes de DHA (Kainz et al., 2004), como le ocurre a la larva salvaje
de lenguado senegalés antes de la metamorfosis (de 3 a 8 mm de longitud total;
Drake y Arias, 1993), que se alimenta principalmente de copépodos (80,3% del
contenido del estémago) y larvas veligeras (13,4% del contenido del estémago),
ambos ricos en acidos grasos PUFA n-3, como el DHA (Holland, 1978; Sargent y
Falk-Peterson, 1988; Morehead et al., 2005). Después de la metamorfosis y la
migracién hacia el fondo arenoso, los peces bentdnicos se alimentan de algas
diatomeas, muy ricas en los dcidos grasos EPA y 16:0 (Kates y Volcani, 1966;
Graeve et al., 1997) y de poliquetos (75% del contenido del estémago, Cabral
2000), incluyendo Hediste sp. (64,6% del contenido del estomago) que también
es rico en EPA (24,4% TFA, Copeman y Parrish, 2003). En consecuencia, a pesar
de la disponibilidad y consumo inicial de DHA en el medio natural, las larvas
del lenguado senegalés estan bien adaptadas a consumir EPA como fuente
principal de PUFA n-3 durante largos periodos de tiempo, lo que puede explicar
el nulo requerimiento en DHA cuando el EPA estd presente, que es lo que se
observa en este capitulo. El posible requerimiento en DHA durante los periodos
pre-metamorficos no se ha estudiado en este capitulo, quiza las larvas de
lenguado senegalés alimentadas con nauplios de Artemia deficientes en DHA,
conservan las reservas enddgenas de este dcido graso para poder llevar a cabo la
metamorfosis con éxito. Mourente y Vazquez (1996) observaron que durante

periodos de ayuno las larvas del lenguado senegalés utilizaban los triglicéridos
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como fuente de energia, con la consecuente disminucién en la cantidad de SFA
y MUFA vy la conservacién de DHA y ARA.

En estudios llevados a cabo durante largos periodos de tiempo o durante
épocas en las que se aumentan las demandas de nutrientes como puede ser la
metamorfosis (Dhert et al., 1990; Howell et al., 1995), los efectos bioldgicos de
aumentar la cantidad de DHA, como pueden ser el aumento del crecimiento o
de la supervivencia, se vuelven mas claros que los resultados de los estudios que
se llevan a cabo en larvas desde el primer dia de alimentacién (Bransden et al.,,
2004, 2005b). Asi, los estudios a largo tiempo para evaluar los requerimientos en
DHA por parte de la larva del lenguado senegalés son justificables. Si embargo,
de este capitulo se puede deducir que ya que en el medio natural, y una vez
realizada la metamorfosis, el lenguado senegalés estd expuesto a una mayor
cantidad de EPA que de DHA, los requerimientos en DHA se pueden considerar
insignificantes en post-larvas y juveniles de lenguado senegalés, no sucediendo
lo mismo en peces pelagicos.

Si el alimento esta disponible, el lenguado senegalés muestra una ingesta
continua y un eficiente y rapido desarrollo (Ytfera et al., 1999a). Asi, como este
experimento se llevé a cabo a 20+1 °C, las larvas fueron capaces de completar la
metamorfosis y adquirir la vida benténica con una baja mortalidad y en menos
de tres semanas. La fisiologia alimentaria y el comportamiento de las larvas
durante el desarrollo hacen posible que se llegue al estado juvenil con éxito
(Sarasquete et al., 1996; Morais et al., 2004a). En el presente capitulo la tasa
diaria de crecimiento en peso entre los dias 2 y 15 varid entre 21,7+0,8% dia’!
para el grupo DHA-H y 24,0+1,0% dia! para el grupo DHA-M. Después de la

metamorfosis (entre los dias 15 y 35) y una vez los peces adquirieron la vida
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bentdnica, la tasa de crecimiento disminuyé significativamente en todos los
grupos experimentales (7,6+1,1, 7,2+1,3, 7,0+0,6 y 7,0+0,6% dia! para los grupos
DHA-N, DHA-L, DHA-M y DHA-H, respectivamente). Generalmente, las
larvas que se alimentaron de la dieta DHA-H mostraron las tasas de crecimiento
mas bajas, a pesar de que esta dieta contiene la concentracién mas elevada de
DHA. Los SFA y MUFA, particularmente el 16:0, OA, 20:1n-9 y 22:1n-11 son
catabolizados ficilmente por los peces para obtener energia, mientras que el
DHA no se cataboliza ficilmente por la via de la B-oxidacién (Sargent et al.,
2002). En consecuencia, el aumento en el contenido de DHA en la dieta y la
reduccion en los MUFA, en particular el OA, que se puede observar en la dieta
de las larvas del grupo DHA-H al compararlo con los otros grupos, puede llevar
a una disponibilidad de energia menor y en consecuencia a una tasa reducida de
crecimiento y metamorfosis. Este punto, sin embargo, necesitaria
investigaciones posteriores para ser aclarado completamente. Las diferencias en
crecimiento durante y después de la metamorfosis también se observaron en el
capitulo anterior (Villalta et al., 2005a), aunque en ese caso la tasa de
crecimiento después de la metamorfosis fue mayor y varié entre 9,4 y 11% dia'.
Estas diferencias de crecimiento entre los distintos experimentos pueden ser
explicadas en términos de supervivencia larvaria y por lo tanto de densidad final
en los tanques de cultivo (17 — 20 larvas I'! en el capitulo anterior comparado
con 36 — 45 larvas 1! en el presente capitulo) y la disponibilidad de presas vivas
(alrededor de 400 nauplios por larva en el capitulo anterior comparado con 270
— 330 nauplios por larva en el presente).

La composicién en acidos grasos de las larvas de dia 1 fue similar a otros

resultados obtenidos para las larvas de lenguado senegalés (Vazquez et al., 1994;
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Villalta et al., 2005a). Las proporciones de acidos grasos en la larva entera, el
tejido cefalico y la carcasa de las larvas del lenguado senegalés reflejan las
proporciones en el alimento. En particular, el DHA aumenta en todos los tejidos
del mismo modo que aumenta en los contenidos de las dietas. Es interesante
observar que las proporciones de DHA en el contenido total de los cuerpos fue
menor para larvas de 36 dias que para larvas de 1 dia (30,9% TFA). Aunque en
todas las dietas se evitd la presencia de DPA, en todos los tejidos larvarios
analizados se observé una concentracién de este dacido graso del 1%
aproximadamente. La presencia de DPA puede provenir de contenidos
residuales del saco vitelino (las larvas iniciales contienen 5,2% TFA de este dcido
graso), de la retro-conversién del DHA al EPA que se da en los nauplios de
Artemia o de una posible elongaciéon del EPA por parte de las larvas. En el
capitulo anterior se cred la hipdtesis de que la acumulacién de DPA en los
tejidos larvarios del lenguado senegalés puede indicar un inadecuado aporte
exégeno de DHA (Villalta et al., 200a), si bien, la ausencia de datos biolégicos
que apoyen esta hipdtesis y una vida adaptada a bajos aportes exégenos de DHA,
hace que los contenidos de DPA sean probablemente debidos a las reservas
enddgenas o al metabolismo de la Artemia.

El ARA decrece en el tejido cefilico (en las dietas se mantiene constante)
a medida que aumenta el DHA de la dieta, mostrando asi una interaccién de
competencia ya encontrada por Harel et al. (2000) para las larvas de M.
chrysops. Teniendo en cuenta que tanto la familia n-3 como la n-6 comparten
las mismas vias metabodlicas de degradaciéon, elongacién y desaturacién, un

suplemento alimentario de ARA, especialmente en el caso en el que el DHA es
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deficiente, implica que las fuentes para la desaturacién y elongacién destinadas a
la produccién y preservacién del DHA en los tejidos, serdn mads accesibles.

Los lipidos en forma de SFA y MUFA son la base para el metabolismo
energético (Sargent et al., 2002). El balance entre los PUFA necesarios para
mantener la integridad funcional de las membranas celulares y los dcidos grasos
menos insaturados necesarios para adquirir energia, es de vital importancia
(Sargent et al., 1995). En el presente capitulo, las dietas con cantidades medias y
altas de DHA, contenian bajos niveles de OA y MUFA. Estos 4cidos grasos son
principalmente almacenados en los lipidos totales en forma de triglicéridos, que
efectivamente actian como reserva lipidica. Como consecuencia, el pez que
ingirié nauplios de Artemia con bajos contenidos en DHA, presenté un
contenido dos veces mds elevado de reservas lipidicas en el cuerpo y un
contenido seis veces mas alto de OA, que aquellos peces que ingirieron niveles
medios y altos de DHA.

En el tejido cerebral y en la retina el DHA es el dcido graso mads
abundante (Mourente, 2003). Se sabe que las larvas con un déficit alimentario
en DHA presentan problemas visuales (Bell et al., 1995b), reducen la tasa
alimentaria (Bransden et al., 2005e) y alteran su comportamiento de grupo
(Masuda et al., 2001). Todos estos problemas no podran ser rectificados en
estadios posteriores. En este capitulo no se determind la habilidad de las larvas
del lenguado senegalés para alimentarse de las presas vivas y por lo tanto, no se
pudo establecer si hubo un posible efecto de los tratamientos. Pero una falta de
correlaciéon entre el contenido alimentario de DHA y el crecimiento,
probablemente indica que el bajo contenido alimentario en DHA no afect6 a la

visién y en consecuencia no afectd a la alimentacién. No obstante, las larvas del
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lenguado senegalés son capaces de alimentarse durante la noche (Drake y Arias,
1993), lo que indica que la deteccién de las presas no ocurrird solo por medios
visuales, asi que sera necesario de préximos trabajos para establecer el papel del
DHA sobre la visién del lenguado.

En resumen, con el estudio dosis-respuesta para determinar el efecto del
DHA presente en la dieta sobre las larvas de lenguado senegalés hasta los 36 dias
después de la eclosién, no se encontré ninguna relacién significativa entre el
contenido de DHA en la dieta y los parametros larvarios. Los resultados
indicaron que, como otros muchos peces planos marinos, los requerimientos
nutricionales por el DHA durante la fase larvaria son mucho mas bajos que los
que se dan en especies marinas pelagicas y carnivoras. En este capitulo se ha
formulado la hipdtesis de que quiza este hecho es debido a la distribucién
natural de los peces planos, por la relativa abundancia o escasez de determinados
acidos grasos esenciales en el bentos y posiblemente porque el lenguado
senegalés podria alcanzar sus requerimientos nutricionales en PUFA n-3 con
cantidades relativamente menores de EPA. Finalmente, los bajos
requerimientos, especialmente por el DHA, hacen del lenguado senegalés una
especie idénea para la acuicultura, ya que para su alimentacién se podria utilizar
Artemia no enriquecida, habitualmente inadecuada para otras especies de peces

marinos por su baja proporcién en PUFA n-3.
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7.1. Introduccién

Las anomalias pigmentarias, junto con las elevadas mortalidades durante
la fase de destete (Padrés et al., 2003; Zarza et al., 2003), son considerados los
puntos mas problematicos durante la fase de cultivo larvario del lenguado
senegalés. En la mayoria de especies de peces planos estudiados hasta la fecha,
ambos problemas se han relacionado con el contenido en HUFA de las presas
vivas con las que se alimenta a las larvas (Bell et al., 1985; Izquierdo et al., 1992;
Bell et al., 1995a, 2003; McEvoy et al., 1998a). El lenguado senegalés no es una
excepcion y ya en los capitulos anteriores se ha demostrado la relacién entre el
contenido en HUFA de la dieta, la pigmentacién y el desarrollo de las larvas
(Villalta et al., 2005a, 2005b).

Durante el desarrollo larvario de los teleésteos, los lipidos juegan un
papel importante como fuente de energia metabdlica, como componentes de los
fosfolipidos de membrana y como precursores de moléculas bioactivas (Sargent
et al., 1999b; Tocher et al., 2003). El caso particular del papel de los HUFA en el
desarrollo larvario se ha estudiado extensamente (Rainuzzo et al.,, 1991;
Izquierdo et al., 1996; Takeuchi et al., 1996; Estévez et al., 1999; Sargent et al.,
1999a, 1999b; Izquierdo et al., 2000), ya que determinar cuales de los HUFA son
esenciales para el correcto crecimiento y desarrollo de la larva es un paso
importante para la viabilidad comercial del cultivo de muchas especies de peces
marinos (Izquierdo et al., 1996; Takeuchi et al., 1996). Los requerimientos de las
larvas marinas en general por los HUFA n-3, tanto para el DHA como para el
EPA, estd bien establecido y se ha demostrado que son dcidos grasos esenciales

para el normal desarrollo y supervivencia de la larva (Castell et al., 1994;
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Takeuchi et al., 1996; Furuita et al., 1998; McEvoy 1998a; Copeman et al., 2002).
Contrariamente, en el capitulo anterior se establecié que el DHA era un acido
graso no esencial para las larvas del lenguado senegalés hasta el dia 35 de
cultivo, ya que las larvas alimentadas con nauplios de Artemia deficientes en
este acido graso mostraron un desarrollo y una pigmentaciéon normal, asi como
unas altas tasas de supervivencia. También se determind el requerimiento de las
larvas del lenguado senegalés por el ARA (Villalta et al.,, 2005a), pero el
requerimiento por el EPA aun se mantiene incierto. Asi, este capitulo se disefi6
para investigar el papel del EPA presente en la dieta sobre el crecimiento, la
supervivencia y la pigmentacién de la larva del lenguado senegalés desde el dia 1

hasta el dia 40 después de la eclosion.

7.2. Material y métodos

7.2.1. Emulsiones experimentales

Los tipos de aceites comerciales utilizados fueron Neuromins® (Martek
Bioscience, USA), rico en DHA, Vevodar® (DSM, Holanda), rico en ARA y
Croda® (Incromega EPA500TG, Reino Unido), rico en EPA. Con diferentes
combinaciones de estos aceites se consiguieron emulsiones con nulo (EPA-N),
bajo (EPA-L), medio (EPA-M) y alto (EPA-H) contenido en EPA. Los
componentes usados para cada tipo de emulsién y la composicién de los nauplios
de Artemia una vez enriquecidos se muestran en la Tabla 7.1. Las mezclas de
aceites fueron emulsionadas con cantidades equivalentes de agua destilada y

homogenizadas con un Ultra-Turrax T25 a gran velocidad, durante 60 s.
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Posteriormente las emulsiones se transfirieron a jeringas de plastico y

almacenadas a 4 °C hasta la utilizacion de las emulsiones.

7.2.2. Enriquecimiento de las presas vivas

Los rotiferos se enriquecieron en tanques de 10 1 a una densidad de 500
rotiferos ml!, durante 6 h a 20 °C y usando 0,1 g 1! de cada una de las
emulsiones experimentales. Después de 6 h los rotiferos fueron lavados con
abundante agua de mar y con agua dulce durante 1 min. A continuacién fueron
repartidos a las larvas.

En este experimento se utiliz6 una cepa de Artemia argentina (A.
persimilis) con bajos contenidos iniciales de EPA, la composicién de la Artemia
no enriquecida se muestra en la Tabla 7.1. La eclosién de los quistes y el
enriquecimiento de los nauplios se llevé a cabo en una salinidad del 18 gl1'y a
una temperatura de 25 °C, siguiendo las recomendaciones del suministrador. La
Artemia utilizada para el enriquecimiento habia eclosionado 6 h antes, fue
enriquecida en tanques de 101 a una densidad de 100 nauplios ml"! durante 18 h
y usando 0,6 g 1! de cada una de las emulsiones experimentales. Los nauplios de
Artemia enriquecidos fueron lavados con abundante agua de mar y con agua
dulce durante 15 min.

Para el analisis de lipidos, se hicieron tres muestreos de nauplios de

Artemia durante el periodo experimental.
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EPA-N EPA-L EPA-M EpA-y  (rfemiano
enriquecida

Formulacién (mg g™!)
Vevodar® 47 31,3 15,1 0,0
Neuromins® 114,8 76,6 38,3 0,0
Croda® 0,0 175,7 351,5 527,8
Aceite de oliva? 366 2442 123 0,0
Suplementos® 52,2 52,2 52,2 52,2
L}}’ldos Totales (mg 107 41117 20031222 2084:180 208,1:567  1482+14,1
g") (DW)
TFA (mg g') (DW) 119,9+16,4  121,6+9,2  155,4+69,2  115,0+44,1 77,9+0,3
Acidos grasos
14:0 1,9+0,3¢ 1,2+0,3b 0,7+0,22b 0,4+0,12 0,6+0,1
16:0 12,3:0,8> 10,2402+  9,1+0,22b 8,3+2,3¢ 14,4+0,3
18:0 3,9+1,5 4,1+0,1 3,8+0,2 3,7+1,0 5,3+0,1
Total saturados 19,4+1,8>  16,2+0,6°>  14,2:05> 12,9435 21,3+0,4
16:1n-7 2,2+0,3 2,2+0,2 2,3+0,1 2,4+0,6 4,5+0,0
18:1n-9 42,6+52¢  313+1,6°c  21,6+0,4P 11,542,8 18,2+0,1
18:1n-7 5,0+0,7 5,3+0,5° 5,5+0,1¢ 5,9+1,5 9,10,1
20:1n-9 0,5+0,1 0,3+0,3 0,4+0,3 0,4+0,3 0,3+0,5
20:1n-7 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0
Total 507:43!  39,6:1,0  304:03°  21,0:52°  33,1:0.4
monoinsaturados
18:2n-6 5,8+0,5 5,7+0,2 5,1+0,2 5,2+0,8 6,3+0,1
20:2n-6 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0
20:3n-6 0,3+0,1 0,3+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
20:4n-6 2,1+0,3 2,2+0,1 2,1+0,1 2,0+0,6 0,0+0,0
Total PUFA n-6 8,9+0,9 9,0+0,4 8,3+0,3 8,3+0,1 7,5+0,1
18:3n-3 12,8+3,9 14,7+2,1 15,7+1,2 16,0+3,7 30,6:0,4
20:5n-3 0,5+0,2 10,7£0,35>  20,3:0,7>¢  29,5:9,7¢ 0,3+0,5
22:5n-3 0,2:+0,4 0,3+0,0 0,5+0,0 0,7+0,3 0,0+0,0
22:6n-3 4,3+0,8 4,7+0,3 4,8+0,2 4,8+1,8 0,10,1
Total PUFA n-3 20,9+5,3*  352+1,6>  47,1+1,0>¢  57,8+8,7° 38,1+0,1
Total PUFA 29,8+6,1°  442+1,6>  554+0,8>  66,1+8,7° 45,7+0,0
DHA / EPA 8,9+2,6° 0,4+0,0° 0,2::0,0° 0,2:0,0° 0,10,1
ARA / DHA 0,5+0,0° 0,5:0,0% 0,4:+0,0 0,4:+0,0 0,0+0,0
ARA / EPA 4,6+1,6b 0,2-0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0 0,0+0,0
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Tabla 7.1. Formulacién de las emulsiones experimentales (mg g?') y composicién en
%TFA de la Artemiatras el enriquecimiento y sin enriquecer (media+SD, n=3).

Los totales incluyen algunos componentes que no se muestran.

@ Procedente de olivas de la variedad Cornicabra, D.O. Montes de Toledo

b Suplementos: lecitina de soja, 40,6 mg; vitamina E, 11,6 mg

Los valores en una misma fila pero con superindices diferentes denotan diferencias
significativas entre ellos (£<0,05, Fs1).

7.2.3. Cultivo larvario

Los huevos del lenguado senegalés fueron donados por el IFAPA “El
Toruno” (Cadiz, Espafa) y obtenidos de reproductores mantenidos en cautividad
bajo condiciones naturales de foto y termoperiodo. Los huevos fueron
transportados por carretera hasta las instalaciones del CA-IRTA vy las larvas
eclosionaron durante el transporte. Una vez en las instalaciones donde se llevé a
cabo el experimento, las larvas fueron distribuidas en 12 tanques de malla (150
um de poro) de 35 1 de capacidad a una densidad de 50 larvas 1}, los tanques a su
vez se distribuyeron en cuatro tanques mayores de 1500 1. Los tanques se
mantuvieron conectados a una unidad de recirculacién que mantuvo las
condiciones fisico-quimicas y bioldgicas constantes (Carbo et al.,, 2003) y
mantuvo una renovacion diaria de un 200%. La temperatura se mantuvo a 19+1
°C, la salinidad a 35 g 1! y el fotoperiodo a 18:6 h (L:O). Las larvas se
alimentaron de rotiferos desde el dia 3 al dia 5 después de la eclosion, a una
densidad de 10 rotiferos ml! y de nauplios de Artemia desde el dia 5 hasta el dia
40 después de la eclosiéon. Con cada una de las presas vivas enriquecidas en las
emulsiones experimentales se alimentd a un grupo de tres tanques de 35 1. La
densidad de nauplios de Artemia a repartir se ajustd para que no sobraran presas

desenriquecidas en los tanques, fue del 70% del peso seco corporal de las larvas
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entre los dias 5 y 15, 20% entre los dias 16 y 25, 15% entre los dias 26 y 30 y 7%
entre los dias 31 y 40. La Artemia se suministré dos veces al dia.

La longitud estdndar y el peso seco se midieron en los dias 1, 4, 6, 10, 12,
15, 17, 20, 25, 30 y 40 después de la eclosiéon. En cada uno de estos dias se
muestrearon 20 larvas de cada uno de los tanques y se sacrificaron en vasos de
precipitados con una concentracién letal de MS-222 (1000 mg 1'!). La longitud se
midié usando un microscopio de disecciéon (Nikon SMZ800) y un analizador de
imdgenes (Analysis, SIS GmBh, Alemania). El peso seco se determind lavando
las larvas con agua destilada para eliminar los restos de sal y manteniéndolas
durante 24 h a 60 °C. Para la determinacion del estadio de migracién del ojo
durante la metamorfosis se utilizaron las pautas descritas por Fernandez-Diaz et
al. (2001) y se llevéd a cabo en las mismas larvas que se utilizaron para calcular el
crecimiento larvario. Los datos se presentan como la cantidad relativa (%) de
larvas en cada uno de los estadios de migracién para una misma edad. El Iem se
calculo segun Solbakken et al. (1999).

Para el andlisis bioquimico, inicialmente se tomaron tres muestras de
larvas de dia 1 (n=2076), en el dia 40 se muestrearon 85 larvas tanque . Las
muestras se almacenaron en C:M (2:1, v:v) a -20 °C.

La supervivencia y la pigmentacion se determinaron a dia 40 después de
la eclosién por contaje de los individuos restantes. Los individuos anormalmente
pigmentados, tanto parcial como totalmente, se consideraron como un tnico
grupo debido a la dificultad que representa otorgar distintas categorias o indices

de pigmentacién (Bolker y Hill, 2000).
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7.2.4. Andlisis de lipidos

Los lipidos totales, tanto de las presas vivas enriquecidas como de los
tejidos larvarios, se extrajeron en C:M (2:1, v:v) usando el método de Folch et al.
(1957) y cuantificados por gravimetria después de la evaporacién del solvente
bajo flujo de nitrégeno. Los lipidos totales se almacenaron en C:M (2:1, viv) a
una concentracién de 10 mg ml! y a -20 °C.

La transmetilacion catalizada por acido se llevé a cabo mediante el
método de Christie (1982). Los ésteres metilicos se extrajeron dos veces segun lo
descrito por Ghioni et al. (1996) y analizados por cromatografia gas-liquido. Los
acidos grasos se identificaron por comparacién con un aceite de pescado bien
identificado y cuantificados por las medias del factor de respuesta de un estaindar

interno (17:0) anadido antes de la transmetilacion.

7.2.5. Estadistica

La variancia de los datos se expresd como la desviacidn estandar (SD) de
la media de tres réplicas. Las diferencias entre las medias de los distintos
tratamientos se determinaron mediante el ANOVA de una via seguido de la
prueba de Tukey para la comparacién multiple de medias. El nivel de
significaciéon se fij6 en p<0,05. Antes del andlisis estadistico, los valores
expresados en porcentajes se transformaron mediante la raiz cuadrada para
obtener la normalidad de los datos. Para todos los andlisis estadisticos se utiliz

el paquete Statgraphics (Microsoft, Inc.).
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7.3. Resultados

7.3.1. Composicién lipidica de las presas vivas

La composicién lipidica y en dcidos grasos de los nauplios de Artemia
antes y después del proceso de enriquecimiento se muestra en la Tabla 7.1. La
composicién de los rotiferos no se muestra debido al poco tiempo que se
utilizaron como alimento (solo tres dias). No se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de lipidos y 4cidos grasos totales entre los distintos
tipos de nauplios. Se observaron diferencias significativas en la cantidad de SFA
debido a las diferencias presentes en los contenidos relativos de 14:0 y 16:0.
También se observaron diferencias significativas entre los MUFA, debido a las
diferencias en OA y 18:1n-7. No se observaron diferencias significativas en los
PUFA n-6. Las diferencias encontradas en el contenido de PUFA n-3, fueron
debidas a las diferencias en EPA, reflejando asi la composiciéon de las
emulsiones. Las relaciones DHA/EPA, ARA/DHA y ARA/EPA variaron
significativamente entre los nauplios del grupo EPA-N, que presentaron los

valores mayores, y el resto de los grupos.

7.3.2. Efectos sobre las larvas

Los resultados de crecimiento, supervivencia y pigmentacién se muestran
en la Tabla 7.2. En cuanto al crecimiento en talla, se observaron diferencias
significativas entre los grupos EPA-M y EPA-L en el dia 25 de cultivo, entre los
grupos EPA-H y EPA-L en el dia 30 y al final del experimento, aunque no se
apreciaron diferencias significativas, las larvas de mayor tamafio fueron las de

los grupos EPA-N y EPA-H (Figura 7.1). Las larvas del grupo EPA-H mostraron
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EPA-N EPA-L EPA-M EPA-H
Talla (mm) 12,1+2,0° 10,0+1,6° 9,8+2,0° 13,0+2,2°
Peso (mg) 5,0+1,3P 3,0+0,82 3,3+0,82 7,2+1,8¢

Supervivencia (%)  50,6+7,1>  50,3x0,1®  57,7+6,8>  34,1+1,8*
Pigmentacién (%)  82,7+3,3*  82,9+0,3*  98,1+0,9°  99,4:0,1°

Tabla 7.2. Crecimiento, supervivencia y pigmentaciéon de las larvas del lenguado
senegalés después de 40 dias de alimentarse con Arremia enriquecida en las distintas
emulsiones experimentales (media+SD, n=3).

Los distintos superindices indican diferencias significativas entre los grupos (£<0,05).

un peso significativamente mayor desde el dia 30 hasta el final del periodo de
estudio, mientras que las larvas de los grupos EPA-L y EPA-M fueron las que
presentaron un menor peso (Figura 7.1). La supervivencia se vio afectada
significativamente por los distintos tipos de dieta (/<0,0055, F.11, Tabla 7.2),
siendo el grupo EPA-H el que mostré una supervivencia mas baja comparado
con todos los demas grupos, los cuales no mostraron diferencia entre ellos.

En los dias 17 y 25 se encontraron diferencias significativas en el estadio
de metamorfosis, siendo el grupo EPA-H el que mostré unos estadios de
migracién del ojo mds avanzados que los grupos que ingirieron niveles mads bajos
de EPA (Figura 7.2). En el dia 17, el grupo EPA-M mostré el grado de
metamorfosis mas retrasado (Iem = 1,79), seguido por los grupos EPA-L y EPA-N
(Iem = 1,83 y 1,93, respectivamente), mientras que el grupo EPA-H fue el que
mostrd un estadio de migracién del ojo mads avanzado (Iem = 2,22). De igual
forma, en el dia 25 el estadio mas retrasado de migracién se dio en el grupo
EPA-L (Iem = 3,52), seguido por los grupos EPA-N y EPA-M (Iem = 3,78, 3,98,
respectivamente), mientras que el grupo EPA-H siguié mostrando estadios mas

avanzados (Iem = 4,25). Al finalizar el experimento, la migracion del ojo fue
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Figura 7.1. Cambios en talla y peso seco de las larvas del lenguado senegalés, a lo largo
del periodo de estudio (media+SD, =3).

Los superindices indican diferencias significativas (£<0,05) entre los distintos
tratamientos.
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Figura 7.2. Proporciones de los distintos estadios de migracién del ojo en los dias de
muestreo. Las barras verticales indican porcentaje+SD de larvas en cada uno de los
estadios de migracién. Los distintos superindices marcan las diferencias significativas
(P<0,05) entre los distintos tratamientos para una misma edad. El Iem se muestra como
una linea por encima de las barra verticales, los valores entre paréntesis aparecen
cuando se encontraron diferencias significativas (#<0,05) entre los tratamientos para
una misma edad.

completa y normal en todos los grupos de estudio.

7.3.3. Efectos de la dieta sobre la tasa de pigmentacién

Se encontraron diferencias significativas entre las tasas de pigmentaciéon
de los distintos grupos (#<0,0002, 311, Tabla 7.2), siendo el grupo EPA-N y
EPA-L los que presentaron un mayor numero de larvas malpigmentadas. Se
encontrd una regresidn significativa y positiva entre la tasa de pigmentacién y el
contenido de EPA en la dieta (Pigmentaciéon = 81,32+0,62EPA, £F<0,001,
r’=0,82), mientras que la regresién obtenida entre la pigmentaciéon y el
contenido de ARA en la dieta fue negativa (Pigmentacién = 269,18-84,07ARA,
P<0,011, r?=0,53). También se encontr6 correspondencia entre las relaciones en
las que interviene el contenido en EPA de la dieta y la pigmentaciéon
(Pigmentacién = 95,21-2,79(ARA/EPA), P<0,012, r’=0,46 y Pigmentacién =
95,25-1,42(DHA/EPA), P<0,05, r>=0,46).

7.3.4. Efectos de la dieta sobre la composicién en lipidos y dcidos grasos de los
tejidos de las larvas

Después de 40 dias de alimentacion con presas vivas, la composicion
lipidica de los cuerpos de las larvas reflejé la composiciéon de las emulsiones

utilizadas en el enriquecimiento (Tabla 7.3). No se encontraron diferencias
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significativas entre los grupos, ni en la cantidad de lipidos totales ni en la
cantidad de acidos grasos totales.

La composicion en acidos grasos de las larvas reflejé la composicién de las
dietas. Se encontraron diferencias significativas en el total de MUFA, debido a
las diferencias entre los contenidos de OA. El grupo EPA-N mostré un
contenido significativamente mayor de OA que los otros tres grupos, siendo el
grupo EPA-H el que mostré un contenido menor de este dcido graso. También
se encontraron diferencias significativas en el total de PUFA n-6 entre el grupo
EPA-N vy los otros tres, debido a los altos contenidos de LA y ARA presentes en
este grupo. Se encontrd una regresion negativa y significativa entre el contenido
de EPA en los nauplios de Artemiay el contenido en ARA de las larvas (Figura
7.3). El contenido total de PUFA n-3 fue significativamente diferente entre los
grupos, mientras que los contenidos en LNA y EPA de las larvas fueron
significativamente mayores cuando el contenido de EPA en la dieta aumentaba.
El contenido de DHA de las larvas fue mayor en el grupo EPA-N, seguido de los
grupos EPA-L y EPA-M. Las larvas del grupo EPA-H mostraron un contenido
de DHA en el organismo significativamente menor que el de los otros grupos. Se
encontrd una regresion positiva y significativa entre el contenido en EPA de los
nauplios de Artemia y el contenido en EPA de las larvas (Figura 7.3) y una
regresion significativa y negativa entre el contenido en EPA de los nauplios de

Artemiay el contenido de DHA de las larvas (Figura 7.3).
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Iniciales EPA-N EPA-L EPA-M EPA-H
Lipidos Totales (mg g!) (DW) 176,7+23,1 180,5+17,1 198,8+46,1 219,6+16,3 219,0+26,8
TFA (mg g') (DW) 116,1+£16,6 90,5+15,7 89,8+17,2 92,2+5,7 91,0+29,1
14:0 1,5+0,6 1,2+0,1° 0,8+0,12 0,7+0,12 0,5+0,12
16:0 20,6+2,0 12,5+0,8 12,2+0,9 12,0+1,3 11,7+3,0
18:0 7,7+1,4 5,5+0,3 5,8+0,4 5,7+0,7 6,1+1,5
Total saturados 30,8+2,5 20,1+1,3 19,7+1,5 19,3+2,1 19,3+4,8
16:1n-7 4,5+0,7 2,1+0,1 2,4+0,1 2,6+0,2 2,8+0,7
18:1n-9 10,6+1,9 32,7+0,5¢ 26,6+1,6° 23,1+1,5Y 12,3+1,72
18:1n-7 3,0+0,1 6,3+0,1 7,1+0,3 7,2+0,5 4,9+4,1
20:1n-9 1,1+0,4 0,9+0,1 0,8+0,0 0,7+0,1 0,4+0,4
20:1n-7 0,6+0,2 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
Total monoinsaturados 21,4+3,2 43,7+0,6¢ 38,0+2,2b¢ 34,6+2,3" 21,64+5,42
18:2n-6 1,1+0,4 6,7+0,1° 5,3+0,3? 4,7+0,22 5,2+0,42
20:2n-6 0,2+0,1 0,3+0,0¢ 0,3+0,02b 0,2+0,0? 0,3+0,0P
20:3n-6 0,3+0,1 0,4+0,2 0,4+0,0 0,2+0,1 0,3+0,0
20:4n-6 3,0+0,1 4,0+0,2b 2,7+0,42 2,1+0,3? 2,0+0,12
Total PUFA n-6 5,6+0,5 12,2+0,5Y 9,2+0,8? 7,8+0,5° 8,5+0,2°
18:3n-3 0,4+0,1 11,7+0,52 13,6+0,3>P 13,4+0,62P 15,5+1,5P
20:5n-3 5,8+2,1 1,2+0,32 7,0+0,9b 12,1+1,5¢ 19,3+1,14
22:5n-3 4,1+1,1 1,0+0,12 3,5+0,5P 3,8+0,6P 5,0+0,2¢
22:6n-3 28,1+2,5 6,5+0,4b 5,3+0,42b 4,9+0,8%b 4,8+0,82
Total PUFA n-3 41,1+1,7 24,0+1,4° 43,1+2,9b 38,3+3,9° 50,6+1,0¢
Total PUFA 47,9+0,8 36,2+1,8° 42,3+3,72b 46,0+4,4> 59,1+1,1¢
DHA/EPA 5,2+1,3 5,7+1,5P 0,7+0,0? 0,4+0,0? 0,3+0,0?
ARA/DHA 0,1+0,0 0,6+0,04 0,6+0,0¢ 0,4+0,0P 0,4+0,0?
ARA/EPA 0,6+0,2 3,5+1,0P 0,4+0,0° 0,2+0,0° 0,1+0,0°

Tabla 7.3. Composicion en %TFA de las larvas de lenguado senegalés, recién eclosionadas (1 dph) y en el ultimo dia de
muestreo (40 dph) (media+SD, n = 3).
Los totales incluyen algunos componentes minoritarios que no se muestran.

Los superindices (a, b, ¢, d) marcan las diferencias significativas entre los tratamientos (#<0,05, £311).
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Figura 7.3. Relaciones entre
el contenido de EPA en los
nauplios de Artemia y los
contenidos en ARA, EPA y
DHA de las
lenguado senegalés después
de 40 dias de cultivo (n=11).
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7.4. Discusion

Contrariamente a lo que ocurre en estudios dosis-respuesta con otros
tipos de larvas de peces marinos (Bransden et al., 2005b), en las larvas del
lenguado senegalés hasta el dia 40 de cultivo, no se observé una relacién dosis-
respuesta entre el contenido de EPA en la dieta y el crecimiento. Las larvas del
lenguado senegalés son capaces de crecer y sobrevivir hasta el dia 40 con
contenidos nulos de EPA en la dieta. Elevados contenidos de EPA en la dieta,
mas del 30% TFA (33,9 mg g'), puede que tengan un efecto patoldgico en las
larvas y por tanto ser el motivo de la baja supervivencia observada en el grupo
EPA-H (34%), esta supervivencia fue significativamente mas baja que la
observada en los grupos alimentados con concentraciones bajas (10% TFA) o
medias (20% TFA) de EPA. En el dia 17 después de la eclosion, las larvas del
grupo EPA-H mostraron un estadio de desarrollo mas avanzado que los otros
grupos. Una hipdtesis para explicar las diferencias en el crecimiento, y por
consiguiente en el desarrollo entre los distintos grupos, podria ser la energia
obtenida desde la dieta. Los peces obtienen la energia para crecer y para la
actividad metabdlica principalmente de los SFA y MUFA (16:0, OA, 20:1n-9) de
la dieta, que se almacenan en los lipidos de reserva (triglicéridos) y son
facilmente catabolizados (Sargent et al., 2002). El grupo EPA-H se aliment6 de
nauplios de Artemia menos ricos en MUFA que los otros grupos, lo que puede
provocar que otros dcidos grasos, incluidos el DHA y el EPA, sean usados para la
obtenciéon de energia (Villalta et al., 2005b), de este modo se obtiene una
reduccién en la concentracién de DHA en los tejidos (Tabla 7.3). Los acidos

grasos DHA y EPA no son tan ficilmente catabolizados por la via de la B-
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oxidacién, como lo son los SFA o los MUFA (Sargent et al., 2002). Al contrario,
el alto contenido energético de los nauplios del grupo EPA-N, ricos en MUFA,
especialmente en OA, podria explicar el elevado crecimientos de las larvas de
este grupo al compararlas con las de los grupos EPA-L y EPA-M, que
consumieron niveles mds bajos de monémeros y por lo tanto dispusieron de
menor energia.

En general, la composiciéon de los tejidos de las larvas del lenguado
senegalés reflejé la composicién de la dieta, lo que es coherente con otros
estudios llevados a cabo en larvas de peces marinos (Mourente et al., 1993;
Rodriguez et al., 1994; Harel et al., 2000; Koven et al., 2001; Bransden et al.,
2004, 2005b, 2005c, 2005d; Villalta et al., 2005a, 2005b). Sin embargo, en el
presente capitulo, aunque las emulsiones se formularon para mantener
constantes los niveles de DHA y ARA entre los grupos, como se reflejé en la
composicién de los nauplios de Artemia (Tabla 7.1), la composicién de los
tejidos larvarios mostré una tendencia diferente, ya que la concentracién de
estos acidos grasos disminuy6 a medida que la concentracién de EPA en la dieta
aumentaba (Figura 7.3). Mientras que el catabolismo del DHA y el ARA para
obtener energia es una posible explicacién, es mas probable que la reduccién en
su contenido sea debida a las interacciones que se dan entre dcidos grasos. El
desplazamiento del EPA de los tejidos por parte del ARA ha sido descrito por
diversos autores (Tocher y Sargent, 1986; Bell et al., 1995a; Bessonart et al.,
1999; Willey et al., 2003), y puede ser explicado por las interacciones
competitivas entre estos dos acidos grasos por la posicidn sz-2 en los fosfolipidos
de membrana. En el presente capitulo el contenido de EPA en los tejidos

aumento en paralelo a una clara y significativa reduccién en la concentracién de
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ARA, un hecho que ya fue observado por Bell et al. (1989) en Salmo salar.
También hay una aparente competicién entre el EPA y el DHA, ya que las
concentraciones de DHA disminuyeron atn cuando las concentraciones en la
dieta se mantuvieron o incluso aumentaron, lo que sugiere una relaciéon de
competencia entre el EPA y el DHA por formar parte de los fosfolipidos. Las
caracteristicas moleculares de los fosfolipidos de los peces sugieren que la
posiciéon sn-2 estard preferentemente ocupada por el ARA, el EPA o el DHA, y
cuando uno de ellos esté en exceso, dominara por encima de los otros dos HUFA
y entrara preferentemente a formar parte de los fosfolipidos de membrana (Bell
and Dick, 1991a, 1991b).

Los niveles mas altos de EPA en la dieta provocaron las mayores
acumulaciones de DPA en los tejidos. La acumulacién de DPA es debida a la
elongacion desde el EPA y a la baja tasa de conversiéon de DPA a DHA, como ha
sido observado en otras especies de peces marinos (Mourente y Tocher, 1994;
Bell et al., 1995a; Takeuchi et al, 1996). No obstante algunos peces,
especialmente de agua dulce, tienen mejores tasa de conversién de EPA a DHA
que las especies marinas (Sargent et al., 1989, 1995). En este caso, el primer paso
de la elongacién del EPA hacia DPA lo llevan a cabo los enzimas elongasas,
seguido de la conversién del DPA a DHA mediante una compleja cadena de
reacciones en las que se da una elongacién, una desaturacién en la posiciéon A6 y
un acortamiento de cadena, haciendo de este un proceso limitante. En el
presente capitulo, quiza la conversién de EPA a DHA esté afectada por los
elevados niveles de LNA de la dieta. Estudios en mamiferos han demostrado que
elevados niveles de LNA en la dieta pueden inhibir la sintesis e incorporacién de

DHA a los fosfolipidos, debido a la competicién entre el LNA y el 24:6n-3 por el
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enzima A6 desaturasa (Cleland et al., 2005). Asi que probablemente la
acumulacién de DPA observada en los tejidos de las larvas del lenguado
senegalés en este capitulo, sea debida a que las larvas no son capaces de alongar
y desaturar el EPA hacia DHA a niveles significativos, y por tanto, el producto
intermedio, DPA, se acumula. En el capitulo anterior se indic6 que durante las
primeras etapas del desarrollo de las larvas del lenguado senegalés, el DHA no es
esencial, asi que la acumulacién que se observé en este capitulo no es un efecto
fisiolégico para intentar alcanzar niveles adecuados de DHA, sino que
probablemente sélo refleje un aumento del sustrato disponible (EPA) a medida
que el EPA va aumentando en la dieta.

Hay una correlacién positiva entre el contenido de EPA en la dieta, la
acumulacién de EPA en los tejidos de las larvas y el grado de pigmentacidn.
Estudios previos han indicado que la pigmentaciéon en los peces planos estd
relacionada negativamente con el contenido de ARA en la dieta, asi como con
las relaciones ARA/EPA (Bell et al., 2003; Villalta et al., 2005a) y DHA/EPA
(Reitan et al., 1994). Sargent et al. (1999b) supusieron que los eicosanoides, de
los que el ARA y EPA son precursores, estaban relacionados con el proceso de
pigmentacién, estudios recientes han ofrecido evidencias para afirmar este
supuesto (Bransden et al., 2005c). En este capitulo encontramos que las
alteraciones pigmentarias observadas en los grupos EPA-N y EPA-L fueron una
consecuencia del nivel de EPA en la dieta y de las relaciones ARA/EPA y
DHA/EPA no éptimas. La malpigmentacién es un serio problema econémico en
el cultivo de peces planos, los avances en los conocimientos de cémo se induce
este hecho mediante la dieta pueden ofrecer mejoras para la gestién de los

cultivos de estas especies.
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En el presente capitulo las larvas del lenguado senegalés alimentadas sin
presencia de EPA en la dieta crecieron igual que aquellas alimentadas con
concentraciones mas elevadas. Los perfiles de dcidos grasos observados para los
tejidos de las larvas reflejaron las proporciones de las dietas, a excepcion del
DHA y el ARA, hecho que se explica mediante las interacciones competitivas
entre los EFA. Junto con los dos capitulos anteriores sobre los requerimientos en
ARA y DHA, los datos obtenidos en este capitulo muestran evidencias de que las
larvas del lenguado senegalés son poco usuales al compararlas con otras especies
de peces marinos, ya que durante el periodo de alimentacién con presas vivas,
sus requerimientos por HUFA n-3 son muy bajos. Las alteraciones pigmentarias
pueden ser un grave problema econémico en la comercializacién de las especies
de peces planos provenientes de la acuicultura, en este capitulo se muestra como
pueden ser solucionados mediante un adecuado manejo nutricional de las larvas

durante las etapas de desarrollo larvario.
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los eicosanoides, estan implicados en el

albinismo inducido por la dieta.
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8.1. Introduccién

El ARA y el EPA son considerados esenciales para los peces marinos
debido a que ambos son precursores de los eicosanoides (Sargent et al., 1999a),
grupo muy diverso y complejo de moléculas altamente activas a nivel fisiolégico
que actuan como hormonas de accién local y estdn relacionadas con una gran
variedad de procesos de regulacion en el organismo. Los precursores de los
eicosanoides son principalmente acidos grasos desaturados de 20 carbonos, tanto
n-6 como n-3, como el dcido dihomogammalinolénico (20:3n-6), el ARA, el
acido eicosatetraenoico (20:4n-3) y el EPA. Los eicosanoides producidos a partir
del ARA son altamente bioactivos, mientras que los producidos a partir del EPA
tienen menor actividad bioldgica (Tocher, 2003). La proporcién existente entre
los dcidos grasos ARA y EPA determinard el nivel y el modo de accién de los
eicosanoides. Se ha demostrado que el ARA estd implicado en el aumento de la
resistencia al estrés, tanto del provocado por el manejo en S. auratay en Morone
saxatilis (Koven et al., 2001), como del provocado por el cambio a un ambiente
hipersalino en las larvas de P. dentatus (Willey et al., 2003). Por otro lado, el
ARA también se ha relacionado con los problemas pigmentarios de los peces
planos (Bell et al., 2003; Villalta et al., 2005b) debido a que induce un estrés
bioquimico y una sobreproducciéon de eicosanoides (Sargent et al., 1999b),
aunque esta asociacién entre la produccién de eicosanoides y la pigmentacién
no ha sido aun verificada. En mamiferos, los eicosanoides de la serie n-3 tienen
un efecto antiinflamatorio, mientras que los de la serie n-6 estan asociados a la

inflamacién.
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La disminucién de las capturas pesqueras junto con el riesgo derivado de
la presencia de contaminantes en los aceites de pescado, ha impulsado a los
cientificos y a la industria a investigar el modo de extraer omega-3 desde fuentes
alternativas. Asi, las plantas y los microorganismos estan siendo utilizados para
solucionar el problema (Miller et al., 2005). En los ultimos afios diversos
programas europeos (englobados en el proyecto FORM de la UE) han financiado
estudios de sustitucién de aceites y harinas de pescado por otros de origen
vegetal para el engorde de peces marinos, obteniéndose buenos resultados tanto
en crecimiento como en supervivencia, aunque el pescado cultivado con estas
dietas tiene menos HUFA n-3 y mas LA, y por lo tanto no ofrece la misma
proteccién cardiovascular ni los mismos beneficios derivados del consumo de
pescado (Izquierdo et al., 2003) y se debe someter a un recebo de al menos 3
meses con piensos formulados con harinas y aceites de pescado para recuperar
estas propiedades. En el caso del cultivo larvario, no se ha contemplado el uso de
aceites vegetales en la formulacién de las emulsiones de enriquecimiento para
presas vivas, debido a los altos requerimientos que generalmente presentan las
larvas de peces marinos para los HUFA n-3. El aceite de echium es un
triglicérido obtenido mediante el prensado en frio de las semillas de la planta
Echium plantagineum. En la composicién de este aceite el dcido estearidénico
(18:4n-3, SDA), un 4cido graso raro de la serie n-3 que puede ser elongado a
EPA de un modo mas efectivo que desde el LNA, se encuentra en mayor
cantidad que su equivalente de la serie n-6, el dcido gamma-linolénico (18:3n-6,
GLA) también abundante en este aceite que por sus caracteristicas ha sido

utilizado en humanos gracias a su actividad hipotrigliceridémica (Surette et al,,
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2004) y terapéutica en el tratamiento de enfermedades de tipo crémico e
inflamatorio (Coupland y Hebard, 2002).

Asi, los principales objetivos de este capitulo son, por un lado reevaluar
la importancia del ARA y de la relacion ARA/EPA en la pigmentacién y
produccidén de eicosanoides en el lenguado senegalés, y por otro, estudiar el uso
de un nuevo aceite vegetal para el enriquecimiento de presas vivas y observar su

efecto en la pigmentacién de los peces planos.

8.2. Material y métodos

8.2.1. Emulsiones experimentales

Para preparar las cuatro emulsiones experimentales se combinaron
diferentes tipos de aceites comerciales. Los aceites utilizados fueron Neuromins®
(Martek Bioscience, USA), rico en DHA, Vevodar® (DSM, Holanda), rico en
ARA, el aceite de pescado purificado EPAS00TG® (Croda Oleochemicals, Reino
Unido), rico en EPA y el aceite provinente de la planta borraginicea Echium
plantagineum (Technology Crops Ltd., Braintree, Reino Unido), todos ellos se
combinaron con aceite de oliva, aceite vegetal, lecitina de soja y alfa-tocoferol.
Los componentes utilizados en la formulacién de cada una de las emulsiones se
muestran en la Tabla 8.1. Para fabricar las emulsiones, a las mezclas de aceites se
les afiadié una cantidad equivalente de agua destilada y se homogenizé con un

Ultra-turrax T25 a alta
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ARA-L ARA-H Echium Croda
Formulacién (mg g!)
Vevodar® 0,0 300,0 300,0 300,0
Neuromins® 400,0 400,0 400,0 400,0
Aceite de oliva? 392,6 123,7 24,2 84,2
Aceite vegetal® 97,4 66,3 27,6 71,4
EPA 500TG 34,3
Aceite de echium 138,2
Lecitina de soja 70,0 70,0 70,0 70,0
Alfa-tocoferol 40,0 40,0 40,0 40,0
Lipidos Totales (mg g!)
(DW) 407,8 417.8 415,4 402,3
Acidos grasos
14:0 5,4 5,8 6,0 6,1
16:0 11,4 12,7 12,4 12,6
18:0 2,4 5,0 5,1 4.8
Total saturados 19,9 24,8 24,6 24,6
16:1n-7 0,1 0,9 0,9 0,9
18:1n-9 47,7 27,4 18,6 23,5
18:1n-7 1,9 1,2 0,7 1,0
20:1n-9 0,2 0,4 0,4 0,4
20:1n-7 0,0 0,0 0,0 0,0
Total monoinsaturados 51,1 30,1 21,0 26,0
18:2n-6 10,7 9,5 10,7 10,9
18:3n-6 0,0 1,1 2,7 1,1
20:2n-6 0,0 0,2 0,2 0,3
20:3n-6 0,0 1,4 1,4 1,4
20:4n-6 0,0 13,1 13,0 13,1
Total PUFA n-6 10,7 25,3 28,1 26,8
18:3n-3 0,7 0,4 5,1 0,5
18:4n-3 0,0 0,0 1,9 0,3
20:4n-3 0,0 0,0 0,0 0,0
20:5n-3 0,0 0,0 0,0 2,0
22:5n-3 0,1 0,1 0,1 0,3
22:6n-3 17,5 19,4 19,3 19,5
Total PUFA n-3 18,4 19,9 26,3 225
Total PUFA 29,1 45,2 54,4 49,3

Tabla 8.1. Formulacién de las emulsiones experimentales (mg g') y la composicién en
%TFA resultante.

a Procedente de olivas de la variedad Cornicabra, D.O. Montes de Toledo

b Aceite comercial de maiz
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ARA-L ARA-H Echium Croda
Lipidos Totales (mg g1)(DW) 136,9+14,9 160,9+22.,9 170,0+30,1 150,8+38,3
TFA (mg g')(DW) 54,9+6,9 73,0+11,3 72,7+19,7 73,0+14,0
Acidos grasos
14:0 1,3+0,2 1,4+0,2 1,4+0,1 1,4+0,2
16:0 10,4+0,3 9,9+0,3 10,1+0,6 9,9+0,3
18:0 5,0+0,1 4,9+0,1 5,0+0,2 4,9+0,1
Total saturados 17,5+0,3 16,9+0,5 17,3+0,9 17,1+0,6
16:1n-7 2,3+0,1° 2,2+0,0% 2,2+0,12 2,1+0,12
18:1n-9 27,3+3,6° 24,0+0,6%° 22,7+3,7% 22,8+0,52
18:1n-7 6,9+0,3P 6,7+0,2: 6,5+0,4* 6,4+0,4*
20:1n-9 0,6+0,0* 0,5+0,02 0,6+0,0° 0,6+0,0*
20:1n-7 0,1+0,0° 0,1+0,02 0,1+0,0* 0,1+0,02
Total monoinsaturados 37,9+3,8" 34,2+0,6 32,7+4,22 32,6+0,4°
18:2n-6 8,6+0,5 8,7+0,3 8,9+0,2 9,5+0,5
18:3n-6 0,6+0,42 0,7+0,0° 1,1+0,4% 0,7+0,02®
20:2n-6 0,2+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
20:3n-6 0,2+0,32 0,6+0,0P 0,5+0,3" 0,6+0,1°
20:4n-6 1,8+2,42 6,0+0,2° 5,2+2,6P 6,4+0,3P
Total PUFA n-6 11,4+3,42 16,3+0,4° 16,1+3,3Y 17,5+0,8®
18:3n-3 21,6+1,4> 20,3+1,1% 21,4+0,8> 19,5+1,62
18:4n-3 2,9+0,3b¢ 2,7+0,22b 3,1+0,2¢ 2,6+0,32
20:4n-3 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,0 0,5+0,1
20:5n-3 2,9+0,1° 2,7+0,12b 2,7+0,12 3,5+0,1¢
22:5n-3 0,04+0,02 0,1+0,0P 0,1+0,0° 0,1+0,0°
22:6n-3 4,0+0,5* 5,6+0,3P 5,6+1,1° 6,1+0,5°
Total PUFA n-3 33,2+1,5 32,5+1,2 34,0+1,9 32,9+1,6
Total PUFA 44,6+4,0° 48,9+0,9 50,1+5,1° 50,4+0,9°
ARA /EPA 0,64+0,922 2,21+0,10° 1,95+0,96P 1,81+0,11P
Tabla 8.2. Composiciéon en %TFA de la Artemia tras 18 h de enriquecimiento

(media+SD, n=6).

Los valores en una misma fila pero con superindices diferentes denotan diferencias

significativas entre ellos (£<0,05, Fs1).
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velocidad durante 60 s. Las emulsiones se almacenaron en jeringas de plastico a

4 °C, procurando que no quedara aire residual en su interior.

8.2.2. Enriquecimiento de las presas vivas

Los rotiferos se enriquecieron a 20 °C en tanques de 101 a una densidad
de 500 rotiferos ml! durante 12 h, usando una concentracién de cada una de las
emulsiones de 0,1 g 1. Antes de ser suministrados a las larvas, los rotiferos
fueron lavados con abundante agua de mar y agua dulce.

Los nauplios de Artemia (cepa EG, INVE) se eclosionaron 6 h antes del
enriquecimiento. El enriquecimiento se realizé en tanques de 10 1 durante 18 h
a 26 °C, a una densidad de 100 nauplios ml! y con una concentracién de la
emulsién de 0,6 g 1''. Los nauplios también fueron lavados con agua de mar y
agua dulce antes de ser suministrados a las larvas. A partir del dia 20 de la
eclosion de las larvas, cuando éstas pasaron a tener una vida bentodnica, se
suministraron metanauplios enriquecidos y congelados previamente a -20 °C.

Para el analisis de lipidos, tanto los nauplios de Artemia como los

rotiferos se muestrearon dos veces durante el periodo de estudio.

8.2.3. Cultivo larvario

Las larvas de lenguado senegalés fueron donadas por el Instituto Espafiol
de Oceanografia de Santander y transportadas por carretera hasta las
instalaciones del CA-IRTA. Las larvas se distribuyeron en 12 tanques de malla
(150 um de poro) de 35 | de capacidad, a una densidad de 50 larvas I'. Los 12
tranques se distribuyeron en cuatro tanques mayores de 1500 1 (a razén de 3 en

cada uno), conectados a una unidad de recirculaciéon (Carbé et al., 2003) que
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asegurd la misma calidad de agua para todos los tanques durante todo el periodo
de estudio. La temperatura del agua se mantuvo a 19+0,6 °C y la salinidad a
35+0,2 g I'!, las condiciones de fotoperiodo fueron de 18:6 h (L:O) para todos los
tanques de cultivo. Las larvas se alimentaron con rotiferos desde el dia 3 al dia 9
después de la eclosion, a una densidad de 10 rotiferos ml! y con metanauplios de
Artemia desde el dia 5 al dia 40 después de la eclosién. La racién de Artemia se
ajustd al 70% del peso seco corporal de las larvas entre los dias 5 y 15, al 20%
entre los dias 16 y 25, al 15% entre los dias 26 y 30 y al 7,5% entre los dias 31 y
40 a fin de evitar la presencia de metanauplios desenriquecidos en los tanques.
Las presas vivas se distribuyeron dos veces al dia. Los tanques se mantuvieron en
una renovacion diaria del 200%.

Cuando las larvas empezaron a migrar hacia el fondo de los tanques, la
Artemia fresca se sustituyé por Artemia congelada, siguiendo el método de
Morais et al. (2005).

La longitud estdndar y el peso seco se midieron en los dias 1, 4, 6, 10, 12,
15, 20, 30 y 40 después de la eclosién. En cada uno de ellos se muestrearon 20
larvas que se sacrificaron con una concentracion letal de MS-222 (1000 mg 17).
La longitud se midié usando una lupa de diseccién (Nikon SMZ800) y un
analizador de imdgenes (Analysis, SIS GmBh, Alemania). Para la determinacion
del peso seco las larvas se lavaron con agua destilada para eliminar los restos de
sal y se mantuvieron durante 24 h a 60 °C. La determinacién del estadio de
migracién del ojo durante la metamorfosis se llevd a cabo mediante las pautas
descritas por Fernandez-Diaz et al. (2001), calculdndose el porcentaje de larvas

de la misma edad en cada uno de los estadios de migracién asi como el Iem

(Solbakken et al., 1999).
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La supervivencia y el patrén de pigmentacion se determinaron al final

del periodo experimental (40 dph).

8.2.4. Analisis bioquimico

Para el analisis de la composicién bioquimica se muestrearon 20 larvas de
cada tanque a los 40 dias, conservandose en C:M (2:1, v:v) a -20 °C hasta su
analisis. Para el andlisis de eicosanoides, y si estaban presentes en cantidad
suficiente, 10 larvas no pigmentadas y 10 larvas pigmentadas de cada uno de los
tanques se conservaron en soluciéon de Hank’s (HBSS, Sigma) a la que se habian
anadido 15% de etanol y acido férmico (2 M) para reducir el pH y prevenir el
metabolismo residual de las prostaglandinas (Powell, 1982), conservandose a -20
°C hasta su analisis. La extraccién y purificacién de las prostaglandinas se realizé
siguiendo la técnica de Bell et al. (1994), seguido de su andlisis mediante
inmunoensayo enzimatico (EIA), utilizando los kits comerciales para
prostaglandina E: (PGE:, Cayman Chemical, USA) y F. (PGF:, Cayman
Chemical, USA). Los valores se expresan en nanogramos (ng) por gramo de
materia seca (DW).

Los lipidos totales de las presas vivas enriquecidas y de los tejidos
larvarios se extrajeron en C:M utilizando el método de Folch et al. (1957), se
evaporaron bajo flujo de nitrégeno y se desecaron durante toda la noche en
vacio, para mas tarde cuantificarse gravimétricamente. Los lipidos totales se
almacenaron a -20 °C en C:M (2:1, v:v) a una concentracién de 10 mg ml.

La transmetilacién catalizada por acido se llevdé a cabo mediante el
método de Christie (1982). Los ésteres metilicos se extrajeron dos veces

utilizando isohexano : dietil eter (1:1, v:v), se purificaron en placas de TLC y
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posteriormente fueron analizados por cromatografia gas-liquido. Los acidos
grasos se identificaron mediante comparacién con un estdndar conocido
(Supelco Inc., Espafia) y se cuantificaron mediante la comparacién con la

respuesta de un estandar interno (17:0) afiadido antes de la transmetilacion.

8.2.5. Estadistica

La variacion de los valores se muestra como la desviacion estandar (SD)
de la media de tres réplicas. Las diferencias entre las medias se determinaron
mediante el andlisis de la variancia de una via con un nivel de significacién de
0,05. Para la comparacién entre las medias se utilizo el test de Tukey. Antes del
analisis estadistico, los valores expresados en porcentajes se transformaron
mediante el arcoseno del valor porcentual (Sokal y Rohlf, 1995). Para el analisis

estadistico se utilizé el paquete Statgraphics (Microsoft, Inc.).

8.3. Resultados

8.3.1. Perfil de 4cidos grasos de las emulsiones y de la Artemia

La composicién en acidos grasos de las emulsiones fue la esperada, tal
como muestra la Tabla 8.1. La emulsiéon ARA-L contenia altos niveles de LA y
DHA, pero no se encontré ARA en su composicién. Las emulsiones ARA-H,
Echium y Croda contenian la misma cantidad de ARA y DHA, y solo vari6 la
cantidad de SDA en la emulsién Echium y la cantidad de EPA en la emulsién
Croda. Sin embargo, una vez enriquecidos los nauplios se observaron diferencias

en el contenido total de MUFA, que fue mayor en los nauplios del grupo ARA-L
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ARA-L Fresca ARA-L ARA-H Fresca ARAH Echium Fresca Echium Croda Fresca Croda
Congelada Congelada congelada Congelada

091

Lipidos Totales (mg g') (DW) 142,35+15,84 133,22+16,48 173,59+18,71 152,39+24,76 175,35+49,95 166,47+22,75 136,22+61,70 160,49+25,86

TFA (mg g') (DW) 51,24+1,63 57,42+8,42 77,56+10,71 70,00+12,86 69,08+35,00 75,10+11,87 79,88+5,53 68,49+17,30
14:0 1,33+0,21 1,34+0,17 1,42+0,26 1,38+0,11 1,45+0,12 1,41+0,05 1,47+0,28 1,41+0,07
16:0 10,24+0,36 10,44+0,18 10,12+0,46 9,85+0,08 10,53+0,90 9,72+0,01 9,86+0,46 9,90+0,14
18:0 5,11+0,13 4,99+0,03 4,97+0,06 4,95+0,06 5,13+0,21 4,94+0,16 4,93+0,22 4,96+0,04
Total saturados 17,47+0,35 17,51+0,35 17,21+0,81 16,83+0,11 18,04+1,31 16,74+0,25 17,10+1,24 17,08+0,09
16:1n-7 2,29+0,10 2,28+0,03 2,23+0,02 2,17+0,04 2,26+0,17 2,11+0,04 2,11+0,10 2,10+0,10
18:1n-9 24,50+4,59 29,18+1,44 23,73+0,47 24,23+0,66 25,12+5,84 21,06+0,30 22,79+0,93 22,74+0,35
18:1n-7 6,90+0,63 7,02+0,18 6,84+0,25 6,57+0,09 6,72+0,53 6,35+0,16 6,27+0,18 6,53+0,54
20:1n-9 0,59+0,00 0,55+0,02 0,50+0,04 0,57+0,03 0,58+0,05 0,60+0,01 0,58+0,01 0,55+0,03
20:1n-7 0,12+0,02 0,11+0,01 0,10+0,00 0,10+0,00 0,11+0,00 0,11+0,00 0,11+0,00 0,10+0,01
Total monoinsaturados 35,06+5,36 39,83+1,25 34,04+0,65 34,26+0,62 35,47+6,57 30,83+0,28 32,45+0,58 32,61+0,25
18:2n-6 8,59+0,70 8,61+0,54 8,68+0,33 8,75+0,28 8,81+0,01 9,03+0,23 9,38+0,88 9,50+0,39
18:3n-6 0,84+0,54 0,42+0,02 0,74+0,04 0,72+0,01 0,82+0,56 1,25+0,02 0,73+0,02 0,75+0,06
20:2n-6 0,25+0,04 0,20+0,01 0,27+0,01 0,29+0,01 0,26+0,08 0,29+0,01 0,30+0,01 0,28+0,02
20:3n-6 0,38+0,41 0,11+0,04 0,57+0,02 0,60+0,03 0,33+0,40 0,64+0,03 0,64+0,07 0,63+0,07
20:4n-6 3,39+3,84 0,67+0,01 5,86+0,07 6,11+0,22 3,41+3,84 6,45+0,12 6,37+0,30 6,39+0,34
Total PUFA n-6 13,45+5,53 10,02+0,55 16,13+0,27 16,47+0,52 13,63+4,89 17,66+0,39 17,42+1,22 17,54+0,81
18:3n-3 22,18+1,07 21,13+1,62 20,51+1,29 20,11+1,12 21,20+1,20 21,59+0,67 19,57+2,76 19,42+1,14
18:4n-3 3,13+0,07 2,87+0,30 2,77+0,22 2,64+0,18 2,99+0,31 3,10+0,14 2,60+0,48 2,54+0,12
20:4n-3 0,56+0,08 0,53+0,07 0,51+0,07 0,50+0,05 0,52+0,03 0,50+0,04 0,53+0,09 0,49+0,02
20:5n-3 2,82+0,21 2,87+0,13 2,74+0,08 2,71+0,04 2,70+0,09 2,69+0,08 3,57+0,17 3,49+0,04
22:5n-3 0,04+0,06 0,04+0,04 0,08+0,01 0,09+0,00 0,08+0,03 0,10+0,01 0,12+0,01 0,11+0,01
22:6n-3 4,64+1,62 4,79+0,48 5,42+0,03 5,77+0,28 4,75+1,49 6,16+0,20 6,03+0,52 6,12+0,65
Total PUFA n-3 34,02+0,18 32,64+1,87 32,63+1,74 32,44+1,24 32,86+3,00 34,76+0,76 33,02+3,04 32,76x0,59
Total PUFA 47,47+5,72 42,66+1,51 48,75+1,47 48,91+0,73 46,49+7,89 52,43+0,48 50,45+1,82 50,31+0,22
ARA /EPA 1,26+1,46 0,23+0,01 2,14+0,04 2,25+0,11 1,28+1,46 2,40+0,11 1,79+0,17 1,83+0,08

Tabla 8.3. Composicién en %TFA de los nauplios de Arremia frescos y congelados enriquecidos en cada una de las emulsiones
experimentales (media+SD, n = 3).
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y en los contenidos de DPA, ARA y DHA, que fueron menores en el grupo
ARA-L. También se encontraron diferencias significativas en los contenidos de
SDA y de GLA, que fueron mayores en los nauplios del grupo Echium. Los
nauplios del grupo Croda presentaron un contenido en EPA significativamente
mayor que los otros grupos. La composicion en %TFA de los nauplios de
Artemiatras el enriquecimiento se muestra en la Tabla 8.2.

No se observaron diferencias significativas entre los nauplios de Arremia

frescos y los congelados (Tabla 8.3).

8.3.2. Efectos sobre las larvas

En la Tabla 8.4 se muestran los resultados de crecimiento en talla y peso
seco, asi como los porcentajes de supervivencia y pigmentaciéon de los juveniles
tras 40 dias de alimentacién con cada una de las dietas experimentales. Se
observé un crecimiento mayor, tanto en talla como en peso, en las larvas
alimentadas con nauplios de Artemia enriquecidos con las emulsiones Echium y
Croda. No se observaron diferencias significativas en el indice de supervivencia,
pero si en la tasa de pigmentacion, que fue menor para los grupos ARA-H y
Croda e intermedia para el grupo Echium, mientras que el grupo ARA-L mostré
una pigmentaciéon normal, encontrdndose un unico individuo no pigmentado
que se utilizo para el analisis de eicosanoides. El Iem fue similar para todos los
grupos a lo largo del desarrollo. En la Figura 8.1 se representan los valores del

Iem para cada grupo experimental.
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ARA-L ARA-H Echium Croda
Talla (mm) 9,53+0,81° 10,13+0,92° 11,62+1,48 10,92+1,652
Peso seco (mg) 2,29+0,27¢ 2,61+0,27¢ 4,05+0,452 3,43+0,45°
Supervivencia (%) 26,1+21,0 30,3+25,8 19,2+9,6 47,5+1,6
Pigmentacién (%) 100+0,02 26,8+9,1¢ 64,4+6,7° 26,7+1,6¢

Tabla 8.4. Crecimiento, supervivencia y pigmentaciéon de las larvas del lenguado
senegalés después de 40 dias de haber sido alimentadas con nauplios de Artemia
enriquecidos en las emulsiones experimentales (media+SD, n=3).

Los superindices indican diferencias significativas entre los grupos (£<0,05).

= 3
=
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Edad (dias)

Figura 8.1. Cambios en el Iem para cada uno de los grupos (media+SD, n=3).
No se representan superindices debido a que no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos.

8.3.3. Bioquimica larvaria

La composicién en acidos grasos de las larvas reflejé la composiciéon de la
dieta de la que se alimentaron durante el periodo experimental (Tabla 8.5). Las
larvas del grupo ARA-L mostraron un contenido significativamente menor de

ARA, PUFA n-6 totales y DHA, y un contenido significativamente mayor de
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LA, 20:4n-3, EPA, DPA y PUFA n-3 totales. Los grupos ARA-H, Echium y
Croda mostraron contenidos similares en ARA y DHA. Las diferencias
significativas entre estos tres grupos se encontraron en el contenido de LNA,
20:3n-6 y SDA que fue mayor para el grupo Echium y en el contenido de EPA y
DPA que fue mayor en el grupo Croda. También entre ellos tres, los contenidos
totales de PUFA n-3 y n-6 fueron significativamente mayores en los grupos
Echium y Croda. La relacién ARA/EPA fue significativamente menor para el
grupo ARA-L y mayor para el grupo Echium, mientras que los grupos ARA-H 'y
Croda mostraron valores intermedios.

Se analizé la producciéon de PG (PGE y PGF) tanto en el caso de
individuos pigmentados como en el caso de individuos no pigmentados. En
algunos tratamientos, grupos ARA-L y Echium, los pocos individuos no
pigmentados que se detectaron se utilizaron integramente para este analisis (sélo
1 individuo para el grupo ARA-L). Para ambos tipos de PG, la mayor producciéon
se detectd en individuos no pigmentados, a excepcion del grupo ARA-H, en el
que fueron los individuos pigmentados los que presentaron una mayor
produccién. En el caso de la PGF no se obtuvieron diferencias significativas
entre los individuos albinos y pigmentados debido a la alta variabilidad en los
resultados (Tabla 8.6, Figura 8.2). Cuando se consideraron todos los individuos,
pigmentados y no pigmentados en un solo grupo, la influencia de la dieta sobre
la produccién de PG fue notoria, de tal manera que los peces de los grupos ARA-
L y Echium mostraron una menor produccién de ambos tipos de
prostaglandinas, PGE y PGF, en comparacién a los resultados obtenidos para los
grupos ARA-H y Croda (Tabla 8.6). Asimismo se observé una clara relaciéon

positiva entre la produccién de PG por parte del pez y el contenido de ARA en
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la dieta, como se puede observar en la Figura 8.2, de manera que a mayor
contenido de ARA en la dieta, se observé mayor producciéon de PG lo que
condujo a una mayor produccién de individuos anormalmente pigmentados.
Finalmente, se verificé una correlacion linear y significativa entre el
contenido de ARA (expresado en %TFA) y la relacion ARA/EPA en la dieta y
los resultados finales de pigmentacién (Figura 8.3), en este caso se tomaron no

so6lo los resultados obtenidos en este capitulo sino también los de los capitulos 5

y 7.

8.4 Discusion

El crecimiento y la supervivencia larvaria obtenidos en este capitulo son
inferiores a los resultados obtenidos en experimentos anteriores, tal vez debido
al distinto origen de las larvas utilizadas (en este caso procedentes de Santander)
o a la calidad inicial de las mismas, aunque en todos los casos provinieron de
puestas naturales de reproductores mantenidos en cautividad. En los capitulos
anteriores las larvas se alimentaron de rotiferos y nauplios de Artemia frescos
desde el inicio del cultivo larvario hasta el final del periodo experimental. En el
presente capitulo se utilizaron nauplios de Artemia congelados para alimentar a
las larvas desde el dia 20 hasta el dia 40 después de la eclosién, y aunque los
peces mostraron una actividad positiva a la hora de alimentarse, el uso de presas
congeladas quizd haya contribuido a la menor tasa de crecimiento observada en
este capitulo. La calidad de los nauplios en cuanto a la composicién en acidos

grasos no se vio afectada por la congelacién y su eficacia para alimentar a peces
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ARA-L ARA-H Echium Croda
Lipidos Totales (mg g)(DW) 137,2+1,7° 110,3+12,3¢ 134,4+3,2% 138,9+16,2°
TFA (mg g')(DW) 34,6+0,3 40,0+4,4 36,2+1,0 40,2+4,1
Acidos grasos
14:0 0,9+0,0 0,9+0,0 1,0+0,0 0,9+0,0
16:0 12,0+0,2b 11,7+0,1%® 11,3+0,32 11,4+0,32
18:0 7,2+0,2 7,1+0,1 6,8+0,4 6,8+0,2
Total saturados 20,9+0,5 20,7+0,2 20,0+0,9 20,1+0,6
16:1n-7 1,8+0,1° 1,7+0,12 1,7+0,1%b 1,7+0,0°
18:1n-9 23,8+0,14 20,5+0,3¢ 18,4+0,4* 19,5+0,3Y
18:1n-7 6,9+0,0° 6,4+0,12 6,4+0,12 6,3+0,12
20:1n-9 0,8+0,0° 0,7+0,02 0,7+0,0? 0,7+0,0?
20:1n-7 0,4+0,0¢ 0,3+0,02 0,3+0,02 0,3+0,0°
Total monoinsaturados 35,2+0,0¢ 30,7+0,4¢ 28,7+0,5* 29,6+0,4°
18:2n-6 8,5+0,0¢ 7,3+0,12 7,6+0,1P 7,7+0,1P
18:3n-6 0,4+0,0? 0,6+0,0P 0,9+0,0¢ 0,6+0,0°
20:2n-6 0,4+0,0° 0,4+0,0? 0,4+0,0° 0,4+0,0°
20:3n-6 0,4+0,0? 0,7+0,0P 0,8+0,04 0,7+0,0¢
20:4n-6 1,8+0,0° 9,1+0,2° 9,0+0,3P 9,1+0,1°
Total PUFA n-6 11,6+0,12 19,1+0,2° 20,0+0,1¢ 19,8+0,2¢
18:3n-3 13,3+0,2b 11,9+0,32 13,0+0,2b 11,8+0,12
18:4n-3 1,4+0,0° 1,3+0,12 1,5+0,0¢ 1,3+0,0°
20:4n-3 0,8+0,0° 0,6+0,0? 0,6+0,0? 0,6+0,0?
20:5n-3 2,4+0,14 1,4+0,0P 1,3+0,0° 1,7+0,0¢
22:5n-3 2,2+0,0¢ 1,8+0,12 1,7+0,0° 2,0+0,1°
22:6n-3 10,9+0,22 11,3+0,2° 11,6+0,2b 12,0+0,2¢
Total PUFA n-3 32,3+0,44 29,5+0,12 31,3+0,6¢ 30,5+0,2°
Total PUFA 43,9+0,52 48,6+0,2° 51,3+0,4¢ 50,3+0,4¢
ARA /EPA 0,8+0,0? 6,6+0,2¢ 6,9+0,2¢ 5,3+0,1°

Tabla 8.5. Composicién en %TFA de las larvas del lenguado senegalés después de 40
dias de alimentacién con Artemia enriquecida con las emulsiones experimentales
(media+SD, n=3).

Los valores en una misma fila pero con superindices diferentes denotan diferencias
significativas entre ellos (£<0,05, Fs.11).
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PGE: (ng g'! DM) PGF2 (ng g' DM)

No pigmentados Pigmentados Totales No pigmentados  Pigmentados Totales
ARA-L 20,99 5,12+1,252 10,419,212 23,08 6,36+1,06° 11,949,682
ARA-H 49,36+18,47* 62,09+4,31>  55,73+13,19° 93,72+19,962 109,95+97,422  101,83+58,17"
Echium 14,22« 8,20+5,40° 10,21+5,16° 38,67 23,06+8,12° 28,26+10,69%
Croda 84,04+9,95Y 55,23+19,10>  69,64+20,85" 185,07+63,032 125,29+57,56*  162,57+63,14¢

Tabla 8.6. Produccién de prostaglandinas (en ng g' de materia seca, DM) de los peces
pigmentados y no pigmentados para los distintos tipos de alimentacion.

Los superindices indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(P<0,05, n=3 muestras por grupo y de 1 a 10 peces por muestra).

‘Se analizé una sola muestra debido a la falta de individuos.

metamorfoseados que ya han migrado hacia el fondo de los tanques es adecuada
ya que gracias a la congelacién se impide el metabolismo de los nauplios y los
posibles cambios en su composicién lipidica (Navarro et al., 1999).

La composiciéon en acidos grasos de los nauplios fue diferente a la de las
emulsiones. Si la composicién de los nauplios hubiera reflejado la composicién
de las emulsiones, el contenido en SDA hubiera sido mayor, el contenido en
EPA menor y se hubieran detectado mayores diferencias entre los grupos. Sin
embargo, y como es habitual en el enriquecimiento de Artemia, el contenido en
EPA aumento en todos los grupos y se situdé entorno al 2,5-3% TFA, incluso
cuando este 4cido graso no estuvo presente en la emulsién, hecho
probablemente debido al acortamiento de la cadena desde el DHA. Como
consecuencia, no se observaron las diferencias esperadas entre los grupos en la
relacién ARA/EPA, sino que en los grupos ARA-H, Echium y Croda el resultado
fue similar y solo el grupo ARA-L, en el que no se suministré6 ARA en la

alimentacién mostrd la relacién ARA/EPA esperada.
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Figura 8.2. Produccién de prostaglandinas por los peces no pigmentados (simbolos
azules) y por los pigmentados (simbolos rojos) en relacién con el contenido de ARA en
la dieta. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos y tipos de larvas.
Los datos representan los indices de pigmentacién al final del periodo experimental. Los
resultados para el grupo Echium se muestran en el interior de los circulos.
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Figura 8.3. Regresiones entre el contenido de ARA y ARA/EPA en la dieta y el indice
de pigmentacidn. Los valores representados provienen de los resultados de este capitulo

y del capitulo 5 (n=10). El simbolo azul indica el resultado obtenido para el grupo
Echium.

168



El ARA, el ratio ARA/EPA, el SDA y los eicosanoides estdn implicados en el albinismo inducido por la
dieta del lenguado senegalés

El principal efecto de las dietas experimentales sobre las larvas del
lenguado senegalés se observo en las tasas de crecimiento y en los indices de
pigmentacién de los distintos grupos. Los peces del grupo ARA-L mostraron una
menor tasa de crecimiento y una mayor proporcién de individuos pigmentados,
contrastando con el efecto sobre los grupos ARA-H y Croda, en los que sus
individuos mostraron tasas de crecimiento mas elevadas y mayores proporciones
de individuos no pigmentados. Los resultados en cuanto a pigmentacién tienen
similitudes a los obtenidos en el capitulo 5 y a los obtenidos por diversos autores
en otras especies de peces planos (Estévez et al., 1999; Copeman et al., 2002). Un
exceso de ARA en la alimentacién de las larvas de peces planos produce
albinismo inducido por la dieta, en cambio, el contenido de ARA en la dieta no
produjo efectos en la tasa de crecimiento de los peces. Los grupos ARA-L y
ARA-H mostraron las mismas tasas de crecimiento tanto para la longitud como
para el peso, en cambio en los grupos Echium y Croda, que ingirieron una
mayor cantidad de SDA y EPA, si que se observé un efecto de la dieta sobre el
crecimiento.

La composicién en acidos grasos de los peces mimetiz6 la composicion
del alimento ingerido. Aunque en humanos se ha demostrado que el SDA es
cuatro veces mas efectivo que el LNA a la hora de aumentar los niveles de EPA
en los fosfolipidos del plasma (James et al., 2003), y que en los cultivos celulares
de salménidos se ha observado elongacién del SDA a 20:4n-3 (Ghioni et al,,
2002), en el caso del lenguado senegalés no se detectaron diferencias en los
niveles de EPA al comparar a los peces del grupo Echium con el resto de los

grupos. Por otro lado, considerando los bajos niveles de DPA suministrados en
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las dietas, el contenido de este acido graso en las larvas aumentd
significativamente, como ya se observé en el capitulo 5.

Se observé un efecto especifico del aceite de Echium sobre la produccién
de PG (Tabla 8.6). Aunque los peces que ingirieron nauplios de Artemia
enriquecidos con aceite de Echium recibieron los mismos niveles de ARA que
los grupos ARA-H y Croda, la produccién de PGE: y PGF: fue
significativamente menor y comparable a la de los peces del grupo ARA-L.
Efectos similares del SDA sobre la producciéon de prostaglandinas han sido
descritos por Horia y Watkins (2005) en mamiferos y por Bell et al. (2006) en G.
morhua. Horia y Watkins (2005) relacionaron la baja produccién de
prostaglandinas con la inhibicién ejercida por el SDA sobre la expresién de la
cicloxigenasa-2 (COX-2), enzima que cataliza la produccién de prostaglandinas,
y sobre la transcripciéon de NFxB y PPARY. Bell et al. (2006) consideraron la
reducciéon en la produccién de prostaglandinas mds una consecuencia de la
disminucién de ARA en los tejidos, que de un aumento en los niveles de 20:3n-6
0 20:4n-3. Otros estudios in vitro sugieren que, el SDA puede actuar reduciendo
la formacién de eicosanoides derivados del ARA (Guichardant et al., 1993). En
este capitulo, a excepcién del grupo ARA-L, todos los peces recibieron la misma
cantidad de ARA que fue por lo tanto, acumulada en los tejidos. Considerando
los resultados en cuanto a acumulaciéon de ARA en los tejidos, quiza las larvas
del lenguado senegalés del grupo Echium tuvieron una menor produccién de
prostaglandinas como consecuencia de la inhibicién de la COX-2. En cambio, el
suplemento en EPA de la dieta del grupo Croda, que en mamiferos se asocia a

niveles bajos de PG (Petrik et al., 2000), produjo niveles de PG similares a los
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del grupo ARA-H, probablemente debido a los altos niveles de ARA (casi el
doble del contenido en EPA) observados en el grupo Croda.

Se puede establecer un paralelismo entre niveles de produccién de PG y
alta frecuencia de produccion de individuos pigmentados normalmente. Sin
embargo, en un estudio realizado por Bransden et al. (2005c) con larvas de G.
morhua en tanques de distintos colores en el que se analiz6 la pigmentacién de
la zona cefdlica asi como la del resto del cuerpo, no se pudo encontrar ninguna
relacién entre la produccién de PG y el grado de pigmentacién, aunque la
mayoria de los peces (del 50 al 80 % para la zona cefélica y del 35 al 50 % para el
resto del cuerpo) presentaron una pigmentacién normal. Aunque estos autores
no encontraron ninguna relacién entre el contenido de ARA en la dieta y la
produccion de PG, los resultados obtenidos en este capitulo muestran una
relacién muy clara, con excepciéon del grupo alimentado con aceite de Echium
como se ha comentado anteriormente.

Para concluir, la composiciéon en ARA y ARA/EPA de la dieta y en
consecuencia la composiciéon de los tejidos, tiene una clara influencia en el
indice de pigmentacion del lenguado senegalés, como ya se ha descrito en los
capitulos 5, 6 y 7. Ademas, un aumento en la cantidad de ARA en la dieta
provoca un aumento claro en la concentracién corporal de PG, dando lugar a
una correlacién directa entre PG y pigmentacion. Al incluir el aceite de Echium,
el SDA y el GLA en la alimentacién, se produjo una reduccién en la produccion
de PG, que resulté en un mejor indice de pigmentacion, a pesar de que los
niveles de ARA en la dieta y en los tejidos de los peces del grupo Echium fueron

similares a los del resto de grupos. E1 SDA tuvo un claro efecto en la reduccién
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de la produccién de PG, probablemente debido a la inhibicién de la produccién

de COX-2, como ya se ha observado en mamiferos.
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Estudio morfoldgico e histoldgico del desarrollo larvario del lenguado senegalés

9.1. Introduccién

El lenguado senegalés es un pleuronectiforme, por lo que tanto los
individuos juveniles como adultos presentan los dos ojos en un mismo lado del
cuerpo, en este caso en concreto en el lado derecho (dextrégiro). Para alcanzar
la asimetria es necesario que el ojo izquierdo migre hacia el lado derecho
durante la metamorfosis. Los aspectos morfo-anatémicos de la metamorfosis y la
migracion del ojo durante el desarrollo de las larvas del lenguado senegalés han
sido descritos (L&, 1982; Fernandez-Diaz et al., 2001; Gavaia y Cancela, 2002).
Sin embargo otros cambios que se observan a lo largo del crecimiento de la larva
de esta especie no han sido tan estudiados. La descripcién de los cambios
anatomo-morfoldgicos durante el desarrollo es particularmente util para la
caracterizacion de las larvas durante el desarrollo y permite la estandarizacion
de datos provenientes de experimentos en que se utilizan diferentes
temperaturas (Martell et al., 2006) y/o métodos de cultivo. En otras especies se
han llevado a cabo estudios similares (Nishikawa y Ueyanagi, 1991; Doi et al.,
1994; Koumoundourus et al., 2005), principalmente en S. maximus, P. olivaceus,
L. yokohamae, H. hippoglossus, P. dentatus (Al-Maghazachi y Gibson, 1984;
Fukuhara, 1986, 1988; Pittman et al., 1990; Keefe y Able, 1993; Segner et al.,
1995; Martinez y Bolker, 2001).

La histologia es una herramienta que permite obtener una evaluacién
precisa de los cambios que ocurren en los diferentes drganos y tejidos de la larva
a lo largo del desarrollo. Se ha publicado ya un importante numero de estudios
sobre los aspectos histoldgicos del desarrollo de peces planos, tanto salvajes

como cultivados (Boulhic y Gabaudan 1992; Segner et al., 1994, 1995) y
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concretamente del lenguado senegalés (Ribeiro et al., 1999; Fehri-Bedoui et al.,
2000) muy utiles como método para entender mejor el funcionamiento de los
diferentes 6rganos y particularmente del tracto digestivo. En concreto, Ribeiro
et al. (1999) describieron los aspectos histolégicos e histoquimicos del desarrollo
del sistema digestivo del lenguado senegalés, y por tanto, en el presente capitulo
se referira a este estudio para los detalles y aqui solo se resumiran los aspectos
mas relevantes.

Asi, el objetivo del presente capitulo es ofrecer una descripcién de los
cambios histoldgicos y morfoldgicos mas importantes que tienen lugar en las
etapas larvaria y post-larvaria del desarrollo del lenguado senegalés. De este
modo, la informacién obtenida sobre la ontogenia de la especie permitird la

mejora en los métodos de cultivo utilizados hasta ahora.

9.2. Material y métodos

Los huevos del lenguado senegalés se obtuvieron de reproductores
mantenidos en condiciones naturales de foto y termoperiodo en las instalaciones
del IFAPA “El Torufio” (Pto. de Sta. Maria, Cadiz). Una vez transportados al
CA-IRTA, las larvas fueron distribuidas, 50 larvas 1!, en tres tanques de malla
(150 um de poro) de 35 1, que se dispusieron en un tanque mayor de 1500 1, este
tanque se mantuvo conectado a una unidad de recirculacion (Carbé et al., 2003).
La temperatura del agua se mantuvo a 19+1 °C, la salinidad a 34 g 1!, el
fotoperiodo en 18:6 h (L:O). Las larvas se alimentaron de rotiferos desde el dia 3

hasta el dia 9 después de la eclosién, a una concentracién de 10 rotiferos ml? y
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de metanauplios de Artemia desde el dia 6 hasta el dia 40 después de la eclosion
a una concentracién que se fue ajustando segun el peso de las larvas, 70% del
peso corporal de las larvas entre los dias 5 y 15, 20% entre los dias 16 y 25, 15%
entre los dias 26 y 30 y 7,5% entre los dias 31 y 40. Las presas vivas se
enriquecieron con un producto comercial (DHA Protein Selco, INVE) y se
distribuyeron dos veces al dia.

Se muestrearon 20 larvas por dia en los dias 1, 4, 6, 10, 12, 15, 20, 30, 35
y 40 después de la eclosién. Las larvas se sacrificaron individualmente con una
sobredosis de MS-222 (1000ppm). Se midié la longitud total con un microscopio
de diseccion (Nikon SMZ800) y con la ayuda de un analizador de imdgenes
(Analysis SIS, GmBh, Alemania). El estadio de desarrollo se determind teniendo
en cuenta los principales aspectos morfoldgicos externos (Tabla 9.1). Para el
analisis histologico las larvas fueron inmediatamente fijadas con formalina
tamponada al 10%. A partir del dia 25, después de ser fijadas en formalina, las
larvas pasaron por un periodo de descalcificacién de 24-48 h, durante el cual se
mantuvieron sumergidas en dcido férmico al 8%. En cada dia de muestreo, 10 de
las larvas muestreadas fueron incluidas individualmente en parafina y las otras
10 se procesaron, también individualmente, para ser incluidas en metacrilato. Se
hicieron cortes seriados de 6 y 2 um, para los bloques de parafina y metacrilato,
respectivamente, y las secciones fueron teflidas con hematoxilina — eosina
(parafina) o con azul de toluidina (metacrilato). Las larvas se fotografiaron con
una camara digital DP70 conectada a un microscopio (Leica DMLB).

Para caracterizar el desarrollo larvario de acuerdo con las principales
caracteristicas externas, se utilizaron 5 estadios de desarrollo principales y 6

subestadios (Tabla 9.1). Para determinar el estadio de la metamorfosis y de la
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migracién del ojo se utilizaron los mismos estadios descritos por Fernandez-Diaz

et al. (2001), pero considerando aqui sus estadios 1, 2, 3 y 4 como 4a, 4b, 4c y 5.

9.2.1. Estudio cuantitativo del desarrollo de la gldndula tiroides

De cada una de las larvas analizadas se fotografié cada uno de los cortes
seriados en los que aparecian foliculos tiroideos. Desde estas fotografias y
mediante un analizador de imagenes (Analysis SIS, GmBh, Alemania) se calculé
el numero exacto de foliculos tiroideos por larva y calculando el area de cada
foliculo en cada fotografia se pudo obtener el area folicular total para cada una

de las larvas.

9.3. Resultados

En este apartado se describe el desarrollo para cada uno de los distintos
6rganos y sistemas de la larva. El resumen de los principales cambios
morfoldgicos para cada uno de los estadios se muestra en la Tabla 9.1. En la
Tabla 9.1. también se muestran las caracteristicas de cada uno de los estadios en
términos de requerimiento de temperatura (grados-dia, °D), asi como la talla

media, dispersién de talla y edad observada en cada uno de los estadios.

9.3.1. Tegumento
Al eclosionar, la piel esta constituida por un epitelio simple con dos capas
de células epiteliales escamosas y con células cloruro y cisticas repartidas de

forma mas o menos homogénea por toda la epidermis. Entre la epidermis y los
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6rganos internos, se observa un gran espacio subdérmico que aparentemente
parece que pueda estar lleno de fluido. Entre el epitelio y los drganos no se
observa presencia de dermis, s6lo de células pigmentarias embrionarias.

En el estadio 2, la estructura de la piel se mantiene similar al estadio
anterior, pero en este caso el espacio subdérmico es menor y las células cloruro
tienden a concentrarse alrededor de la zona cefilica.

En el estadio 3, se desarrollan un importante nimero de melandéforos,
claramente distintos a los descritos en el estadio 1, localizados en la base del
espacio subdérmico, justo en la parte externa de las capas musculares epaxiales y
hipoaxiales. Estos melano6foros se caracterizan por un desarrollo considerable de
las proyecciones citoplasmaticas. En este estadio, algunas areas del espacio
subdérmico desaparecen completamente.

En el estadio 4 se observa claramente el desarrollo de una ldmina basal
incipiente en la base de la epidermis, asi como la disminucién considerable del
numero de células cisticas. La mayoria de espacios subdérmicos desaparecen y
en su lugar aparecen algunos fibroblastos formando un tejido conectivo laxo que
ocupa el espacio entre la epidermis y las estructuras subyacentes.

En el estadio 5, la estructura del tegumento es similar a la observada en el
estadio 4. La tnica diferencia notable ocurre en el subestadio 4c y en el estadio
5, con la aparicién de células mucosas en la base de la epidermis. Es de destacar
también que en este estadio los barbillones aparecen en la zona bucal, se
desarrollan en la epidermis y estdan formados por proyecciones dérmicas que se
extienden al exterior y que estan rodeadas por grupos de células epiteliales. En
estos barbillones no se detectan papilas gustativas. Durante el estadio 5 no se

detectd la formacion de escamas.
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Estadio

Descripcién X Talla X Dias X °Dia Dispersién
(mm) (dph)

la

1b

1c

La larva es simétrica con la notocorda recta. El saco vitelino esta 222:044  Oh 0 0h-100%
presente y contiene algunos glébulos lipidicos dispersos. El tubo

digestivo estd ligeramente curvado y rodea la zona superior del

saco vitelino. La cabeza estd curvada hacia abajo y se mantiene

unida al saco vitelino. Los melandforos se distribuyen a lo largo

del eje longitudinal del cuerpo y en la aleta que lo envuelve. La

larva es poco mévil, flota hacia uno de sus lados o mantiene el

saco vitelino hacia arriba (Figura 9.41 (1a)).

El tubo digestivo se engrosa en la zona media y se curva en la 268:0.19 1 20 1dph-100%
zona distal. El ano se mantiene préoximo al limite de la aleta

ventral pero no completamente abierto. Los melandforos

forman cuatro grupos en la zona dorsal y uno en la ventral, en

el resto del cuerpo se mantienen dispersos. El saco vitelino

reduce el tamafio. Los ojos empiezan a pigmentarse. Aparece

una distension en la parte dorsal de la cabeza (Figura 9.41 (1b)).

El saco vitelino se encuentra muy reabsorbido, en la mayoria de 3 140,13 3 59,1 3dph-100%
los casos no se observan glébulos lipidicos. El tubo digestivo

forma un bucle en la zona media. La boca y el ano se abren al

exterior. Los ojos totalmente pigmentados. La larva muestra un

comportamiento depredador (Figura 9.41 (1c)).

El saco vitelino estd totalmente reabsorbido. La distension 337:0,25  454:0.89  9023:1832  4dph-73,2%
dorso-craneal desaparece. Hay presas claramente visibles en el 6dph-26,8%
interior del digestivo (Figura 9.41 (2)).

Aparecedla vejiga n?atona enla ﬁ)ar'te supsrlor del dlgeitlvo. La 303:027  772:235 1541944619 6dph-62,3%
notocorda se curva ligeramente hacia arriba. Aparecen los 10dph-29,5%
radios hipurales en el esbozo de la aleta caudal. La aleta dorsal 12dph-6,5%
cubre la zona de la cabeza. El tamafio de los miotomos aumenta. 15dph-1,7%
Los melanéforos ocupan la mayor parte del cuerpo, aumentan

en numero (Figura 9.41 (3)).
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Estadio  Descripcién X Talla X Dias X °Dia Dispersién
(mm) (dph)

4a Empieza la migracién del ojo y la asimetria del cuerpo. La 4.89+0,37 1143+1,68 227.27+32.73 10dph-40,4%
notocorda curvada hacia arriba menos de 45°. E1 numero de 12dph-53,8%
radios en la aleta caudal aumenta y se observa su forma final. 15dph-3,8%
Aparecen los radios en todas las aletas. Todo el cuerpo estd 20dph-2%
pigmentado menos la zona de los radios. El inicio de la altea
dorsal se localiza detras de los ojos. Aparecen las cavidades
olfativas (Figura 9.41 (4a)).

4b El ojo izquierdo empieza a ser visible desde el lado derecho. 6,14:0,51 15.18:0,03  298.27:17.82 15dph-96,5%
La vejiga natatoria desaparece. La curvatura de la notocorda 20dph-3,5%
se mantiene entre 45° y 90°. Los radios de las aletas estdn
totalmente desarrollados (Figura 9.41 (4b)).

4c El OjO izquierdo se posiciona en el lado derecho. La 6,60+0,77 20,36+1,89 397,68+35,89 15dph—22,1°/0
notocorda alcanza la curvatura de 90°. La pigmentacion es 20dph-63,3%
total, incluyendo todas las aletas. Aparecen los melanéforos 30dph-14,6%
pequetios (tipo adulto) junto con los melanéforos grandes
(tipo larvario). El inicio de la aleta dorsal avanza (Figura 9.41
(40)).

5 La migracién del ojo ha finalizado y el ojo izquierdo se 11,01+2,04 30,88+6,24 597,55:118,59  20dph-19,6%

posiciona junto al derecho. El hueso parafrontal se extiende y
el hueco dejado por la migracidn del ojo se rellena. La aleta
dorsal se extiende por delante de la zona ocular. Aparecen los
barbillones alrededor de la boca. La pigmentacidn es similar a
la de los juveniles, mostrando toda la gama de cromatéforos.
La metamorfosis ha concluido (Figura 9.41 (5)).

30dph-39,9%
37dph-40,5%

Tabla 9.1. Caracteristicas del desarrollo larvario del lenguado senegalés de acuerdo con criterios morfologicos externos

y su correspondencia con las medias de las tallas observadas (mm, media+SD), la edad (dph, media+SD), los grados dia

después de la eclosién (°Dia, media+SD) y la dispersion en cuanto a la edad de la larva (dph, %) en cada uno de los

estadios.
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Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

9.3.2. Sistema respiratorio

En el estadio 1, el primer y cuarto arco branquial son simplemente
esbozos formados por una masa de células indiferenciadas rodeadas de células
epiteliales, mientras que en la zona central del segundo y tercer arco ya se
observa el inicio del proceso de condrogénesis, pudiendo distinguirse un eje
central cartilaginoso rodeado por una matriz extracelular. En este estadio no se
observa la presencia aun de filamentos branquiales.

El estadio 2 se caracteriza por el inicio de la condrogénesis y el desarrollo
de los filamentos primarios en los arcos branquiales primero y cuarto de forma
similar a lo descrito para los arcos segundo y tercero en el estadio 1. En este
estadio se observa por primera vez el desarrollo de filamentos primarios,
apareciendo como grupos de células indiferenciadas que crecen
perpendicularmente a los arcos branquiales. En el segundo y tercer arcos
branquiales, el desarrollo de los filamentos, tanto en nimero como en longitud,
es mucho mas avanzado que los del primero y cuarto arcos branquiales. En este
estadio también se desarrollan en la base de cada uno de los filamentos algunas
fibras musculares asi como nuevas estructuras vasculares. La cavidad branquial
estd totalmente cubierta por una capa de epitelio compuesta por 2-3 capas de
células epiteliales, entre las que se observan algunas células cloruro (Figura 9.1).

En el estadio 3 aparece matriz extracelular en el cartilago de los arcos
branquiales. En la base de algunos filamentos primarios del segundo y tercer
arcos aparecen pequeias digitaciones formadas por células poco diferenciadas
que daran lugar a los filamentos secundarios (laminillas branquiales). En la parte
interna de los filamentos se observa el desarrollo de capilares sanguineos y en su

interior ya es posible observar la presencia de eritrocitos (Figura 9.2). También
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se observa la presencia de células cloruro que se distribuyen entre las laminillas
emergentes. En este estadio ya puede observarse la presencia de filamentos en
toda la longitud de los arcos branquiales.

En el subestadio 4a, el tamafio de los arcos branquiales y de los
filamentos sigue aumentado y las laminillas estan presentes en todos los
filamentos. Algunas laminillas, especialmente aquellas que se encuentran en la
base de los filamentos primarios, ya muestran la estructura tipica con células
pilar y espacios vasculares, en los que se puede observar la presencia de
eritrocitos y otras células sanguineas. En este estadio se evidencia un mayor
numero de células cloruro localizadas en los filamentos y entre las laminillas. En
la zona opuesta a los filamentos, se observa en los arcos branquiales el desarrollo
de unas pequeias proliferaciones epiteliales que corresponden al desarrollo de
las branquiespinas. En el subestadio 4b, los arcos branquiales muestran una
estructura similar a la de los juveniles, con un eje central cartilaginoso asi como
grupos de fibras musculares. En la zona interna de los filamentos primarios se
observa también la diferenciacién de algunos condroblastos, mientras que las
células cloruro estan presentes en todos los espacios interlamelares, desde la base
hasta la zona apical de los filamentos. En este subestadio se puede observar la
diferenciacién de algunas células mucosas dispersas entre la capa epitelial de los
filamentos. En el subestadio 4c, la gran mayoria de estructuras branquiales
presentan la misma morfologia que en los juveniles de esta especie (Figura 9.3),
salvo la osificacion de algunas de las estructuras cartilaginosas, como los ejes de

los filamentos branquiales (Figura 9.4) que no son observadas hasta el estadio 5.
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9.3.3. Pseudobranquia

La pseudobranquia aparece por primera vez en el subestadio 4b. En esta
fase del desarrollo estd formada por un acimulo de células epiteliales que la
recubren, algunas células de cloruro y en su interior algunas estructuras
vasculares poco desarrolladas. En el subestadio 4c se aprecia como los filamentos
ya se han formado y como las laminillas inician su desarrollo. En el interior de
los filamentos se observan las estructuras vasculares. Las células cloruro se
sittian alrededor de las laminillas. En el estadio 5 se observa como la
pseudobranquia estd formada por cuatro filamentos y la presencia de un quinto

filamento menos desarrollado (Figura 9.5).

9.3.4. Tracto digestivo, reservas endégenas, higado y pancreas

Como se ha indicado previamente, la descripcion del sistema digestivo
durante el desarrollo de la larva del lenguado senegalés ha sido publicado por
Sarasquete et al. (1996), Ribeiro et al. (1999) y Fehri-Bedoui et al. (2000). Los
principales cambios observados en el presente estudio durante el desarrollo del
sistema digestivo han sido similares a los descritos por estos autores, y por lo
tanto en este estudio se utilizan los datos de estos trabajos, que han sido
resumidos en forma de tabla (Tabla 9.2). Sin embargo, en estos estudios no se
describe el saco vitelino ni su evolucién. Por lo tanto, en este capitulo si que se
describira esta estructura y su evolucién durante la reabsorcién vitelina.

En el momento de la eclosiéon (Subestadio 1a), la larva del lenguado
senegalés muestra la estructura tipica de eleuteroembrién. La larva posee un
tracto digestivo formado por un tubo recto no abierto al exterior ni por la zona

orofaringea ni por la zonal anal y presenta un gran saco vitelino. Este saco
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vitelino estda formado por una masa central homogénea de vitelo y algunos
glébulos lipidicos dispersos a lo largo de la periferia del saco y se encuentra
rodeado por una membrana sincitial. Ocasionalmente también pueden
observarse grupos esféricos de células sincitiales en el interior del saco vitelino,
distanciadas del resto. En los subestadios 1b y 1c se observan largas proyecciones
de la membrana sincitial hacia el interior del vitelo. En el estadio 2, la mayor
parte del vitelo se ha reabsorbido y solo se observan, en las proximidades del
higado, algunos restos de vitelo y glébulos lipidicos rodeados de células

sincitiales dispersas.

9.3.5. Organos endocrinos

9.3.5.1. Islotes de Langerhans

En los estadios 1 y 2 se observa un unico islote de Langerhans poco
diferenciado y localizado entre un grupo de acinis pancreaticos situados detrds
de la vesicula biliar (Figura 9.6). En el estadio 3 el islote parece aumentar
notablemente su tamafo, produciéndose una diferenciacién morfoldgica de los
componentes titulares (células alfa y beta) y mostrando un aspecto muy similar
al que se observa en individuos juveniles (Figura 9.7). A partir del subestadio 4c
se desarrollan otros islotes mds pequefios repartidos entre las otras localizaciones

del pancreas exocrino (Figura 9.8).
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981

dph  Fehri-Bedoui et al. (2000) Ribeiro et al. (1999) Sarasquete et al. (1996)
0 Tracto digestivo recto, uniforme en Tracto digestivo recto, indiferenciado y formado Tracto digestivo
didmetro, indiferenciado y cerrado. por epitelio monoestratificado. indiferenciado. Estémago
Higado y pancreas presentes pero sélo como delimitado por epitelio
células indiferenciadas. ctbico.
1 En el tracto digestivo se diferencian dos porciones:
la anterior (epitelio escamoso) y la posterior
(epitelio columnar). Higado localizado en el lado
izquierdo de la larva. Péncreas localizado en la
parte posterior del higado y ocupa los dos lados de
la cavidad abdominal.
2 Eséfago delimitado por epitelio ctbico. Eséfago delimitado por epitelio ctibico. Estémago Eséfago diferenciado.
Estémago no completamente diferenciado. delimitado también por epitelio cibico y con una Apertura de la boca.
Tracto digestivo recto sin células mucosas ligera constriccién en la parte posterior (inicio del
intestino). Se observa una torsién en la tercera
porcioén del digestivo. Aparece una valvula que
divide la parte anterior y posterior del intestino,
ambas delimitadas por epitelio columnar. El
pancreas muestra un aumento en el ndimero de
acinis. Sélo se observa un unico islote de
Langerhans en el interior del pancreas exocrino.
3 Eséfago diferenciado con presencia de Se observan células mucosas en el eséfago. Higado
células mucosas. Estémago diferenciado. granular. Hepatocitos con morfologfa mas definida.
Higado y pancreas diferenciados. Se observan granulos de cimégeno en el interior del
pancreas.
4 Tracto digestivo diferenciado en dos partes. Se observa glucdgeno en el

higado y vacuolas lipidicas
en los enterocitos.
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dph Fehri-Bedoui et al. (2000)

Ribeiro et al. (1999) Sarasquete et al. (1996)

5 Células mucosas presentes en el intestino.

6

7

8

9 Musculos digestivos fuertemente
desarrollados. Migracién del ano hacia
delante.

12 Higado y pancreas bien diferenciados.
Estémago delimitado por epitelio prismatico.

13

15

18  Aparicién de las glandulas digestivas. Higado
similar al adulto.

27

Células mucosas presentes en la cavidad bucal.
Conductos pancredticos y biliares abiertos al
intestino anterior.

La cavidad bucal aumenta en tamaiio.

Aumentan las vesiculas en el citoplasma de las
células del higado.

Se observan proyecciones desde la epidermis a la
cavidad bucal.

Migracién del ano hacia delante. Reorganizacién de
la cavidad bucal y branquial.

Estémago aumenta en tamafio.

No se observan glandulas

digestivas en el estdmago.

Se desarrollan las gldndulas géstricas tubulares.

Tabla 9.2. Desarrollo del sistema digestivo basado en la bibliografia existente.
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Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

9.3.5.2. Glandula tiroides

No se observa desarrollo de foliculos tiroideos hasta que la larva alcanza
el estadio 3. En este estadio, pueden observarse de dos a cuatro foliculos
pequeios localizados alrededor de la aorta ventral. Estos foliculos estdn
formados por un epitelio ctibico simple que rodea un lumen que contiene un
material coloidal de aspecto hialino (Figura 9.9). A partir de este estadio
aumenta el numero de foliculos y la cantidad de coloide en el interior de los
mismos. En las larvas en estadio 5 se pueden contabilizar mas de treinta foliculos
tiroideos (Figura 9.10). En la Figura 9.42 se representa el aumento progresivo del

numero de foliculos y del drea total que ocupan.

9.3.5.3. Corpusculos de Stannius

Los corptsculos de Stannius no son evidenciables hasta que la larva
alcanza el subestadio 4c, momento en el que se observa un pequefio grupo de
células indiferenciadas en el area dorso-posterior del rifién. En el estadio 5 se
hace mads evidente la forma y organizacién de los corpusculos, que ya es similar

a los observados en individuos juveniles.

9.3.5.4. Tejido interrenal y células cromafines
El tejido interrenal — células cromafines se detecta por primera vez en
el subestadio 4a. Estan formados por grupos de células cuboidales, localizados en

el drea pronéfrica del rifién, generalmente tefiidos muy débilmente.
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Figura 9.42. Representacion del numero total de foliculos por larva y del drea total
ocupada por los foliculos en cada uno de los estadios en los que se observa el desarrollo

de la tiroides (media+SD, =240).
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El niimero de estas células va aumentando a lo largo del desarrollo, pero no se

observa ninguna distribucién especifica alrededor de las venas cardinales.

9.3.6. Rifién excretor

En el estadio 1 el rifidén excretor esta formado por un par de tubulos
pronéfricos primarios rectos y poco diferenciados. Se desarrollan en la zona
caudal, a partir de la mitad del cuerpo de la larva y se localizan junto al eje de la
notocorda.

En el estadio 2 los tubulos pronéfricos primarios estdn completamente
diferenciados y formados por un epitelio ctibico simple que delimita un espacio
interior, o luz tubular, de dimensiones reducidas. Estos dos tibulos se unen en la
region caudal para formar la vejiga urinaria, que se abre al exterior junto con la
porcion final del ano. La vejiga urinaria esta formada por epitelio cubico, mas
plano en su parte mas caudal, que delimita un lumen mucho mas amplio que el
de los tubulos pronéfricos. En la regién craneal, cada uno de los dos tibulos se
curva para formar una cdpsula de Bowman rudimentaria que engloba un
corpusculo renal no desarrollado. Se observa un espacio de Bowman de reducido
tamano (Figura 9.11).

En el estadio 3 se observa un amplio espacio de Bowman rodeado de un
epitelio plano formando la cdpsula de Bowman. La torsién de los tubulos
pronéfricos en la zona craneal aumenta, haciendo que su luz tubular sea mucho
mas amplia que en el estadio 2. La parte posterior, que ahora esta diferenciada
en conductos pronéfricos, continda siendo recta en su zona central pero se

observa el inicio de la torsion en la zona caudal.
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En el subestadio 4a aumenta la torsién de los tibulos pronéfricos tanto
en la zona craneal como en la regién caudal (Figura 9.12 y 9.13). En el
subestadio 4b se empiezan a desarrollar unos tdbulos mesonéfricos
rudimentarios apareciendo como pequeilas proyecciones de la region dorsal de
los conductos pronéfricos. En este estadio se observa la presencia de
acumulaciones minerales en la vejiga de algunos de los peces muestreados. En el
subestadio 4c se hacen evidentes los tibulos mesonéfricos y algunos corptsculos
renales rudimentarios (Figura 9.14).

En el estadio 5 se observa la completa formacién de las nefronas
mesonéfricas, aunque los corpisculos renales mesonéfricos contintan siendo de

menor tamafo que los corpusculos pronéfricos (Figura 9.15).

9.3.7. Organos linfoides

9.3.7.1. Tejido hematopoyético renal

Durante el estadio 1 se pueden observar algunas células indiferenciadas
alrededor de la masa mesodérmica y de los tibulos pronéfricos primarios.

En el estadio 2 se observan capilares sanguineos muy finos (sinusoides) y
células hematopoyéticas muy poco diferenciadas (Figura 9.11) entre los
conductos urinarios primordiales.

En el estadio 3 el numero de células hematopoyéticas aumenta y se
pueden observar grupos de estas células entre los sinusoides. El grado de
diferenciacién celular se mantiene bajo, aunque es posible observar algin

eritrocito maduro en el lumen de los sinusoides.
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En el subestadio 4a se observa un aumento del numero de eritrocitos
dentro de los vasos sanguineos renales asi como en el desarrollo del tejido
hematopoyético entre las convoluciones de los tibulos pronéfricos de la region
craneal (Figura 9.12). En el subestadio 4b es posible distinguir linfocitos
aparentemente maduros y granulocitos en los agregados hematopoyéticos, el
numero de estos agregados aumenta notablemente en la regién craneal y
alrededor de toda la longitud de los conductos pronéfricos. Asimismo, en el
subestadio 4c, los agregados de células hematopoyéticas mds desarrollados se
localizan en la region craneal.

En el estadio 5 la extensién de rifén ocupada por el tejido
hematopoyético aumenta, aunque no se detectan cambios adicionales en el

desarrollo de las estructuras y células que componen este tejido.

9.3.7.2. Bazo

El bazo se observa por primera vez en el estadio 2, localizado entre el
pancreas y la porcién anterior del intestino medio. Su morfologia en este estadio
es esférica y estd delimitado externamente por una membrana mesotelial fina.
La zona interna estd constituida por agregados de células hematopoyéticas poco
diferenciadas, entre las que se pueden observar algunos capilares sanguineos
(Figura 9.16).

En el estadio 3 las células hematopoyéticas, los capilares sanguineos y los
eritrocitos observables dentro de los vasos sanguineos aumentan en numero. El
bazo pierde la forma esférica y va adquiriendo una morfologia marcadamente

mas ovoide (Figura 9.17).
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En el subestadio 4a la presencia de capilares sanguineos (sinusoides
esplénicos) se hace mas evidente y empiezan a desarrollarse los elipsoides
esplénicos. En el subestadio 4b, la morfologia del bazo es claramente eliptica,
similar a la que presentan los individuos adultos. Se aprecia el inicio de la
formacién de tejido linfoide, que aparece en forma de areas difusas entre el
tejido hematopoyético (Figura 9.18). En el subestadio 4c, tanto los elipsoides
como los sinusoides esplénicos aumentan en talla y nimero. No se observan
cambios mayores en el desarrollo. Algunos elipsoides presentan la misma
estructura que la que se observa en individuos post-metamorficos.

En el estadio 5 la estructura principal del bazo se mantiene como en el
estadio anterior. El tejido hematopoyético se situa en las zonas externas,
mientras que los elipsoides esplénicos y el tejido linfoide se sitian en zonas mas

internas.

9.3.7.3. Timo

El timo se observa en el subestadio 4a como una masa eliptica de células
esféricas poco diferenciadas. Se localiza en el epitelio de la regiéon dorso-
posterior de la cavidad orofaringea, justo al lado de las capsulas éticas y frente a
la region craneal del rifién. En los siguientes subestadios el tamafio del timo
aumenta, y se pueden observar algunas células diferenciadas como, timocitos y
células reticulares (Figura 9.19). En el subestadio 4c y en el estadio 5, los
timocitos se localizan principalmente en la parte externa del timo, mientras que
las células hematopoyéticas, menos diferenciadas (aparentemente linfoblastos),
se observan en la parte interna del 6rgano. Ocasionalmente se pueden observar

algunas células granulares y células mieloides.
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9.3.8. Corazén y principales vasos sanguineos

9.3.8.1. Corazén

En el estadio 1 el corazén estd muy poco desarrollado. Se observa justo
debajo del drea cefilica, con una morfologia tubular que se abre a la zona del
saco vitelino. En este estadio estd formado solamente por una membrana
endocardial interna y una miocardial externa. No se observa segmentacién
(Figura 9.20).

En el estadio 2 el corazoén se localiza en el interior de la cavidad cardiaca,
ya que el septo transverso ya se ha formado. Se pueden observar cuatro
segmentos bien diferenciados debido a las constricciones presentes entre ellos:
seno venoso, atrio, ventriculo y bulbo arterioso. Se observan las venas cardinales
primordiales, que van a desembocar en el atrio. El seno venoso estd delimitado
por una capa endotelial delgada, el endocardio, sin presencia de células
miocdrdicas en sus paredes. El endocardio también se observa en el atrio, pero
en este caso, el atrio presenta una capa de células miocardicas. En este estadio
aun no se ha desarrollado la valvula seno-atrial, pero si se observa una valvula
atrio-ventricular poco desarrollada. La cdmara cardiaca mas desarrollada es el
ventriculo, mientras que el bulbo arterioso estd formado por un grupo esférico
de células indiferenciadas que engloban ya a una pequefia cavidad. El
ventriculo esta formado por una membrana endotelial, similar a la descrita para
el seno venoso y el atrio, y de dos a tres capas de células miocardicas (Figura
9.21).

En el estadio 3 el atrio y el ventriculo estan claramente separados por la

valvula atrio-ventricular, mientras que la valvula seno-atrial empieza a
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desarrollarse en este estadio. En el ventriculo aparecen las trabéculas como
proyecciones de células miocdrdicas, rodeadas completamente por tejido
endocdrdico. En la zona exterior del bulbo aparece tejido conjuntivo eldstico. En
este estadio, el nimero de eritrocitos maduros presentes en su interior va
aumentando (Figura 9.22).

En el subestadio 4a se hace evidente la conexién entre la vena hepdtica y
el seno venoso, ahora claramente separado del atrio por la valvula seno-atrial.
En este estadio la valvula bulbo-ventricular también se hace evidente. El lumen
del bulbo arterioso ahora esta delimitado por dos capas de tejido: endocardio y
tejido conjuntivo elastico, que en la zona distal se transforman en la pared de la
aorta ventral (Figura 9.23). En el subestadio 4b se desarrolla completamente la
valvula seno-atrial que separa el seno venoso del atrio. En este estadio las
trabéculas empiezan a aparecer también en el atrio, mientras que en el
ventriculo estas ya han proliferado extensamente. La valvula atrio-ventricular
tiene la misma apariencia que la de los peces post-metamorficos. En el lumen de
todos los segmentos del corazén se pueden observar eritrocitos maduros (Figura
9.24 y 9.25). En el subestadio 4c las trabéculas del atrio han proliferado en
numero, aunque mantienen un menor desarrollo comparado con las que se
observan en el ventriculo.

En el estadio 5, la estructura del corazon es la misma que la que se
observa en individuos juveniles, el cambio observado es tinicamente debido al
tamafo de las estructuras, sin observarse nuevos cambios en las proporciones

(Figura 9.26).

195



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

9.3.8.2. Principales vasos sanguineos

En el estadio 2, la aorta ventral se observa como un capilar rudimentario
que conecta el bulbo arterioso con las branquias incipientes. La estructura se
mantiene con una morfologia similar durante el estadio 3. En el subestadio 4a,
se observan en la zona caudal de dos a tres capas de fibras aparentemente
elasticas, similares a las que se observan en el bulbo arterioso. Mas tarde, en el
estadio 5, estas fibras ya se extienden a lo largo de toda la longitud de la arteria
aorta. Las venas cardinales, la vena caudal y otras venas y estructuras arteriales
mantienen una estructura capilar, formada inicamente por una capa epitelial a

lo largo de todo el desarrollo de la larva.

9.3.9. Vejiga natatoria

La formacién de la vejiga natatoria empieza en el subestadio 1c. La vejiga
natatoria primordial se diferencia a partir de la pared dorsal del intestino medio
y esta formada por una tnica capa de células cubicas (Figura 9.27).

En el estadio 2 la vejiga natatoria se compone de una cdmara de gas, una
glandula de gas rudimentaria y un conducto neumadtico que conecta la cdmara
de gas con la zona anterior del digestivo (Figura 9.28). La camara de gas estd
formada por dos capas de epitelio cubico simple, mientras que una masa de
células indiferenciadas, localizadas en la parte posterior de la camara formara la
rete mirabile. Aunque en este estadio es posible observar un pequefio lumen en
el interior de la cdmara de gas, no es hasta el estadio 3 cuando la cdmara
aumenta de tamafio significativamente.

En el estadio 3 se puede observar macroscépicamente una burbuja de gas

en el interior de la larva. La glandula de gas aumenta su tamaiio, el conducto
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neumadtico aun esta presente y se puede observar una pequeia rete mirabile en
la regién ventro-caudal de la vejiga natatoria. Debido a la presién que contiene
la glandula de gas, el tejido conjuntivo que rodea a la vejiga natatoria se ha
compactado (Figura 9.29).

La camara de gas alcanza su mayor tamafio durante el subestadio 4a. A
partir de este estadio la camara de gas disminuye su tamafio a medida que las
estructuras de la vejiga natatoria involucionan. En el subestadio 4b la burbuja de
gas ya no se percibe macroscépicamente y la vejiga natatoria empieza el proceso
de involucioén (Figura 9.30).

En el estadio 5, la mayoria de las estructuras de la vejiga natatoria

aparecen colapsadas y claramente degeneradas (Figura 9.31).

9.3.10. Encéfalo y 6rganos de los sentidos

9.3.10.1. Encéfalo

En el momento de la eclosién el sistema nervioso de la larva esta
compuesto por el encéfalo y la médula espinal. En un primer momento el
encéfalo estd compuesto por dos lébulos, el anterior, de forma mas redondeada y
el posterior, de forma mas alargada y que conecta con la médula espinal. Por
debajo de esta médula espinal se localiza la notocorda, y ambos se acompafian
por toda la longitud del eje axial de la larva. A medida que progresa el estadio 1,
se observa la diferenciacién del 16bulo anterior, compuesto por los dos l6bulos
opticos (el mesencéfalo) y una masa medial (el diencéfalo), bajo la que se
observa la hipdfisis. El lobulo posterior da lugar a la médula oblonga o

mielencéfalo. En este estadio es posible observar la diferenciacion entre la zona

197



Requerimientos nutricionales en dcidos grasos esenciales y organogénesis de la larva del lenguado senegalés

de materia gris, donde se encuentran los cuerpos de las neuronas, y la de materia
blanca, donde se localizan las terminaciones nerviosas. Recubriendo todas estas
zonas del encéfalo y de la médula se observa una fina capa de células de
morfologia alargada y con muy poco grosor que parece corresponder a una capa
meningea.

En el estadio 2 las células meningeas son mucho mads evidentes debido a
la aparicién de melanocitos que presentan grandes extensiones citoplasmadticas y
que se asocian intimamente a la capa de células meningeas. Se diferencian, en la
parte anterior del hemisferio cerebral, los dos l6bulos olfativos, que forman el
telencéfalo. En el diencéfalo se diferencian el epitdlamo y el hipotdlamo. En el
epitalamo se puede observar el desarrollo de los ganglios habenulares y de la
glandula pineal, formada por un tallo y una vesicula, mientras que el hipotdlamo
aparece dividido en el seno infundibular y el seno lateral o saccus vasculosus. El
mesencéfalo queda localizado en la zona superior del diencéfalo, con sus dos
l6bulos 6pticos mucho mas desarrollados que en el estadio anterior y en el que
se puede observar el desarrollo diferencial de una zona dorsal que se
corresponde al tectum opticum y una pequefla protuberancia en la zona
posterior, que se corresponde al cerebelo. También se observa la formacién de
las céapsulas éticas a cada lado del mielencéfalo. En este estadio el tectum
opticum, el mielencéfalo y el telencéfalo, estan formados por diversas capas
estratificadas. En el estrato externo se diferencian tres capas de neuroblastos, el
estrato medio estd formado por varias capas de neuroblastos compactos y el
estrato interno es la capa mas ancha en la que los neuroblastos presentes estan

muy dispersos.
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En el estadio 3, la estructura del sistema nervioso estd mucho mads
desarrollada y se observa un aumento en el contenido de materia blanca. En este
estadio, los 16bulos olfativos y los ganglios habenulares estdn mas diferenciados.
En el cerebelo o metencéfalo se diferencia el corpus cerebelli, compuesto por un
cuello en el que se localizan las fibras nerviosas y una cabeza, en las que hay mas
cantidad de neuroblastos (Figura 9.32 y 9.33).

En el subestadio 4a se forman las fosas olfativas dentro de los 1ébulos
olfativos. En el tectum optico se aprecia la formacién de nuevos estratos debido
a un aumento de la cantidad de materia blanca. La capa exterior es delgada y en
ella se observan pocos neuroblastos dispersos, la capa media es de mayor
tamafo, se puede denominar estrato fibroso y estd ocupada por la materia
blanca, la capa mads interna es el estrato periventricular y en él se encuentran los
neuroblastos. Debajo del tectum opticum se forma, delimitado por una capa de
células ependimales, el tercer ventriculo. En el corpus cerebelli se pueden
diferenciar dos estratos, uno externo o corteza, formado por neuroblastos con
poca separacién entre si y uno interno o médula, donde los neuroblastos se
encuentran mas dispersos. También en este estadio se observa la formacién de la
véalvula cerebelli, localizada en la base del cuello del corpus cerebelli (Figura
9.34).

En el subestadio 4b se empieza a observar el desarrollo de las estructuras
vasculares (capilares) en los que se observa la existencia de eritrocitos maduros
en su interior. Las primeras neuronas aparentemente maduras aparecen en la
zona limite entre la materia blanca y gris (Figura 9.35). En este estadio, las fosas
olfativas estan totalmente formadas ya que la evaginacion de los bulbos olfativos

ha permitido el contacto de la cavidad interna con el exterior. La capa de células
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ependimales se hace mds evidente en este estadio debido a que sus extensiones
citoplasmaticas rellenan el tercer ventriculo. La corteza del corpus cerebelli
recubre todo el cerebelo.

En el subestadio 4c prosigue la vascularizacion del cerebro. Las fosas
olfativas aparecen conectadas entre ellas por su zona mas interna. Aparece el
l6bulo medio en la zona superior del saccus vasculosus. La corteza del corpus
cerebelli aumenta su grosor debido al aumento en el nimero de fibras nerviosas,
entre ellas es posible distinguir algunas células de Purkinje.

En el estadio 5 las estructuras del sistema nervioso en general muestran
un desarrollo importante. Las neuronas maduras aparecen ya dispersas por todo
el sistema nervioso central y el numero de fibras nerviosas aumenta
notablemente en la corteza del corpus cerebelli, formando la capa molecular.
Ahora la médula estd formada por neuroblastos con poca separacién entre ellos,
en lo que se denomina capa granular principal. Las células de Purkinje se

localizan en el limite entre la capa molecular y la granular.

9.3.10.2. Neuromastos

Los neuromastos libres se observan por primera vez ya en el momento de
la eclosion de la larva, localizados en la capa epidérmica, especialmente en la
region cefélica (Figura 9.37). Durante los estadios posteriores y hasta el estadio
5, los neuromastos libres siguen estando presentes en la epidermis de la larva.
No se ha podido realizar una determinacién cuantitativa del numero de
neuromastos libres desde las secciones histoldgicas, pero parece que su nimero
se mantiene constante durante el desarrollo larvario. Aunque los neuromastos se

han observado en todo el cuerpo de la larva, no ha sido posible realizar un
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estudio del desarrollo de la linea lateral debido a la metodologia usada (cortes

longitudinales).

9.3.10.3. Epitelio olfativo

En el momento de la eclosién se observan dos placas olfativas entre los
ojos y el area bucal. Estdn compuestas por células sensoriales prismaticas que
muestran un elevado nimero de cilios. Estas placas olfativas son externas desde
la eclosiéon hasta el estadio 3, cuando empiezan a invaginarse en la placa
etmoides para formar la cdpsula nasal (Figura 9.36). En el subestadio 4b las
células sensoriales olfativas se agrupan en una cavidad interna rodeada de fibras

elasticas. Desde este estadio hasta el estadio 5, no se observan mds cambios.

9.3.10.4. Vesiculas 6ticas

En el estadio 1 se observan los esbozos de los canales semicirculares de
las vesiculas dticas. En el estadio 2 se diferencian las maculas sensoriales y unos
otolitos rudimentarios. De este estadio en adelante el tamafio de las cdpsulas
Oticas aumenta, asi como el tamafio de las maculas sensoriales y los otolitos, pero

la estructura general se mantiene igual.

9.3.10.5. Ojos

En el estadio 1 la estructura de los ojos estd poco desarrollada. El globo
ocular y los esbozos de las lentes estan claramente formados, pero las células que
los componen aun estdn poco organizadas. Se observa el esbozo de la cimara
ocular y de la cornea. La estructura de la retina en capas se puede distinguir

desde el subestadio 1b (Figura 9.38) y aparece mucho mas diferenciado que el
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resto de estructuras oculares. Empezando desde el exterior hacia el interior, las
capas que se observan son:

— Capa de células poco diferenciadas con aspecto fibroblastico.

— Capa de células del epitelio pigmentario y células fotorreceptoras. Las
células del epitelio pigmentario y el citoplasma de los fotorreceptores
estan intercalados. En este estadio el ojo aun no estd pigmentado debido
a la ausencia de melanina en el epitelio pigmentario.

— Capa nuclear externa formada por los nucleos de las células
fotorreceptoras.

— Capa plexiforme externa formada por una banda delgada de coloracion
homogénea.

— Capa nuclear interna compuesta por tres tipos celulares. Una unica fila
de células horizontales con morfologia plana. Una zona intermedia
compuesta de células bipolares de pequefio tamafio. Una zona interna de
células amacrinas de mayor tamafio con un nucleo de coloracién clara y
muy poco citoplasma.

— Capa plexiforme interna formada por una banda ancha de coloracion
homogénea.

— Capa ganglionar formada por células redondas de gran tamaifio.

— El cristalino, formado por capas concéntricas de material hialino.

— La cdrnea, formada por una capa de epitelio que protege al cristalino y
que esta en contacto con el medio externo.

En el estadio 2, la conformacién del ojo es similar a la descrita en el

estadio 1, aunque se pueden observar los siguientes cambios en las capas:
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— En la capa coroidea se distingue la disposicién doble de los fibroblastos.

La parte exterior forma la coroides y la interior la esclerética.

— En el interior de las células del epitelio pigmentario se observa la
acumulacién de granulos de melanina.
— En la capa plexiforme externa aparece una monocapa de células ctbicas.
— En la capa nuclear interna se observa una disminucién de la densidad
celular y por tanto la aparicién del espacio intercelular.
— Dentro de la capa plexiforme interna y entre las células de la capa
ganglionar aparecen gran cantidad de fibras nerviosas.
En este estadio se observa el inicio del proceso falciforme, por el que el epitelio
pigmentario forma un pliegue alrededor del cristalino y da lugar al iris. Desde la
capa de fibroblastos que estd en contacto con la zona interior de la coroides,
emerge una capa de epitelio protector.

En el estadio 3 los granulos de melanina se distribuyen por todo el
citoplasma de las células del epitelio pigmentario y alrededor del cristalino
aparece una capa de fibras nerviosas (Figura 9.39).

En el subestadio 4a la cérnea aparece rodeada por una capa externa de
epitelio, similar a la capa epitelial que recubre toda la superficie del cuerpo de la
larva. En la zona interna a esta capa y en contacto con la superficie del cristalino
se observa una capa de fibroblastos, la misma que puede observarse rodeando a
todo el ojo (coroides). En la zona donde la superficie del ojo estd en contacto con
el medio externo, entre la capa de epitelio y de fibroblastos, se observan fibras
de colageno laxas y condroblastos (Figura 9.40). En los subestadios 4b y 4c es
posible diferenciar la presencia de la matriz extracelular de los condroblastos y

las estructuras musculares responsables del movimiento del ojo. Las capas de la
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retina que se observan en estos estadios de desarrollo son las mismas que las
observadas en individuos juveniles.

En el estadio 5 las caracteristicas de desarrollo histolégico de los ojos son
similares a las del estadio anterior, con pequeflos cambios principalmente

debidos al crecimiento del pez.

9.4. Discusién

El lenguado senegalés se desarrolla a partir de un huevo pequefio, 0,933-
1,027 mm de diametro (Dinis, 1992), por lo tanto en el momento de la eclosion
presentara un desarrollo incompleto de los tejidos, drganos y sistemas, desarrollo
que se ird completando de manera gradual y continua a lo largo de la fase
larvaria y de la metamorfosis, a fin de adquirir el que sera su fenotipo definitivo
de juvenil/adulto. Con el fin de facilitar la descripcién del desarrollo de las
estructuras y la funcionalidad de los diversos 6rganos en el lenguado senegalés,
se establecieron unas etapas de desarrollo marcadas por los cambios
morfolégicos mas significativos, de una manera similar a lo que ya se ha hecho
para otras especies de peces planos (Minami, 1982; Al-Maghazachi y Gibson,
1984; Segner et al., 1995). Los distintos estadios de desarrollo se establecieron de
acuerdo a ciertas caracteristicas externas generales, como puede ser la migracion
del ojo o la torsién de la notocorda, afiadiendo ademads otros criterios como el
desarrollo de los radios de las aletas y la pigmentacién del cuerpo y de los ojos,

para de este modo facilitar la clasificacion.
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La clasificacién en estadios de desarrollo es un método mas adecuado
para caracterizar el desarrollo larvario, en comparacién con otros criterios
utilizados frecuentemente, como pueden ser dias desde la eclosién, grados-dia
desde la eclosidn, la longitud o el peso de la larva, ya que el estadio de desarrollo
es independiente de parametros como las condiciones de cultivo, la
alimentacién o la temperatura del agua utilizada en cada instalacion. En este
trabajo se ha observado que la dispersién de los distintos estadios de desarrollo
para un mismo dia de muestreo aument6 en paralelo a la edad de la larva. Este
fenémeno, que ya ha sido descrito como habitual en las larvas de peces, es
especialmente evidente en los peces planos (Fukuhara, 1986). También hay que
destacar de esta experiencia, que el intervalo en el tiempo de eclosién fue mayor
de lo esperable y en consecuencia, es probable que esta mayor dispersion inicial
afectase posteriormente a la amplia dispersién de estadios de desarrollo
observada a medida que las larvas iban desarrollandose.

Los patrones de desarrollo observados en las larvas del lenguado
senegalés son similares a los descritos para otras especies de peces planos (Al-
Maghazachi y Gibson, 1984; Fukuhara, 1986, 1988). Generalmente las diferentes
pautas de desarrollo observadas en larvas de peces marinos se deben a factores
como el tamafio del huevo, la composicién del vitelo, el periodo de incubacién y
al grado de funcionalidad de los 6rganos y sistemas en el momento de la eclosion
(Falk-Petersen, 2005), por lo tanto, especies con afinidades en estos factores
tenderan a seguir patrones de desarrollo similares. El llamado estadio
lecitotréfico, en el lenguado senegalés es relativamente corto, de
aproximadamente 60 °dia, tal y como corresponde a las larvas que se desarrollan

a partir de huevos pequeiios. El inicio de la alimentacién ex6gena tiene lugar en
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el subestadio 1c, justo antes de la completa reabsorcion del vitelo que se observa
en el estadio 2. Este periodo de transicién es muy corto comparado con otras
especies (Falk-Petersen, 2005). Sin embargo, aunque los patrones generales de
desarrollo parecen similares a los de la mayoria de larvas de peces marinos que
ya se han descrito, en el lenguado senegalés se aprecian algunas diferencias
ontogénicas que probablemente pueden tener algin tipo de relacién con el
ambiente en el que habitan los individuos adultos y salvajes, principalmente
esteros de aguas templadas donde puede haber cambios bruscos en la salinidad, y
de su comportamiento claramente nocturno, benténico y omnivoro.

Después de la eclosion, las larvas de lenguado senegalés, al igual que
ocurre con otras larvas provinentes de huevos pequefios, presentan
mayoritariamente natacién pasiva con contracciones ocasionales que les
permiten nadar, pero durante la mayor parte del tiempo se mantienen flotando
en la columna de agua. En esta fase del desarrollo la epidermis es practicamente
el inico componente de la piel, ya que la dermis estd ausente y solamente se
observa un gran espacio subdérmico. Este espacio subdérmico parece que estd
relacionado con la flotabilidad neutra del eleuteroembrién y la larva dentro de
la columna de agua, cuando aun no tienen desarrolladas completamente las
capacidades locomotoras (desarrollo de las aletas definitivas) y la vejiga natatoria
estd en una fase muy inicial del desarrollo.

La piel de las larvas de los peces teledsteos se ha descrito como una
estructura que ofrece proteccién, asi como una estructura con importante
funciéon osmoreguladora, de intercambio de gases y sensorial (Roberts et al.,
1973; Hiroi et al., 1998). En este estudio se ha observado la presencia de células

cisticas, también llamadas saculares o sacciformes, que aparecen solamente
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durante los primeros estadios de desarrollo y que desaparecen posteriormente,
siendo sustituidas por células mucosas. Las células cisticas son caracteristicas de
larvas premetamorficas y han sido descritas en detalle en la larva de A
hippoglossus (Ottesen y Olafsen, 1997). Estos autores indican que
probablemente el papel principal de estas células sea la produccion de ciertas
sustancias repelentes durante los estadios tempranos de desarrollo, cuando la
barrera epitelial de la piel auin es débil. La desaparicion de las células cisticas, y
por tanto la desaparicién de las funciones beneficiosas de sus secreciones, se
suple con la aparicién de las secreciones de las células mucosas y con el aumento
del grosor de la epidermis en las larvas metamdrficas y postmetamorficas. .

Las larvas de especies marinas son hiposmoticas comparadas con el
ambiente en el que viven, por tanto su organismo tiende a sufrir perdidas de
agua e incorporacion de sales (Guggino 1980a, 1980b; Kaneko et al., 1995; Finn
et al.,, 2002). En peces teledsteos, las células encargadas de mantener el
equilibrio osmoético entre el organismo y el ambiente son las células cloruro,
ricas en mitocondrias y en bombas sodio-potasio (Jiirs y Bastrop, 1995; Evans et
al., 1999). En este estudio se detectd la presencia de células cloruro distribuidas
por toda la superficie corporal desde el momento de la eclosién, mas tarde se
concentraron en la zona cefélica y por ultimo desaparecieron casi por completo
para concentrarse exclusivamente en las branquias. Esta variabilidad en
densidad y localizacién de las células cloruro a lo largo del desarrollo ha sido
descrita en varias especies de peces teledsteos (Hiroi et al., 1998; Varsamos et al.,
2002), aunque la sincronizacién difiere entre ellas (Rombough, 2004).
Generalmente primero aumentan en numero hasta un cierto umbral y después

decrecen, su desaparicion de la piel se acompaiia de su aparicién en branquias.
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Por lo tanto, parece ser que este umbral de inflexion estd relacionado con el
desarrollo de estas estructuras branquiales (Rombough, 2004). Asi, la piel serd el
6rgano encargado de la osmorregulacién en los estadios tempranos de desarrollo
(Wales y Tytler, 1996; Hiroi et al., 1998) pero a medida que las branquias van
desarrollandose la desplazaran de sus funciones.

Las branquias del lenguado senegalés en el momento de la eclosién no
son funcionales, lo que implica que el intercambio de gases se ha de realizar
mediante un érgano no especializado. La piel es el 6rgano encargado de asumir
este intercambio debido a que el pequefio tamafio de la larva produce un
coeficiente superficie/volumen que permite una difusiéon de oxigeno hacia el
interior superior a la demanda metabdlica (Rombough, 2004). Otro factor que
favorece este intercambio es un epitelio epidérmico poco desarrollado, por lo
que la difusion de gases encuentra pocos obstaculos (Rombough, 2004), a lo que
en el caso de la larva del lenguado senegalés hay que sumar la practica ausencia
de dermis. No obstante, hay que considerar que el intercambio no es tan elevado
como cabria esperar, debido principalmente a la resistencia que ofrece el espacio
subdérmico (Rombough, 2004). A medida que la larva se desarrolla, las
demandas metabdlicas crecen mas rapido que la superficie de intercambio, por
lo que la piel debe ir perdiendo gradualmente su funcién en el intercambio de
gases para que se de la transiciéon de la respiraciéon cutdnea a branquial, el
momento de la transicién depende de la especie (Rombough, 2004), en el caso
del lenguado senegalés esta transicién se inicia en el estadio 3, cuando empiezan
a observarse las primeras laminillas branquiales emergentes.

Después de la metamorfosis, la piel se diferencia en las estructuras

juveniles definitivas. En la mayoria de las especies de peces planos cultivadas,
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como pueden ser H. hippoglossus (Campinho et al., 2006), Pseudopleuronectes
americanus (Murray et al., 2003) o P. platessa (Roberts et al., 1973), la
metamorfosis también esta asociada a cambios en la piel, de modo que la
epidermis delgada de las larvas recién eclosionadas se transforma, en larvas
postmetamorficas, en una piel mas compleja, compuesta de epidermis, dermis e
hipodermis. En el caso del lenguado senegalés no se observaron estos cambios en
la piel, ya que en los individuos postmetamorficos la dermis siguié formada
solamente por algunos fibroblastos, sin presentar una estructura tan organizada
como en las otras especies. Tras el final de la metamorfosis tampoco se observé
la formacién de escamas, posiblemente debido al escaso desarrollo de las
estructuras dérmicas. Aunque la formacién de escamas es un criterio usado para
indicar el inicio del periodo juvenil (Neuman y Able, 2002), la ausencia de
escamas tras la metamorfosis ya ha sido observada en otras especies de peces
planos (Able y Lamonaca, 2006). Youson (1988), indic6 que la metamorfosis esta
claramente relacionada con los cambios morfoldgicos, fisiolégicos y de
comportamiento, incluyendo los mecanismos de alimentacién y digestién, de tal
manera que el fin de la metamorfosis puede determinarse en funcién del
momento en que el pez es capaz de reanudar, comenzar o alterar el tipo de
alimentacién, y no por la adquisicién de una serie de caracteres externos, que no
son evidencia suficiente. Por lo tanto, en el caso del lenguado senegalés, la
aparicién de las escamas no indicaria el final de la metamorfosis que tampoco
guardaria relacién con el inicio del periodo juvenil.

Las branquias de los peces adultos son un érgano multifuncional donde se
da el intercambio de gases (Jones y Randall, 1978), la osmorregulacién (Evans et

al., 1999) y la excrecién del nitrégeno residual (Randall et al., 1999). A medida
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que la larva va creciendo y desarrollandose, las funciones de intercambio de
gases y osmorregulacién se van transfiriendo desde la piel a las branquias, esta
transferencia va teniendo lugar a medida que las branquias van adquiriendo sus
caracteristicas definitivas (Rombough, 2004). Su desarrollo, en el lenguado
senegalés es similar al de otras larvas de peces marinos (Pittman et al., 1990;
Segner et al., 1994, 1995; Hiroi et al., 1998; Schreiber y Speaker, 1999). La
observacién de que hasta el subestadio 4a las estructuras branquiales del
lenguado senegalés no aparecen completamente formadas, confirman que estas
estructuras no tienen un papel relevante en la respiracién durante los primeros
estadios. Probablemente, el desarrollo de las laminillas respiratorias en el
subestadio 4a pueda corresponder a un periodo importante del crecimiento de la
larva y por tanto a la necesidad de esta de aumentar su eficiencia respiratoria.
De todas maneras, comparado con otras especies de peces planos, el desarrollo
de las branquias del lenguado senegalés es ligeramente mas rapido (Pittman et
al., 1990; Segner et al., 1994), lo que puede también asociarse a la mayor rapidez
de crecimiento. El intercambio de gases se da en las laminillas, en cambio el
intercambio idnico se da a través de las células cloruro que se encuentran en
mayor numero en los filamentos branquiales (Rombough, 2004). Asi, las
branquias del lenguado senegalés primero adquiririn su capacidad para
intercambiar iones y después para el intercambio de gases, ya que en ellas se
observa la presencia de células cloruro antes de la completa formacion de las
laminillas, este hecho también ha sido demostrado en otras especies de peces
marinos (Li et al., 1995; Hiroi et al 1998; Varsamos et al., 2002). El aumento
paulatino de la presencia, en las branquias del lenguado senegalés, de células

cloruro estd relacionado con la adquisicién por parte del juvenil de la
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caracteristica eurihalina, ya que estas células secretaran activamente las sales y
los peces podrdn mantenerse en ambientes altamente salinos.

Comparado con el resto de arcos branquiales, la pseudobranquia parece
que completa su desarrollo y es funcional en el subestadio 4b. Teniendo en
cuenta que se postula que su funcién principal es la de proveer de sangre
oxigenada a estructuras oculares, como la rete de la coroides y a la retina (Waser
y Heisler, 2004), parece que el desarrollo de la pseudobranquia acompaiia, en el
caso del lenguado senegalés, al desarrollo de las estructuras oculares.

Junto a la cavidad branquial y alrededor de la aorta ventral de las larvas
del lenguado senegalés se observa la aparicién, en el estadio 3, de un unico
foliculo tiroideo. Hasta el estadio 5 se distingue un progresivo aumento en el
numero de foliculos y en el contenido de coloide. La funcién principal de la
glandula tiroides es la produccién y secrecidén de las dos hormonas tiroideas,
triiodotironina y tetraiodotironina. Las funciones de estas hormonas en la
organogénesis y en la metamorfosis estdn bien establecidas, en el caso concreto
de los peces planos son de gran importancia en la adquisiciéon del
comportamiento benténico (Inui et al., 1985; Miwa y Inui, 1987; Miwa et al,
1988; Schreiber y Specker, 1998). En este trabajo también se evidencia la
importancia de estas hormonas en la regulacién de la metamorfosis, ya que en el
estadio posterior a la aparicién del primer foliculo las larvas del lenguado
senegalés inician la migracién del ojo izquierdo, a partir de ese momento el
numero de foliculos y su tamafio aumentan en paralelo a la evolucién de la
metamorfosis y al desarrollo de los distintos 6rganos y sistemas. Se han obtenido
resultados similares a los de este trabajo para otras especies de peces planos

(Tanaka et al., 1995; Padroés y Crespo, 1996) y concretamente también para el
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lenguado senegalés (Ortiz Delgado et al., 2006). Otras funciones en las que
también intervienen las hormonas tiroideas son la conducta migratoria, la
actividad del sistema nervioso central, la adaptacidn estacional, la tolerancia a
los cambios de temperatura, la respiraciéon y la osmorregulaciéon (Sage, 1973;
Honma et al, 1977; Schreck y Scanlon, 1977), funciones requeridas no solo para
llevar a cabo la metamorfosis y el desarrollo de los distintos 6rganos, sino
también para poder adaptarse a cambios en el ambiente. Esta adaptacion a los
cambios ambientales permitira a las larvas del lenguado senegalés trasladarse
desde el ambiente marino, relativamente estable, a los estuarios, donde las
temperaturas, las salinidades y los niveles de oxigeno disueltos en el agua
pueden sufrir grandes fluctuaciones y situarse en niveles extremos.
Generalmente, las diferencias en las caracteristicas del habitat llevan a
los peces a soportar diferentes niveles de estrés fisioldgico (Mandon, 2002). En el
caso del lenguado senegalés, en el momento que emprende el desplazamiento
desde el ambiente marino al ambiente estudrico, estd preparado para adaptar sus
funciones vitales al nuevo habitat, por lo tanto, el estrés al que se vera sometido
serd minimo. El tejido interrenal, que es apreciable histolégicamente desde el
subestadio 4a, es el responsable de la sintesis de cortisol, hormona que junto con
la prolactina son los factores endocrinos mds importantes en el control de las
bombas sodio-potasio presentes en las células cloruro (McCormick, 1995; Young
et al., 1995; Evans, 2002), a su vez, el cortisol provoca un aumento en el nimero
de estas células (Richman y Zaugg, 1987; McCormick, 1990), aumento que en el
lenguado senegalés se observa en branquias a partir del subestadio 4a. De este
modo, la presencia del tejido interrenal asegura la presencia de cortisol, que

interviene en el control de los procesos osmoregulatorios (Richman y Zaugg,
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1987) y permite una mayor adaptabilidad a los cambios en la salinidad
ambiental. Las células cromafines, se observan a partir del subestadio 4a
mezcladas con el tejido interrenal y alrededor de la vena cardinal, son
responsables de la sintesis, almacenamiento y rapida liberalizacién de las
catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, como respuesta a situaciones que
inducen a algun tipo de estrés agudo (Pickering, 1993). Por lo tanto, la presencia
de estas células puede indicar que estas larvas ya son capaces de hacer frente a
las situaciones de estrés y adaptabilidad al entorno.

Ya se ha visto que son muchas las hormonas que interactian para iniciar
y completar la metamorfosis (tiroideas, prolactina, cortisol) (Inui et al., 1994). La
insulina, aunque no se encuentre dentro de este grupo, se ha demostrado que es
un promotor del crecimiento debido a su actividad anabdlica (Plisetskaya et al,
1984; Mommsen y Plisetskaya, 1991) y por lo tanto serd necesaria en las
primeras etapas del desarrollo para que la larva pueda conseguir el maximo
crecimiento posible. El islote de Langerhans es el responsable de la produccién
de insulina, por lo tanto ha de ser funcional antes de la completa reabsorcién del
vitelo, ya que juega un papel importante en el metabolismo del glucégeno y en
las actividades del pancreas exocrino durante la primera alimentacién (Tanaka
et al., 2005). En el lenguado senegalés se detecta un unico islote de Langerhans
ya desde el estadio 1, circunstancia que también se observa en larvas de G
morhua recién eclosionadas (Falk-Petersen, 2005).

Entre todos los érganos y sistemas del lenguado senegalés descritos hasta
la fecha, el desarrollo del sistema digestivo ha recibido una atencién preferente
(Sarasquete et al., 1996; Ribeiro et al., 1999; Arellano et al., 1999, 2001a, 2001b,

2002; Martinez et al., 2004), probablemente debido a que para el disefio de
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dietas de transicion a alimento inerte y de crecimiento adecuadas es necesario
de un conocimiento apropiado del desarrollo del digestivo, asi como de la
evolucion en la capacidad de produccién de enzimas (Hamlin et al., 2000). En
los trabajos anteriormente citados, se describe de forma detallada el desarrollo
del trato digestivo de las larvas en estadios posteriores a la reabsorcién del vitelo,
pero no se describen las estructuras vitelinas ni su evolucién, por lo que se ha
considerado adecuado incluir esta descripcién en el presente trabajo, asi como
algunos elementos del desarrollo de la cavidad orobranquial, y de este modo
completar la descripcién del desarrollo del sistema digestivo. En este trabajo se
ha observado la existencia de un saco vitelino monocameral. En esta estructura,
los glébulos lipidicos se encuentran libres en medio de la masa vitelina y en
muchos casos no parece que contacten con la superficie del sincitio. Es posible
que esta disposicién de los globulos pueda limitar el acceso de la larva a los
lipidos que contienen hasta casi el final del periodo lecitotrdfico, cuando el
vitelo ha sido significativamente reabsorbido y el sincitio puede acceder a estos
lipidos. Esta aparente limitacién de la disponibilidad de los lipidos del vitelo
podria entenderse desde el punto de vista de una priorizacion en la utilizacion
de las reservas proteicas para el crecimiento somdtico, aunque no parece
responder a las necesidades del rdpido desarrollo de estructuras como los ojos,
en los que el desarrollo de membranas, especialmente de la retina, requeriria a
priori de un adecuado aporte de lipidos. En todo caso, la rapida utilizacion de las
reservas vitelinas por parte de las larvas de lenguado senegalés, hace que el
periodo hasta que los glébulos lipidicos son accesibles al sincitio sea realmente

muy corto.

214



Estudio morfoldgico e histoldgico del desarrollo larvario del lenguado senegalés

En este estudio se observo el desarrollo de los barbillones en los estadios
que acompafan al cambio de vida peldgica a benténica y por lo tanto, se
desarrollarian de forma sincrénica al cambio de alimentacién. Los barbillones
son estructuras dérmicas que utilizan los peces de vida bentdnica para empujar
el sustrato durante la alimentacién y asi poder encontrar alimento enterrado
(Lombarte y Aguirre, 1997; Kiyohara et al., 2002). Sin embargo, los estudios
centrados en estas estructuras estan basados en especies bentdnicas pero no
planas, que poseen un tnico par de barbillones largos, en cambio, en el lenguado
senegalés, asi como en toda la familia de soleidos, estas estructuras son mads
cortas y se encuentran presentes en elevado numero, por lo que esta variabilidad
morfolégica podria determinar una variabilidad en su funcionalidad. A este
hecho hay que afiadir la ausencia de papilas gustativas en los barbillones del
lenguado senegalés que ha finalizado la metamorfosis, pareceria indicar que, a
diferencia de lo que se observa en otras especies (Kiyohara et al., 2002), las
funciones gustativas en las larvas y pre-juveniles de esta especie no se localizan
en estas estructuras, sino que se ubican en otras zonas, como puede ser la
cavidad orofaringea.

El desarrollo del tejido hematopoyético en las larvas del lenguado
senegalés es un proceso tardio y muestra algunas similitudes con el desarrollo
que se observa en otras especies de peces marinos (Chantanachookhin et al,,
1991) o de peces planos como S. maximus (Padrés y Crespo, 1996). Cunha et al.
(2003) describieron el patrén de aparicion de los drganos hematopoyéticos en el
lenguado senegalés, en este estudio previo, estos autores describieron la misma
secuencia de desarrollo (rifién-bazo-timo) que la que se presenta en este

capitulo. Las células hematopoyéticas del rifién son el primer érgano linfoide
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que aparece en un gran numero de especies de peces (Padrds y Crespo, 1996). En
el lenguado senegalés se empiezan a diferenciar en el estadio 2, aunque se
pueden observar en la regién del rifién desde el momento de la eclosidon.
Probablemente derivan de la masa de células intermedias que se observa
durante el periodo embridnico (Willet et al., 1999). La linea eritrocitaria es la
primera que se desarrolla, asi, los eritrocitos (aunque inmaduros) se pueden
observar ya en el estadio 1, desarrolldndose rapidamente tanto en nimero como
en grado de madurez. Este desarrollo puede estar relacionado con el desarrollo
coordinado de las estructuras circulatorias, respiratorias y osmoregulatorias que
se da en los siguientes estadios. En el estadio 2, el bazo aparece como una masa
esférica de células poco diferenciadas y con propiedades eritropoyéticas. Mas
tarde en el desarrollo, tanto el rifién como el bazo se vuelven linfoides. El timo
no se observd hasta el subestadio 4a, con los timocitos localizados en la zona mias
externa y los linfoblastos en la zona mads interna, hasta el estadio 5 no se
pudieron observar ocasionalmente las células granulares y mieloides. Como ya
fue indicado por Cunha et al. (2003), las altas tasas de supervivencia del
lenguado senegalés durante el periodo larvario, pueden ser atribuidas a un
desarrollo relativamente acelerado del sistema inmune durante los estadios mads
tempranos.

El corazén aparece cuando las necesidades nutricionales y de oxigeno no
pueden ser satisfechas solo con la difusion, debido principalmente al aumento de
volumen o al aumento de las demandas metabdlicas por parte del organismo
(Pelster y Burggren, 1996). En el caso del lenguado senegalés, el desarrollo del
corazon es similar al descrito para otras especies de peces planos como S.

maximus (Padrds, 1994). En el momento de la eclosién el corazén no esta
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segmentado, pero es igualmente funcional (Hu et al., 2000). La formacién de las
cuatro camaras (seno venoso, atrio, ventriculo y bulbo arterioso) y de las
vélvulas (seno-atrial, atrio-ventricular y ventriculo-bulbar) se alarga hasta el
subestadio 4a. Como pasa en S. maximus (Padrés, 1994), la estructura miocardial
final se forma muy pronto en el desarrollo.

En el momento de la eclosidn, la anatomia sensorial de la larva se parece
poco a la del adulto, lo que implica que las capacidades sensoriales son pobres al
principio y van mejorando paulatinamente hasta que los sistemas sensoriales
estain completos (Fuiman et al., 2004). En el caso del lenguado senegalés, el
desarrollo del ojo es marcadamente muy rapido, ya que la estructura retinal en
capas se puede distinguir desde el subestadio 1b. Se sabe que en algunas larvas
marinas, como C. harengus, la retina ya estd diferenciada en el momento de la
eclosion (Sandy y Blaxter, 1980), pero en la mayoria de especies de peces planos
el desarrollo es mas lento (Sandy y Blaxter, 1980; McFarlane et al.,, 1991;
Kvenseth et al., 1996). En el caso del lenguado senegalés, el rapido desarrollo del
ojo puede ser la causa del rapido crecimiento de las larvas y de la temprana
metamorfosis y migracién hacia el fondo, ya que la visién en las larvas acabadas
de eclosionar es fundamental para el reconocimiento del alimento y la reaccion
frente a los depredadores (Blaxter, 1986). El comportamiento cazador de las
larvas del lenguado senegalés, parece ser que estd relacionado con la vision solo
en las etapas tempranas del desarrollo y una vez la larva se ha vuelto bentdnica,
los estimulos mas importantes para la depredacién son la quimiorecepcién y la
mecanorecepcion, como ya ha sido indicado por Batty y Hoyt (1995) en el caso
de P. platessa. Canavate et al. (2006) observaron que hasta el dia 8 después de la

eclosidn las larvas eran incapaces de alimentarse en la oscuridad, pero mas tarde
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en el desarrollo, las larvas ya mostraron los tipicos habitos de alimentacion
nocturna (Bayarri et al., 2004). Ademas, una vez la larva se ha vuelto benténica,
es capaz de alimentarse de presas muertas, confiando seguramente en los
estimulos quimicos, como lo demuestra la tendencia actual de alimentar a las
larvas del lenguado senegalés, a partir de aproximadamente el dia 12 después de
la eclosion, de nauplios de Artemia enriquecidos y posteriormente congelados
(muertos). Esta técnica resulta muy util debido a que el enriquecimiento en
acidos grasos se conserva y a que las larvas se alimentan normalmente de los
nauplios de Artemia muertos (Morais et al., 2006; observacion personal, 2006).

En la larva del lenguado senegalés se observa la presencia, desde el
estadio 1 de los canales semicirculares en el oido interno, asi como de las
maculas sensoriales desde el estadio 2. La presencia de estos érganos indica,
como sucede en la mayoria de especies, que desde los estadios tempranos de
desarrollo las larvas son capaces de detectar sonido, movimiento y tener
percepcién de su equilibrio (Blaxter, 1986, 1988). La vejiga natatoria, que se
utiliza para aumentar los estimulos auditivos y para mantener la flotabilidad de
la larva (Falk-Petersen, 2005) solo estd presente en el lenguado senegalés hasta
el subestadio 4a. Una vez situados en el fondo, las larvas y/o juveniles ya no
necesitaran la vejiga natatoria para mantener la flotabilidad. Observaciones
similares para otras especies de peces planos han sido publicadas por Cousin y
Baudin-Laurencin (1985).

Como se ha comentado anteriormente, la piel de las larvas también tiene
funcién sensorial (Roberts et al., 1973; Hiroi et al., 1998). En la piel del lenguado
senegalés se observan neuromastos libres desde el momento de la eclosién, y

como en otras larvas recién eclosionadas que no tienen pigmento en los ojos,
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incluyendo la mayoria de especies de peces planos (Otsuka, 2003), los
neuromastos se concentran en la zona cefalica. En los peces planos, el nimero
inicial y la localizacién de los neuromastos parece ser especifico de cada especie
y no muestra correlaciéon con el estadio de desarrollo en el momento de la
eclosion (Otsuka, 2003). Aunque el desarrollo del ojo se da muy rdpido en la
larva del lenguado senegalés, los neuromastos podrian desempefiar un
importante papel en las relaciones tempranas entre la larva y el medio externo,
y mds tarde, una vez que las larvas cambian sus hdbitos a nocturnos y
bentdnicos, también serian importantes en la quimio y mecanorecepcion de las
presas (Blaxter, 1986; Otsuka, 2003).

Con la adquisicién de la asimetria bilateral, la morfologia neural y del
craneo sufren una compleja modificacién (Finger, 1987, 1988), pero las
asimetrias cerebrales derivadas de este proceso no son tan pronunciadas como
cabria esperar (Kotrschal et al., 1998). El desarrollo del cerebro en el lenguado
senegalés es un proceso rapido, ya que desde los primeros dias del desarrollo
(estadios 1 y 2) se pueden observar los lébulos 6pticos y los lobulos olfativos,
estructuras que necesariamente han de ser funcionales en el momento del inicio
de la alimentacién exdgena. La pituitaria por su parte, también estd presente en
las etapas tempranas de desarrollo, debido principalmente a su funcién como
productora de las hormonas que estimulan a los érganos endocrinos, esenciales,
como ya se ha comentado, para el correcto desarrollo de la metamorfosis. Mas
tarde en el desarrollo, el cerebelo puede que también intervenga en la funciéon
neural, ya que desempefia un papel importante en el control y en la
coordinacion de los movimientos, y también en el seguimiento de los objetos

que se mueven alrededor del pez (Paulin, 1993).
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Concluyendo, los mecanismos bésicos del desarrollo de los 6rganos de la
larva del lenguado senegalés son similares a los que se describen para larvas de
peces teledsteos (O’Connell, 1981; Chantanachookhin et al., 1991; Falk-Petersen
y Hansen, 2001; Varsamos et al., 2002) y mas particularmente para larvas de
peces planos (Minami, 1982; Al-Maghazachi y Gibson, 1984; Fukuhara, 1986,
1988; Ottesen y Olafsen, 1997). Las diferencias mas remarcables que se observan
entre ellos se basan en el tiempo concreto en el que aparecen y se desarrollan los
distintos érganos y sistemas entre las diferentes especies, y esto a su vez depende
de la talla del huevo y de la larva recién eclosionada, de las reservas enddgenas
de vitelo y de la ecologia de la especie (Hoehne-Reitan y Kjorsvik, 2004). El alto
y rdpido consumo de las reservas enddgenas de vitelo de la larva del lenguado
senegalés le permiten un rapido desarrollo de los sentidos, principalmente de la
visién, y del sistema digestivo, con lo que la alimentacién exdgena se inicia
tempranamente en el desarrollo, de tal modo que la larva puede acelerar al
maximo su crecimiento e iniciar, lo mas rdpido posible, la metamorfosis. Es en
este punto cuando el desarrollo de la larva ya no depende de las reservas
enddgenas de vitelo y pasa a ser dependiente de la ecologia de la especie. Con la
metamorfosis, la larva ha de adquirir el fenotipo del adulto para adaptarse al que
serd su nuevo habitat. La larva se sitia en el fondo y el consumo de alimento se
reduce a menos del 20% de su peso corporal (Canavate et al., 2006). En este
momento su principal objetivo parece no ser el crecer lo mas rapido posible, ya
que no es tan vulnerable a los depredadores, ha superado la talla pequena, se ha
vuelto plano y se encuentra enterrado en el fondo arenoso de los estuarios,
donde de por si, el nimero de depredadores es menor. En los estuarios se

encuentra con mayor cantidad de alimento y la variedad de sus presas aumenta,
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alimentdndose de crusticeos, moluscos, poliquetos y tal vez alguna presa
muerta. Cambia su comportamiento diurno a nocturno y se vuelve capaz de
tolerar amplios rangos de salinidades y temperaturas.

Teniendo en cuenta que el adecuado desarrollo y diferenciacién
dependen de la alimentacion y de las condiciones ambientales (Falk-Petersen,
2005), en este trabajo se siguieron las pautas alimentarias y los pardametros fisico-
quimicos considerados éptimos para la especie. Por otro lado, no se detectd
ningun problema patolégico durante el cultivo experimental de las larvas. Por
todos estos motivos, la clasificacién del desarrollo larvario en estadios y
subestadios empleada en este capitulo, asi como las caracteristicas organogénicas
y morfoldgicas que se dan en cada uno de ellos, pueden ser utilizados como guia
para determinar el normal crecimiento de las larvas de esta especie bajo

condiciones intensivas de cultivo.
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Figura 9.1. Arcos branquiales y filamentos primarios (Estadio 2). Se observa el inicio de

la condrogénesis (%), algunas fibras musculares (») y células cloruro dispersas (®).

Figura 9.2. Esbozos de las laminillas branquiales en el segundo y tercer arcos
branquiales (Estadio 3). Se observa el aumento en el nimero de células cloruro en los

filamentos ().

Figura 9.3. Estructura branquial (Subestadio 4b). Se observa la presencia de
condroblastos en el eje de los filamentos (%), células cloruro entre las laminillas () y la
estructura tipica de las células pilar (®).

Figura 9.4. Estructura tipica de la branquia post-metamérfica (Estadio 5).

Figura 9.5. Pseudobranquia (Estadio 5). Se observa la presencia de cuatro filamentos (»)
rodeados por una aglutinacién de laminillas y estructuras vasculares. También se

observa un quinto filamento menos desarrollado (H).

Figura 9.6. Presencia de un tnico Islote de Langerhans (%) (Estadio 1) entre los acinis

del pancreas endocrino (@).

Figura 9.7. Detalle del Islote de Langerhans cuando ha aumentado su tamaifio

(Subestadio 4a).

Figura 9.8. Aparicién de diversos Islotes de Langerhans (%) de menor tamafio

(Subestadio 4c) y de los granulos de zimégeno (#) en el pancreas endocrino.
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Figura 9.9. Gldndula tiroides (Estadio 3) compuesta por cuatro foliculos (%) llenos de

material hialino.

Figura 9.10. Glandula tiroides (Estadio 5) en la que se observa el aumento en el nimero

de foliculos y en la cantidad de coloide de su interior.

Figura 9.11. Region craneal del rifién (Estadio 2). Se observa la cdpsula de Bowman ()
que engloba el espacio de Bowman (@) y el glomérulo (%). Alrededor se observan
células hematopoyéticas poco diferenciadas.

Figura 9.12. Detalle del rifién anterior (Subestadio 4a). Se observa el amplio espacio de
Bowman (@), la torsién de los tubulos pronéfricos (M) y las células hematopoyéticas
(%).

Figura 9.13. Seccién tubular del conducto pronéfrico (Subestadio 4a).

Figura 9.14. Aspecto general de la regién posterior del rifién (Subestadio 4c). Se observa

la aparicién de los tibulos mesonéfricos (@) y entre ellos tejido hematopoyético (¥).

Figura 9.15. Regién posterior del rifién (Estadio 5) en la que se observan las nefronas

mesonéfricas (%) completamente formadas.

Figura 9.16. Aparicién del bazo (Estadio 2), compuesto por agregados de células

hematopoyéticas poco diferenciadas y algin capilar sanguineo ().
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Figura 9.17. Bazo con morfologia ovoide (Estadio 3), en su interior se observan células

hematopoyéticas (%) y eritrocitos ().

Figura 9.18. Bazo con morfologia eliptica (Subestadio 4b), en él se aprecian pequeiias

zonas de tejido linfoide (M), tejido hematopoyético (%) y elipsoides esplénicos (P).

Figura 9.19. Detalle del timo (Subestadio 4a) en el que se observan células timicas

indiferenciadas (M) y células hematopoyéticas (%).

Figura 9.20. Corazén con morfologia tubular (Estadio 1) y formado por una membrana

endocardial (m) y una miocardial ().

Figura 9.21. Aspecto general del corazén (Estadio 2). Se observa el seno venoso (SV), el

atrio (A), el ventriculo (V) y el bulbo arterioso (BA).

Figura 9.22. Corazén (Estadio 3). Se observan las trabéculas en el ventriculo () y un

aumento en el nimero de eritrocitos maduros (me).

Figura 9.23. Corazdn (Subestadio 4a). Se observa la conexién entre la aorta ventral y el

seno venoso (%) y la proliferacidn de las trabéculas en el ventriculo ().

Figura 9.24. Corazén (Subestadio 4b). Aparecen las trabéculas en el atrio (=s) y las del
ventriculo proliferan extensamente (P). Se observan gran cantidad de eritrocitos

maduros (@).
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Figura 9.25. Corazén (Subestadio 4b). Se observa la vélvula atrio-ventricular (%), las

travéculas del atrio () y gran cantidad de eritrocitos libres (@).

Figura 9.26. Corazoén (Estadio 5). Detalle del bulbo arterioso y su continuacién con la

aorta ventral (wme). Se observa el tejido conjuntivo eldstico que rodea al bulbo arterioso

(%).

Figura 9.27. Vejiga natatoria primordial (Estadio 1). Se observa una pequefia cdmara de

gas que comunica con el intestino medio ().

Figura 9.28. Vejiga natatoria (Estadio 2). Se observa el pequefio lumen de la cdmara de

gas (), las células de la gldandula de gas (%) y el conducto pneumatico (ms).

Figura 9.29. Vejiga natatoria (Estadio 3). Se observa la rete mirabile (@) en la zona
ventro-caudal. Las células de la glandula de gas (%) y la cdmara de gas (®) han

aumentado su tamario.

Figura 9.30. Vejiga natatoria (Subestadio 4c). No se observa la camara de gas y la vejiga

ha empezado a involucionar.

Figura 9.31. Vejiga natatoria (Estadio 5). Se observan las estructuras colapsadas y

claramente degeneradas.

Figura 9.32. Sistema nervioso central (Estadio 3). Se observa la disposicién del
telencéfalo (T), del mesencéfalo (M), del diencéfalo (D), del mielencéfalo (MI), del
cerebelo (C) y de la gldndula pineal (%). En el estrato medio (®) los neuroblastos se

encuentran mas compactados que en el estrato interno (ss).
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Figura 9.33. Detalle del cerebelo (Estadio 3). Se distingue la zona de materia blanca (%) y la zona
de materia gris (@), donde se aprecia el estrato externo (P, el estrato medio (ms) y el estrato
interno (4==). En la zona exterior se diferencia la acumulacién de melanina en las células de las

meninges ().

Figura 9.34. Hipotédlamo ( <—p (Subestadio 4a) localizado en la zona ventral del diencéfalo. Se

observa el sino infundibular () y el saccus vasculosus ().

Figura 9.35. Detalle de las primeras neuronas maduras (ms) (Subestadio 4b) que aparecen en la

zona limite entre la materia blanca (%) y la materia gris (@).

Figura 9.36. Invaginacién de una de las placas olfativas (Estadio 3) para formar la capsula nasal.

Se diferencian las células sensoriales (%) y los cilios (ms).

Figura 9.37. Concentracién de neuromastos (ms) en la zona cefélica (Estadio 3). Se observa la

acumulacion de células cloruro () en esta region.

Figura 9.38. Aspecto general de los estratos del ojo (Estadio 1), fibroblastos (F), epitelio
pigmentario (EP), capa nuclear externa (NE), capa plexiforme externa (PE), capa nuclear interna

(NI), capa plexiforme interna (PI), capa ganglionar (G), cristalino (CR) y cérnea (C).

Figura 9.39. Detalle de la acumulacién de melanina en el epitelio pigmentario (ms) (Estadio 3),
de la disminucién de la densidad celular en la capa nuclear interna (%) y de la aparicién de
fibras nerviosas en las capas plexiforme interna y ganglionar (). También se puede observar el

proceso falciforme (PF).

Figura 9.40. Aspecto general del ojo (Subestadio 4a) en el que se observa la coroides en contacto

con el cristalino (CO) y algunos condroblastos (ms) entre la capa de epitelio y de fibroblastos.
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Figura 9.41. Se muestran las principales caracteristicas morfoldgicas externas dentro de
cada uno de los estadios y subestadios de desarrollo. La linea indica una distancia de 1

mim.
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En el momento de la apertura de la boca, las larvas de lenguado senegalés
son capaces de capturar e ingerir nauplios de Artemia enriquecidos.

Una alimentacién subéptima de las larvas provoca retrasos en la
migracion del ojo y en la metamorfosis, en los estudios comparativos se
hace necesario relacionar estos procesos con la talla del pez y no con la
edad.

El contenido de ARA en la dieta no afecta ni al crecimiento ni a la
supervivencia pero si afecta a la metamorfosis, provocando un retraso en
el proceso cuando se suministra un exceso de este acido graso.

Al aumentar la cantidad de ARA en los tejidos la cantidad de EPA
disminuye debido a una relacién de competencia entre ambos acidos
grasos.

Existe una clara relacién entre el contenido de ARA en la dieta, la
acumulacién de ARA en los tejidos y el grado de pigmentacién de las
larvas del lenguado senegalés. A mayor contenido de ARA en la dieta,
mayor es la proporcién de individuos despigmentados. Las relaciones del
ARA con otros acidos grasos (ARA/EPA, ARA/DHA) muestran la misma
tendencia.

Las larvas del lenguado senegalés tienen nulos o muy bajos
requerimientos nutricionales de DHA.

Existe una relacion positiva entre el contenido de EPA en la dieta, la
acumulacién de EPA en los tejidos y el grado de pigmentacién de las
larvas del lenguado senegalés. Si no se proporciona una cantidad de EPA
adecuada en la dieta de las larvas, estas desarrollaran anomalias

pigmentarias, aunque su crecimiento no se vera afectado.



8.

10.

11.

12.

La composicién en acidos grasos de los nauplios de Artemia enriquecidos
no se ve afectada por el proceso de congelacién.

Existe una correlacion positiva entre el contenido en ARA de los tejidos
y los niveles de prostaglandinas producidas, lo que conlleva una
correlacion negativa entre la produccién de prostaglandinas y el grado de
pigmentacién de las larvas del lenguado senegalés.

La larva del lenguado senegalés consume rdpidamente sus reservas
enddgenas de vitelo, lo que le permite un rapido desarrollo de los
sentidos y por lo tanto una elevada capacidad para detectar a las presas,
en consecuencia, su alimentacion exdgena se inicia tempranamente en el
desarrollo.

La rdpida iniciacién de la alimentacién exégena acelera al mdximo el
crecimiento de la larva del lenguado senegalés, lo que conlleva un
adelanto de la metamorfosis y un inicio del comportamiento benténico
muy pronto en el desarrollo, de este modo su vulnerabilidad frente a los
depredadores se reduce.

La larva del lenguado senegalés sigue unos patrones de desarrollo
similares al de otras larvas de peces planos, no obstante se aprecian
caracteristicas especificas en el desarrollo de la piel y de las funciones
gustativas, lo que parece indicar que al final de la migracién del ojo la

metamorfosis no esta completa.
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Abstract. Two groups of Senegal sole (Selea senegalensis) larvae were cultured. One used rotifers
for the first 10 days after hatching (dph) and enriched Arremia metanaupli from 6 to 30 dph and
the other without rotifers, using enriched Artemiz metanauplii as the sole food source. The quantity
of metanauplii used was the same (group A), twice (group A2) and three times (group A3) the
guantity of live prey (in dry weight) of the group fed with rotifers (group R). At the end of the
experiment, the growth, in terms of total length and individual dry weight was significantly higher
for the larvae on group A2 whilst rotifer fed larvae (R) showed the poorest results. Eve migration
was also delayed by approximately 2 days in the group R. No significant differences were found in
survival rates. The influence of diet on Senegal sole metamorphosis and its relationship with the size
rather than the age of the fish are discussed.

Introduction

Senegal sole 1s one of the new candidate species for aquaculture in the Med:-
terranean coast and especially in the Iberian Peninsula (Dinis 1992; Dinis et al.
1999). The ongrowing of this species 1s carried out under extensive conditions
that allow the commercial exploitation of once industrially abandoned areas of
marshlands and salt water ponds (Drake et al. 1984). Although plenty of lit-
erature has been published about larval rearing of common sole Solea solea
(see review by Howell 1997) little has been done with Senegal sole and litera-
ture regarding aspects such as nutritional requirements of larvae and juveniles,
and larviculture of this species, is very scarce (Dinis 1992; Canavate and
Femandez-Dnaz 1999; Martinez et al. 1999; Dinis et al. 2000; Fernandez-Diaz
et al. 2001). The feeding regime generally used for sole larviculture 1s based on
the use of rotifer for 10 days after hatching and Arremia metanauplii from davs
4-5 post hatching until the weaning onto artificial diets (Dinis 1992; Canavate
and Fernandez-Diaz 1999; Martinez et al. 1999). New research for the reduc-
tion of production cost and labour in larval fish culture is focused on the
replacement of live food with artificial diets (Y afera et al. 1999) or by the use of
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feeding regimes designed to reduce the use of live food and to produce faster
growth. Fernandez-Dhaz et al. (2001) obtamed lower growth and survival rates,
as well as delaved metamorphosis, when microdiets were used for Senegal sole
larval feeding. Larvae could ingest the artificial diets but the digestive capacity
of the larvae were very reduced and the body reserves were not sufficient for the
anatomic transformation, somatic growth and maintenance activity. There-
fore, it is still too early for the use of microdiets but not for the use of Artemia
nauplii as the only food source for Senegal sole (Dinis et al. 1999). The main
objective of the present study is to compare the technique vsually employved in
Spanish sole farms with rotifers and Arfemia as hive prey with the use of
Artemia nauplii as the only food source in terms of larval growth and survival
as well as the development of the larvae in terms of eve migration.

Materials and methods

Eggs used in the study were generously provided by CIFPA ‘El Toruio’
(Cadiz, Spain). They were obtained from a captive broodstock that spawned
naturally in their faciliies and which were then transported to CA-IRTA.
Incubation and larval culture were carried out in twelve 50 1 mesh tanks
(130 g m pore size) provided with air-lifts that were distributed in two holding
tanks of 1500 1. The tanks were connected to a recirculation device described
elsewhere (Carbo et al. 2002) that maintained constant physico-chemical and
biological conditions during the duration of the experiment. A total of 4345
eggs were distributed in each mesh tank, considering a 60% hatching rate and a
density of 50 larvae per hitre.

Culture conditions

Water conditions were as follows: oxygen 8 1 mg ™', temperature
20 + 1°C, salinity 36 = 1 g 17!, pH 8 + 0.5. Photoperiod was 12 h L:12 h D.
Nitrites and ammonia levels were kept at 0.012-0.036 and 0.14-0.22 mg 1.

The green water techmgue (Reitan et al. 1997) was used for the first 10 davs
of culture using 30 | of concentrated cultures of the algae fsochrysis galhana
and Namnochloropsis gaditana under static conditions. This was then followed
by a daily 200% exchange of the water (2.5 1 min~' flowrate).

Four different feeding regimes were established and used in triplicate. The R
group was fed following the method of Canavate and Fernandez-Diaz (1999),
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using 20 rot ml~" of S-1 strain as the first prey (3.7 mg 17"), considering an
individual dry weight of 0.185 g (Yafera 1982) followed by Ariemia meta-
nauplii at a density of 4 metanauplii ml™". Groups A, A2 and A3 were fed
exclusively on ennched Artemia metanauplin (strain EG, INVE) at the same
initial equivalent weight as group R (4 mg 17!, that means 1.4 metanauplii
ml~", considering the dry weight of enriched metanauplii as 2.77 g, personal
observation 2002), twice (2.8 metanaupli ml™") and three times (4.2 meta-
nauplii ml™"), respectively. The number of Artemia metanauplii was increased
gradually, following the feeding regime published by Femindez-Diaz et al
(2001) at 20°C as shown mn Table 1.

Live prey were enriched with a commercial product (DHA Protein Selco,
INVE) at 0.15 g 17! for 6 h for rotifers and 0.3 g 17! for 18 h for nauplii.
Enriched live prey were concentrated and washed thoroughly with sea water
followed by a freshwater wash (1 min for rotifers, 15 min for metanauphi) to
reduce the bacterial load and distributed to the larvae. Live prey were supplied
as two doses per day and stored between doses in UV-filtered seawater at 4°C.
Dead larvae and unenriched Ariemia metanauphi were siphoned daily ensuring
that disenriched prey did not remain in the tanks for more than 12 h.

Sampling

Twenty larvae from each replicate tank were collected before prey distribution
on days 4, 6, 10, 12, 15, 20 and 30 after hatching (dph). Total length and eve
migration stage (Ferniandez-Diaz et al. 2001) were measured on live anaes-
thetised fish before they were dried in an oven at 60°C for 24 h for dry weight
determination. Although Fernindez-Diaz et al. (2001) described 4 different eye
migration stages, we have considered stage 3b (advanced mid migration) as
another step of the process. The eve migration index (lgp, Solbakken et al.
2002) was calculated using the mean value of the eve position (0-3) observed in
each sampling period. At the end of the study the surviving fish were counted
and the number of poorly pigmented or deformed individuals were noted. Five

Table 1. Daily amounts of live prey given to each replicate tank containing Solea senegalensis
larvae under 4 different feeding regimes.

Group: R A A2 A3

Age Rotifers, Mauplii, mgl™" Naopli, mgl™' Naupli, mgl™' Naupli, mgl™
(DAH)  ml! ml ™! ml ! ml ! 1

2=5 20 A7 1.3 A7 27 T4 41 11.1
6-10 20 1.7 2.8 7.8 5.8 16.1 8.7 24.1
11-13 4 11.1 A 133 18 216 10.7 29.6
16-30 3 13.9 5.8 16.1 8.8 244 11.7 32.4

Weight of live prey given was calculated considering 5-1 rotifer strain to be (L1835 pg individual ™'
and Arremia nauplius to be 277 pg individual :
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percent of the survivors were sampled to measure the final length, and to
determine dry weight and eve migration index.

Statisticy

All the statistical analvses were performed with Statgraphics (Microsoft Inc.).
The final results of growth measured as length and weight, eye migration and
survival were tested using a one way ANOVA with feeding regime as inde-
pendent variable. Percentage data were square root transformed prior to
analvsis. A Tukey test was used for posr hoc comparisons of means. The sig-
nificance level used was p < 0.05 m all cases. Due to the observed high vari-
ation in weights a transformation (weight)™* was performed before the
analysis, following the recommendation of the Statistical Unit at IRTA.

Results

The results in growth are presented in Figure 1. Dunng the imitial days of
larval rearing growth measured by length was very similar in all the groups.
Significant differences were found at davs 12 (data not shown), 20 and 30 dph
(ANOVA, p = 003), with groups R and A2 showing the lowest and the highest
increments in larval length, respectively. Table 2 summarises the results ob-
tained in terms of larval length and weight, standard growth rate and survival.
Mo significant differences could be found in the latter.

Figure 2 shows the frequency histograms for larvae at each stage of eve
migration. Almost all the individuals (98%) fed exclusively on Artemia meta-
nauphi (groups A, A2 and A3) had completed eye mugration by the end of the
experiment, while in the R group 15% of the fish were stll in the early phases
(stages 2 and 3). The fish of the R group had a delayed eye migration, reaching
each migration stage with a lower length than the groups fed on metanauphi. A
clear relationship was found between larval length and eye position
(R* = 0.96, n = 1483 larvae), which could be adjusted to the following sig-
moid regression:

Lear =4.990/1 4 ('eﬂglhfﬁjm}—““

Discussion
The use of Artemia nauplii as the only food for common sole (8. solea) lar-

viculture 15 well documented (Howell 1997). However, this feeding regime
although essaved previously (Dinis et al. 1999) has not been used for
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Figure 1. Growth in total length and dry weight of Senegal sole larvae. Values are the means of
triplicate samples of 20 larvae. Vertical bars are standard deviations and letters indicate significant
differences between treatments (ANOVA, p = 0.03).

Table 2. Total length, dry weight, survival (sampled fish not included) and standard growth rate
(8GR in percentage per day, Hopkins, 1982) obtained at the end of the feeding period.

Length (mm} Dry weight (ug) Survival (%) SGR 40 SGR 230 SGRyag

R 11.16 £251a  1961.85 = 470.21 2005 = 10.50 1554 17.57 15.12
A 1233 £ 1.72 b 2380.55 £ 220.01 3582 £ 0.65 17.51 12.76 16.06
A2 1330 368c 393301 £ 184996 3244 2035 2002 13.77 17.98
A3 1260x263b 289391 + 760.52 44.14 + 9.94 16.77 14.00 16.98

Different letters indicate significant differences betwesn groups (ANOVA, p < 0.05). Global
(8GR 59) and partial SGR were calculated for the premetamorphosis (SGR4 49} and metamor-
phosis (SGR 5 59) periods.
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Figure 2. Freguency histograms of the different metamorphosis stages in relation to age post
hatching of the experimental groups. Bars are the standard deviations and letters indicate signifi-
cant differences between groups (ANOVA, p < 0.03). Stages 0-5 as in Ferniandez-Diaz et al.
{2001): stage 0, symmetric larvae. Vertical swimming plane; stage 1, left eve starts migration.
Individuals not completely symmetrical; stage 2, the migrating eve can be seen from the right-ocular
side; stage 3, eve continues migration. Individuals change the swimming plane; stage 4, (3b in
Fernamdez-Diaz et al. 2001} left eve reaches right side. Orbital arch is being formed; stage 3, (4 in
Fernamiez-Diaz et al. 2001) eye translocation is completed. Orbital arch is clearly visible.
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8. senegalensis culture at an industrial scale. Marin-Magan et al. (1995)
reporied selective rotifer capture in Senegal sole larvae until 7 dph, with a
subsequent change in preference to Arremia, and they consequently recom-
mended the use of rotifers as larval food up to day 9. The results of the present
work showed that Senegal sole larvae were able to capture enriched meta-
nauplii after mouth opening without any differences in survival compared with
larvae fed on rotifers. When enriched metanauplii were present in sufficient
quantity larval growth and development occurred faster than in larvae fed on
rotifers during the first 10 days after hatching.

At the end of the study, there was a clear effect of the quantity of meta-
nauplii supplied to the larvae on growth rate, with the A2 treatment
(8.0 mg 1-") being the most effective. Treatments with a lower (3.7 mg1~', R
and A groups) or higher (11.1 mg 17") prey supply had poorer results in terms
of growth. Yasunaga (1971) and Yoshimatsu and Kitajima (1996) reported a
daily ration of 40-60% of the fish body weight as the minimum required to
obtain optimal growth results for flatfish and red sea bream. Similar results
have been obtained with freshwater fishes (Marmulla and Rosch 1990). In the
present work, groups R and A received rations of 35-60% and 58-140% of
the body weight, respectively, in the stages prior to metamorphosis. After
metamorphosis, all the groups received rations lower than 20%, which 1s
considered sufficient to mantain growth (Laurence 1977) beanng in mind
that during metamorphosis there is a decrease in routine metabolism and an
increased efficiency of prey capture. The lower growth rates observed in
groups R and A could be due to a sub-optimal feeding after metamorphosis.
This could be a consequence of the low rate of ration increase during this
period that did not keep pace with the increasing demands of the larvae,
although in all cases the growth rate is above 15% considered by Houde and
Schekter (1981) as the minimum growth rate for marine fish larvae. Group
A3 showed a lower growth for very different reasons. Werner and Blaxter
(1980, 1981) reported lower growth rate of herring larvae if prey density was
under or above a certain threshold. Larvae feeding at high prey densities
evacuated their guts more rapidly than those feeding at low prey density and
digested the food less efficiently, passing the Ariemia nauplii through the gut
practically intact. This might be the case of group A3 larvae (personal
observation, 2003), prey might not be thoroughly digested and assimilated.
As has been observed in other marine fish larvae, the rate of survival and
growth increases in parallel to prey density only up to a certain point. At prey
densities above this prey density threshold, increases in the number of
available prey do not result in a concomitant increase in survival, growth or
food consumption.

Prey concentration and its consumption affects growth rate and the animal’s
energy cost in obtaining food and, consequently, the duration of the larval
period (Laurence 1977; Houde and Sheckter 1981). In this respect, metamor-
phosis of Senegal sole, measured according to the position of the left eve, was
delaved in the fish of group R throughout the sampling period and especially at
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day 20. At 20 dph the larvae from groups R and A3 showed all the four stages
of eve migration deseribed by Fernandez-Diaz et al. (2001), whereas those from
groups A and A2 were in more advanced stages (3, 4 and 5). This delay was
maintained until the end of the study in the group R. According to Fernandez-
Diaz et al. (2001) in a study carried out at similar rearing conditions as those
used in the present work, age and total length of the fish when 50% of the
population started eve migration varied between 9.4-15.17 days and 5.58
5.90 mm, respectively, depending on the feeding regime. In the present study,
eve migration started later (13.16-16.06 days) at about the same length (523
5.75 mm). On the other hand, Fernindez-Diaz et al. (2001) observed that 95%
of the larvae ended eve migration after 6.97-28.74 days, whereas in the present
study the duration of eve migration lasted only 6.83-7.9 days, with groups A
(6.83 davs) and A2 (6.95 days) being the Fastest.

There is a clear dietary influence on flatfish metamorphosis. Hamre et al.
(2002), in a multidisciplinary work on halibut metamorphosis, found that eye
migration and pigmentation of the larvae were affected by the prev admims-
tered and/or the composition of the prey. Ossification and correct asymmet-
rical development of the cranium with subsequent eye migration were
significantly better in zooplankton-fed larvae vs. Artemia-fed larvae (Saele
et al. 2003). No significant differences were found in survival or growth until
day 46, although Artemia-fed larvae showed a growth depression after day 45
probably caused by the small size of the prey not being able to cover the energy
requirements of the larvae (Hamre et al. 2002). The eye migration of Ariemia-
fed larvae was delaved by 35 days compared to zooplankton-fed larvae (Sol-
bakken et al. 2002). On the other hand, Gara et al. (1998) did not find dif-
ferences in growth and metamorphosis in halibut larvae fed with the same
feeding regime (Arremia naupli) and different enrichment strateges. These
authors found a clear relationship between the eve migration index and the
growth rate of the larvae. The same could also be established for Senegal sole
(Fernindez-Diaz et al. 2001, present work). Although there are not enough
data for other flatfish species (common sole, Amara and Lagardére 1995;
winter flounder, Chambers and Leggett 1987; starry flounder, Policansky
1982), we consider that for future studies on flatfish metamorphosis, eve
migration or metamorphosis stage should be related to growth and/or size
rather than age of the fish. Sub-optimal feeding of the larvae, due to inadequate
size, density or nutritional deficiency of the live prey, causes retardation in eve
migration and metamorphosis.

For industrial purposes, enriched Arremia metanauplii can be used from
start feeding in Senegal sole larvae in order to provide acceptable results of
growth and survival. However, for nutritional studies the problems encoun-
tered in enriching the metanauplii with the adequate amounts of DHA, HUFA
or phospholipids must be considered and rotifers should be provided. Rotifers,
in contrast to Artemia metanauplii, can accumulate essential fatty acids and
phospholipids providing compositions similar to copepods, the natural larval
prey in the wild environment (Bell et al. 2003).
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Arachidonic acid enriched live prey induces albinism in
Senegal sole (Solea sencegalensis) larvae

Mireia Villalta®, Alicia Estévez™*, Matthew P. Bransden”
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Abslract

We exnmined the efleer of diersry urnchidonae nesd (20:n-6, ARAY on prowah, saevival, pegmsentnnon omd fsny scid
composition of Senegal sole larves wmy a dose—response design, From 3 w0 37 days post-hateh (dph). larvae were led e Tood
{mbleis froas 3 fo 9 dple, Arfesio sapla om =37 dahi) thal had been cinclied usang one of oee expenmenial eibalsions
convinimmnge ¥ pmdunted concentmiions (13, 68 pnd 12001 mp ARA g" dry weeight) of ARA jma comsinmt doeisahexnenaie neid
(22:01-3, DHA), A consimercial ennchinment product (DHA-Potan Scko, ARA coilant 7.8 mg g " diy weighty was ased os @
relevence diet Fisal concenimbion of ARA in Arfewia nsuplin moped Goon 502 b 175 mg ¢ ' lipds. Girowth and suvival were
independmit of dictary levels of ARA weaed However, thene was a cormelation bepween dictary ARA and a significant redudion
iin pugmeilalion keadaig b ioased alboaea Tesue Tally acid concentrbmns ellecied te oo poisdog idary congimita.
Beosapantacion ocal (2h5n-3, EPAY kevels i all ibe i examed were nversely refated o dictry ARAL Tlee was
almost a 100-fald merease in the proportion of docosapenticnade noid (22:58-3, DPA) in the tssoes relotive o the dict, which
might indicste choin elongniion from FPA s o resul of modequnie dietory BHA. A negative, Tmear comelnion was found
between il pgaentalon @ie and fe ARA conienl m e head, as well as with detary ARAEPA rufn
O 2004 Elsesder BV, All ighis meserved,

Kvywonds Arschidonic acid; Albinisny, Pigmentation, Fafty acid; Larvae;, Sodog svmopalendis, Lnnclumest, Live food

I. Intreduction prme candidate for aquaculture in these ansas (Dinis
¢tal, 1999 The rearing of sole in Spain and Portugal
The Senegal sole = oo Mash found abeng the began in the early 198305 using techmagues employed

Medhtermanenn and South Atlestse eoosts, and 15 a m the culture of other commencmal marme Gish lenae
(Drimis, 1986, 1992; Drake et nl., 1983; Rodrigucz,

* Comeiponding sudbor Tel: +34 977748427 G 434 1984), while the ongrowing of the species was carried
OTTISA1IE. out extensively in sea water ponds. The rearing
Eenuri! asddrme: alicis cdovesidina o (4, Pl methods for Senegal sole have been docimiented

B85 - g oo mansr © 2004 Flasvier BV AQl sights seserved
Aol 101016 squacniniee, 300411 034
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(Dhmes et nl., 1999, alihoeyh hagh mortalities darmg
the weaning phase due 0 inadequate nutrition and
pathobogscal problems (Padrds et al, 2003; Zaza e
o, 20003, as well as problems of malpigmentation
(Soares et al,, 2001}, are still substantial challenges 1o
the successful culure of this specics.

Although the mass production of juveniles ocous
i Span and Portugal, determunation of the nutri-
tional requirements of the larvae remaing incompere,
Recemt nutrition-related rescarch has concenirated on
weaning problems (Cafiavare ond Fernondez-Diiaz,
1999, Day ot al, 1999 Dinis ct al., 2000; Engrola et
pd,, B0 Hebeiro o al,, M35 or on the armine pod
requirements of lanae (Morais et al. 2004) and post
lervae (Ronnesind ef ol., 2000, 2001; Arngso o al,
2004}, Drespite the impomtance of the essentinl ity
meils (EFA), ARA, EPA and DHA, in diets lor
manne feh lonae, oo mibmmbon exsis on he
requirements of these EFA in Senegal sole larvac,
First-feeding Senegal sobe larvae are brefly fed on
rtifers (from 3 to 9 dph), Glowed by Artcwnia
maplin, or diwectly on Arfesrie from (it Teed
(Villnltn and Fstéver, wmpubhshed dota), These live
feeds are naurally deficient in EFA (Sargent & al.,
1999), so it is necessary for the feeds 10 be enrichad,
ather with algae, oil emubsions or ather prepamisns
rich i EFA and other essentinl mdnents. Accondng
to Dinmis e al, (1999, differem enrichment regimes
in live feeds failed o demonstrate any clear effiect of
poelyunsaturated fatty acids (PUFA) on larval growth
o survival, Newenheless, on adegjste sopply of
casential PUFA during the corly lifc stages moy still
affeer gmwth pnd survival during lmer snges of
development (Howell e al. 1995) Furthermore,
Senegal sole, like all fatfish, undergo metanmorpho-
sis, with a wransition from an upright swimming
behaviowr 1o the “flu” fish morphology of an wdule.
Migraticn of the eye also ocours m this time. The
provisian of adequate nutntion duning mepe phys
wlogical evenls” such o8 melemomphosis s pintic-
wlarly erivical (Dhert et al, 19900, Esiévez ond
konazuwa (1995) repored that dictary EFA defi-
ciency canses incomplete metamorphass in other
Matledy,

Desgute the exfenswve resemnch mis binal reguire
ment for n-3 PUFA, only recent consideration has
been given to o< PUTA, in patticular ARA. ARA is

penemlly conserved during periods of stanation in
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manne Tehes (see review by Leguierdo,  1950),
including Sencpal sole (Mourente and Visgues.
1996), and serves as the preferred precurser for
cicmano] biosynthesas (Bell e al, 1994), High
ARA levels, however, hove been implicaied in the
malpigmentation of various flatfish species (MeEvoy
¢t al, 1998a; Estévez et al, 1999 Copeman et al.
2002, Bell et al., 2003), Malpigmentation is a major
problem in the culiure of many flothsh and dramat-
ically reduces its marketability (Venizelos and Beneni,
1599). Thus, this smady was designed 1o investignte
the role of dictary ARA on prowth survival and
pagmentithion of Senegl sole lrvae from 3 fo 37 days
post hatch (dph) using & dese—response design. In
nddition, a furher aim of this sudy was o kdentify
correlations between fatty ackds in the head, gt and
whole cwrcass with those found m the deet o
determine whether porhicular fnity ocids are ey
preferentially reteined or utilised

L. Malerial and metlionds

2. Experimental emulsions

Commercially availoble DHA and ARA oils
obtimmed, respectively, from the heterstmopbically
grown algac Crphecodin/ior colimil (Meuromins®,
Manek Bioscience, USA) and fungus Morsiveellie
alping (Vevodar®, DSM Food Specialties, Nether-
fands) were dsal. Vevodar® ol grmdually neplacsd
olive ¢l 1o produce emulzions with “low™ (ARA-L),
“medium™ (ARA-M) or “high” (ARA-H} ARA con-
tents The components ugad in the formulation of cach
emulsion and the selected fatty acid compesition is
shown in Table [, Odl mixtures were emulsified with
cqual amounts of distlled water by homogenising
with an Ulrraqurrax T25 ot high speed for 60 8. The
emubsion was then tnnsfernal o ploste syninges, the
wir removed, the synmees cooled anoce and kept i oo
refrigermor (4 "C). in un upright position. A commer-
cial emwlsion (DHA-Protein Scleo, INVE) was used
A% o reference diet.

2 Ldve vl coveiclmmeni

Rotifers were enriched in 10 | containers at a
demsity ol 500 rotifers mi~" for 12 w20 °C LT
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M. Filtali ot ol Aquscseliore J45 (2005 103200 105
Tibsike |
Formusbaion and famy ncd ecsrponition (% TRA) of the sommersial smaliion, DHA-Prowin Seloo, snd the evperineemal eelabon s (mean = S0,
=3}

DHA-Froten Eelos ARA-L ARAM ARA-H

Farwkaina fmg g ')
Viewnadar® i il 140 i
Vegembde oll® is 13 o
(Hive il 158 2 o
Mearuming ® oil® 500 500 S
Sappr benmmemis! 18 1] 110
[ A-Proacin Schos ViHHE
Totsl FA mg g_'l Dw R1 TR S B ) FEF 1224 R 331074 350 2E5 55300
Fauy molas
H 20000 T1.8=0.5 E5=05 H5+=0.5
Itk MnE=01 T4.9=0.2 15.7+02 156+0.2
L FAEY N 1520, ENEL N FNEL R
Total astsmied a3ie1n Mus2s 27.5£0.1 ELEELIE ]
Lt ln=? HA4L03 1200 lAzon L2eml
1¥:1n-9 131+02 46.T=10.2 35 4+0.1 24700
kind IRET T o, 3=i0 3l [T
Toral mescunaaniesad 45402 49 5205 ELE R B R R
18; 20t BHEOS 44202 4.1zl 38i02
2k 2n=b It 0,0 (RN D20
20 3=t (] 04200 LR T (WEL
Iednb =i 0 3= 780 14802
Toral n-8 PLIFA Hkizn s 4 =02 1insal PR B
1R 5R-3% 1 A=0T RS ] =00 NE ]
2kSned FYEY R 02200 i ELT] 0,720,
212:5n-3 19+00 a.1=00 B2+00 T BN
22:6in-3 14.7=0% 10.2=03 I13.1+0E 192=0.7
Toesl B3 PLIFA 21,7+0.% 21,0205 M 1+0T 21 5+0%
-8 11£0% 4 f=ild 15202 S
DHATRA 3400 101.h=14 4T A=K N4=4 0
ARATIHA LM+ 0.0 QhI=0a AT [EEL R
ARAERY 2+00 1.0=00 190+35 21103

Totals includs ioms: minor dompomenis nof shown,
* Wevidar® oll, NS Fonds Spoclalies, Debh, Naberlasd
" Cannls and sovhean oil hled
* Heureming® ail, Menek Binieienees, Columbis, WD, 154
* Sopplemeot: Sov keithim M0 mg vitanin £, 40 pg

0.1 g I”" of all emulsions. Aficr 12 b, the rotifers were
gently washed with UV filiered seawater, nnsed for a
further | min with freshwater 1o reduce bacterial
loads, and subsequently fed to the larvae.

Six-hour-pld Arremtia nzuplii (EG smain, INVE)
were enriched in 10 1 conminers ot 100 naupli ml™'
for 18 b oat 26 "C with 0.6 ¢ 1" of the emulsions.
Enncha! metanaupln were tharoughly wished wath
U filiered seawater wnd (reshwater (15 min) before
feeding w the larvae,

Rotifer and Artemia wiere sampled twice during the
expernmental penod for bped snadyaes,

289

2.1, Bafe larvicrlmwe

Senegal sole (Solea semegalensiz) Sggs were
oblamed rom Centro de Investiguedn v Cultive de
Especics Marinas (CICEM) “"El Tomdo™ (Cddiz,
Spain) from n broodsiock held under naturl phoso
and thermo periods. Fertilised egps were transported
by moud 1o Censtro de Agoculours-listing de Receres 1
Teenuologm Agroalimentdnes (CA-IRTA) mnd lorae
huchod during trunsport. Once ot CA-IRTA, larvue
were distributed (30 larvae 171) into twelve 35 1, 150
jerm imesh beskels destribeded amongs four, 1500 |
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holdinge  tenks. The tanks were connecled o
recirculation unit described eleewhere (Carhd et al.,
23], Water temperature was maintsined at 19+ 1°C
and salinity was 3%, Photoperiod was maintamed 2
I8 h lightt h derk ond mild ceration was provided
Larvae were fod on rofifers from 3 1o 9 dph at p
density of 10 rotifers ml ™" and Arenla nauplii from 6
until 37 dph. Arfermian ration was adjusted o be 0%
bowdy wenght {bw) from 3 to 13 dph, 20% bw T 16
tr M0 ehph, and T bw Broan 31 to 37 dph follewmg the
recommendations by Caflavaie (personal commanics-
ton, 2004) 0 gvold uwnenriched lefiovers, Water
climges m the bokling ks were perfommed daily,
Live prey were distribufed fwoce per day,

Stanckerd lemh and dry weight were memamal o
I, 4, 6, 10y 12, 15, 20, 30 and 37 dph. Twenty luvae
were sampled, placed in beakers and cuthanized wsing
lethal concentration of Jqmine henronte methane
sulphonate (1000 mgd, M5 222) Length was
measured wing o dissecting microscope and image

Takie 2

M. ¥italis ef al ¢ Aguoroadiune S5 (00 95000

amelyser (AnelvElS, 515 Gmbh, Germany) Dy
weight (DW) determination was camried out by rinsing
larvae with disgilled water to remove salt and then
over=drying at 60 “C for 24 h. Gyve migration during
solc metnmorphosis was asscssed according w the
description of Cafiavate and Fernandez-Diaz (1999),
Dramn are presenied sz the relamve amoune of larvae ot
cach stage of development & the same age. Eve
sgradon des (feagd wis caleuloied aceording o
Solbakken ot al. (1999} copsidering stage Jb and 4 of
Cpflavate ond Fernandez-Dhinz ( 1999) ps 4 and 2 in the
cakeulation of the index,

Ty = E{% hsh i ench stage®siage] /1K)

Triphaate samples were tken o 1 oph (1935
larvae) for initial biochemical analysie Additional
larvae were sampled at 15 (50 larvae basket™") and 37
dph (20 larvae basker™", heads, guts and carcasses
dissecied on we amd kepl segsenel v Tor hpad ansdyses
The samples wore placed dircctdy imo chloroform

Fanty sl ovmpesitiom (%% TFA) of newly hatched larvae (1 day poss-hasch, ‘matal™p and Artermis naupli mniched wth commencial (DELA-
Protcin Sclen) or cxporimemial (AR A-I., M, H) cmubisons (mean= 50, m=1)

Larvae Ancmis
T iad DHA-Protem Eelar ARAL ARA-M ARA-H

Tennl Lipka "'““'FI Wy 41s3 8 116 146 4" 11 2eg 4" 142 0ay 7 112 A=50"
Tean] FA fmg g~ ' DY 1.7% 06 o] T L et 0" a4 8 2 24 4"
141 1404 A= 25100 3 A=0" 202"
160 218401 HEsk 120 &02" 120202 129402
180 R S420) b R 4 3= T30
Tioial s armied 31502 KETES N o W31t w14t IT1ERT
1&0s-7 23%Mm 7 Bd=i o bRl B 3.0=00" 110"
18180 EE£0.2 el A30402" T o B
18 1m-7 LTI N Th=00 € G 1 4 A= 1" €401
Him-1E L=y (LA DA TG A=ikil 0=

20:1m-9 03501 =00 =02 0102 05=00
Toial momnmsaturaial 0E+ b A0S 51815 oy RIS
18-t fi8=ki =il 5 TI=l o i B=ill A aE01"
20 2apets 020 (L1 ) nn LI ] AETE N

20 3aeie 0o (ELH] 03300 {3200 LR

il T LR IT] B2edi* LRSI 45205 w105
Tirtal -6 PLIFA 51+0.5 FA4=03" T+ 1.7%04" 163514
18303 0300 4103 125%1.1" 118+ 18" 13.620.5"
Hi-dm. 19+ K IA=h1 1 &= 1 1 &=dui 14=n2

e LT | CRERLEL [EREL N1} 2.0 02200 R ERITI]
i | 2ald CEELIN [ TR ¥l b |2

“Totsd ne§ PUIFA Izl H2z0 ek FYHE o M 0z0 bk FY L
AT [N R JH=02 EELEIN | R ETIE EEESIN

AR ATHIA 0.1=00 o 1= 41" a0 < 801 IRy
AR MEDS, a7+ 1 o, 1= a® AT 001" 1.0=02" fosns!

Totaks e hule soene mimer compoesnts mol koo, Sepemcnipts (o, b, e, d) denote significom Jiferomoes smong docts | M005, Fy )
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- ATH
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Fig. 1. Tempural champes in length and weight o [ Semeyal sole larvae fed A remia enriched on commevcial (DHA-Proiein Seloo) or experimenmal
[ARA-L Al -Hi emulsuns imean =30, n=3 ) Differmi supersanpis demote 2 sgnificant difference | #7005 | ameng dietry irstmemi ab that age.

methanol (21, vwv) and gored under nitrogen at =20
O il abysis

Survival end pigmentmion succcss were deter-
mined at the end of the experiment by counting and
nssessing all the remeiming lovae, Abnormally

Takike ¥

Caowth, survival sl pegentabon of Semegel pole lapvee afher 37
days of bemg B4 Aremia enpched on consmercaal [IHA-Proizin
Seko)or experimemial (ARA-L. b, H) el sons (mean+ 5D, n=3)

pramented ixbvidupls (tolally or parally ol
mentad) wee oomideral e o whole g watlmi
giving amy category of pigmenation index due w the
inconveniences of such classifications (Bolker and
Hall, 2000, Mo awmbacolored (hath sules pagrented)
fisdh weere deterdel.

24, Lipid vl

Totd hipuds (rom enrwehed live food and larvol
tssnes were extrocied m chlomiormm) need banol (21, v
v] using the method of Folch e al. (1937), and

291

HHA-Prefein ARAL ARAM ARA-H
Bl
Final lenpih 12812 NA£1LE 119219 1222015
e
Final weight  S.0208 a45+1.5 L1217 dH2l2
(gl
Survival LEL RN ] ALArINd SHELILT SA0asT
™
Mgmenmeion  #AS0.1¢ W 7+040 ARSI 15R=T 0
{ el

Supsnicnpts {4, by, o denole spmaficant differences among groups
(P00, Py o bength, g ma For DW and Fy i 8o survival and
i A b .
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with (.01% butylated bydroxytoluene (BHT) at =20
C umneil final analysis.

Acud cambysed mansmethvlation was carmied oot
using the method of Christie (1982). Methyl esters

gquantified gravimetncally after evaporation of the
zolvent wnder o sweam of nirogen followed by
vacuum desiceation overnight. Totzl lipids were
gtored in chlovoform:omethancd (2:1, 20 mg ml ")
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Fig. 1. Chanyes in eyve magralion o Senegal sole laroe (dapes as m Cafavale and Femamdes Dae, 199%) fal Ariewis enriched om commercal
(THA-Prodein Selen) or exponmenml (ARALL, A, -HY e raibidona. Verrical hars dsow the persencage+ S0 of fiah & ach wape of developenem
Daflerent superscripts demote sgnificant differeavces (=<1, 08, ==Ma0000) amoasg dictary realments of 1he same ape. Eye mignabon ey
(el i absowry i @ lie plof aboive e vertical b ¢ hart fis valees in parenbedes ané proi ided where signifscimt differences | <0 ) wene
recorded between dielary esmenhi ot Bl sge
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were extracted twice using sohexane:dicthyl ether
(h:1. wv), purificd on TLC plaws and analysed by
gai—liguid chrommogrephy on o Thermo TraceGC
instrument fitted with a BPX70 capillary column (30
m=h2% mm ad, SGE), usmg a twoestige thermsl
grighiend from 50 °C (ngeston temperature) o 150 °C
afier ramping ar 40 °C min™" and hokding m 250 °C
afier mmping a 2 “C min~', hydmogen (1.2 ml
man Peomstiont P mte] as the e g, on-onhiomn
mgegiion ond Nene wmsaion detection, Penks were
wentified by compunson wath knovwn standurds
iSupcloo, Muodridh ond 2 well chamcterised fsh e,
and quantified by means of the responge factor to the
mdernad standard, 200 faty ecid, wkled proor o
transmethylation, wsing o Chrompaek  progrm
(Therma Finniganh.

25, Statisiics

The variance of the dat is given a5 sandard
devimion (50 of the mean of three replicaies with

Talrle 4

differences tested for satistical significance ( P2005)
by one-way ANOVA followed by o pair-wise multiple
comparizon of means using Tukey's test. Prioe 10
slatistical analysis percentage data were arcsin trans-
formed (Sokal wml Rehll, 1998 Linear amd poly-
novmical regresseon analysis were wsed 1o slentify the
relmionships bevween dice and larval paramcters, A
Statgraphics package (Microsodt) was used for all

stitistical analysis.

1. Resulis
A4, L compesision af e prey

Faity acid profiles of inimal larvee (1 dph) and
Artemia enriched on the different emulsions are
provided in Table 2. The composition of the rotifers
5 ml shown due o the shod tme of oniler Teeding
{onky & doys). No sigrificant differences were found
in the toial lipid content of the nnuplii enriched on the

Famy aeld essrpasnion (% TFA) of the head (inchading hrsin sed eyen) of Sensgal sole larve afier 37 days ofheing Sl Ameras eariched nn
comnsereial (D A-Prowcn Selea) or cxpestmenial (ARA-L, M. H) omsddons (mesn 280, n=3)

DHAProten Seleo ARAL ARA-M ARA-H

Total Bpkds mg g " QW R T3+114 T AEL0 ALE=E 0
Tolal Fa mg g ' DW M lak4 43,98122 EUATEE 5paele
(ER] Rk i ] 1A=1.1 NN Lixhd
160 15.5=00 14.8% 16 14.9+05 15.1%1.6
1540 005 THE12 RAEOE EEEL T
Fotal samumied T B M2 M 1x2l 268L29
1 L n=T 1 hE0d (RN LEgdla (WIS
18; 1= 19,2 60,088 Hoe ] mias) e 1H0ELT
18:In-T AR 6.1=04 54405 LATTT
ko010 401 0.1=0.1 bS50 DAELD
ik nei 1. d=0,] e 103 0,101
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experimeninl emulsions, olthough nmeplii enriched
with DHA-Putemn Seloy bad spmficeily lower total
bpid content compared fo tuee ennched on - the
caporancntal cmulmens, Mo sigmbant diforences
were reconded in the content of saturated fatty acids
(S5FA) and n-3 PUFA in experimentally enriched
poupln, Sigmbant differences were found 0 the
proporiwons of moonomsdemted (MUFA) and o
FUFA in experimeninlly enriched nmplii due 1w the
differences i 18:1n-% and ARA. reflecting the
composition of the emulsion. The experimental
ermulsions. with gradsated ARA resulied i oincresing
proporiens of ARA with similar bevels of DHA and
EPA, DHA-Protein Seleo enriched nouplii had sig-
nificantly higher levels (38%) of SFA, and lower
levels of MUFA and n-3 PLUFA {14%, due o a lower
coniend m 15 2n=-3) than the caxpenmentul grogps, The
rwios of ARADHA amd ARAEPA in the nouplii
varied significantly berween groups, being the highest
i ARAH group (1.3 and 60, respeciively) wmd the
boweest 1 AR AL growp (I ad 007, respectively )

Tuble 2

The DHA/EPA ratio did not show any significant
difference woong the groups

3.2, Rewring svccexs

Larvae fed DM1A-Protein Selco-enriched Amemia
were sipmilicamly longer ( P<00001, Fy 540 Frz 1a)
than lnrvae fed the expermental diels an 20 dph, ond
significamly longer compoered o lorvae fod ARA-M
and ARA-H a 37 dph (Fig. la, Table 3). Dry weight
was not significantly affected ( P=0.267, Fy a0 by
any dietsry rentment at any tioe of the experiment
{Fig. IB). Survival was not significantly affected by
any diet { P=06%, Fy . Table 3}, with an avernge
survival of approximately 50% recorded for all
g, Sigmbcent diflerences | P<005) i the styge
ol metmnorphoss were [vumd between 13 and 200dph,
with DHA-Proacin Sckeo fed larvae having more
advenced stages of eve migration (Mg 2.8 and 3,83
al 15 el 20 dph, nespectively) than larvae fed the
experimental ARA drestments (Fig 2) Ineressang

Famy acad composion (% TEA) of the gui (inclafing the Bver) of Senegal sole kevae afler 3T duvs of being fed Anemas ennicked o
comnvercial {DHAProbein Selco) of expaimental {ABRAL, B, H) sobiionl (mean s S, n=3)

DHAProlem Selco ARAL ARA-M ARA-H

Tokal lipids fereg g =" W) T e 1R IEEER LN IICEENEN o L ERERL
Tzl Fa (mg g~" DA W oieE0t 4 500" LR e e 17 A+1R
144 0 80 3" 1Rl T Ca 1. 7403
e 14 G=0 8" 1324030 14 e ] 3n0 13, 7+0 7%
150 95802 L0E0.2" LEEAE itos
Tiial saburaied n1x0e 116+05" WHE+Ls" JEE LS
It 1n-T 2002 12+02 10+ 2.7+001
18105 WSR2 63£1.4° 25x1 M03E0P
18 in-T Th=0k a0 mi=ih RETE
k1n-00 0. 7=d] f.7+01 0T f5+nn
20 0% ERETN LNES N RSN [RE-TH]
Total mumiunsasas el JE4£2T 41.3+23 IET+5S 14.0+1.5
18:2n-& 5702 f.2+0] 2103 55+0.5
2E2n-5 8.2x00 n2Lom azrznn n2Lan
& 3= [RES T 02+l NELT T
2hdnets 4 4208" 2503 &7z05* 97805
Tolal mfr FUFA [FR T Vg YAELEY 11.320.5" 1752102
18:3n-3 .6=0E B+ 1.0 Ed4=11 L EIES N
20:5n-1 LNE L] 2.3+04 L2E*1.5 16+0]
hdnd 100 204 2isnd 20
22603 $2z0 e 20 TRLO) 871}
Folal w3 PUFA S E e rrl e TR 2ty
DAL PN Juel.l apiold EEERE oaknd
ARATHA 0.5+007" 02+001* ahFaT" L1002
ARAERA 17205 1i00T il f.a+1 3"

Tniak inchele some mrnor compaoneniz. nol dhoam ﬂl.'“q:nl# im by, ch denoie apmificesd 4 feenoes smmosg prosgs ‘.Fl‘ﬂlil-l Frnk
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dictary ARA slowed the degree of eye migrniion at 13
arnd 20 dph, with the most ddvemced eve migration
the expenmentnl dwets oocumng Tor dhe ARA-L
trcatment (235 and 3.32 ol 15 and 20 dph, respec-
tively), followed by ARA-M (2.05 and 325, regpec-
tively) while larvae fed ARA-I had the least
advanced (1,95 and 235, respectively). Eye nngration
wits complete and mormad moall the groups @ the end
of the experimen.

A3, Digtary effeces on lipid and fany acud composition
o lnrvad tivaeey

In order of relative abundanee. initial lsrvae
contained especially high proportions of DILA,
[t, 1%:1n-9, 180, DPA and BPA (242, 218, 5.8,
7.0, 4.1 and 3,9 izl fany acid (TFA), respectively,
Tuble 2). Total lipid comtemt of the head (including
beain end cyes) was not offecied by dictory trest-
mmerils | Tsble 4), while the totad hipad in the guts

Tabike

(F=003, Toble 31 wos lower in both DHA-Protcin
Sebeo amd ARA-H fed groups amd i the congiss
{ <1 03, Table b) m ARA-M fod group, Gast ooand
carcass lipuls wore msily composced of moiounsa-
tursted Gafty acids (MUFA. 35-41% and 37-42%
TFA, respectively, Tables 5 and G), while the largest
proportion of PLIFA [3%-43% TFA) was fourd i the
lipids ol the hes), Alter 37 diys of feedig, the Gty
acid compesiiion of the three lorval tssus reflected
the fasty acid composition of the diet used for larval
rearing with most changes occurring in the propor-
times af MUFA and PUFA, especally in the el
Saturated fany acids (SFA) were relmively constamt
and sceounted for approximuocely 25%TFA in all the
tissucs examined. All three larval tissucs responded
to dictary ARA by exlubiting a significant
(F=00000) increzse in this faity peid and in the
total n-6 PUFA coment { P=0.05), DA poporions
were highest in the head (range of 13.0-16.1% TFA)
thim in the other tssiees, wherms EPA content in all

Famy acid composition [ TEAG of the carc skl o f Semepal sode lnvis sfter 3T dayi of being fed Ariemio enriched on Commercial {DHA-Frotein

Selea) or expanmental (ARA-L, M, H) emubtions {nseas 2 50, m=3)

DHA-Prigin Seloo ARAL ARAM ARA-H
Totad lipids (g 'il'l LWy L 1220800 1N (e, Wi
Teasd FA (g g™ W) Hi b3 5" W= ET e Ly {2 1242
144 i 4 e 131 152
184 142404 123214 132452 1% 4407
150 B0 s Thald ThE s TR:08
Total sammied 254=1.0 1E=Li 15+10 24.7+15
1cin-7 4.1%0.2 4100 41%03 1E=0I
18180 102460 1* MR 3 4§ 4 ) Al P
180n-7 Ta=01 4p=13 Aol 6 T=is
Hrlm-11 y=dl hd=11 ns=i | &+l
WlmY RETN | B4=03 LBEN 0200
Total mmoursarai el 173+1.2 4231 WE+24 ITE+1H
156 5901 1717 FLESE f0=01
2R na=mn7 1204 nHE=m7 0r+mn
M le-n 2= i e ik=A1A1 02+l 4=
Ity s3eai® (R o s2an4 Then 1
Tofal 06 PLFA e 1a=1" [FEES 1 13 2= ma"
153m-3 10.2+0.6 BG=11 CEEIA 20+1.3
i5nd 4001 La=0.0" 11+03" 1.T£0.3°
15w 3hen 1t ZAzoa LETT N LETT
Tt B RO Bi=l4 T AN ol
Tedsl 0=} PLUFA 200608 254232 ey 2324
HLAERA L7=0. ) 1=0.8" AR Adra 03"
ARATIHA [LES Y B2+0.1* 004" LO+0.0T
ARAERS fhh+0m" {5 =41 1" 3 !1&4" 45+04"

Tets ine ke weme HAERAF CETRNERE AL (RN, KERErsTipis (8, b, £) denke ERINeRnr HNEENEs Amahg FOUm. { FEI0S, Fy,)
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Seloo) or experimental (ARM-L, <M, 1) e b {meen 250, i=]], The bovizontal b indicates the poied wisere e proportion of fatty scids
n tee thsues and diet gre pienbcel Values sbowe this bne imbcate o grealer proportion of fafy acsl i @ Lesse relative (o the diet, and

VICEVETIR

the bssues wis mversely od 51plll]cunllé' refedeed o
dicary ARA concentruton (P=0.0011, #*=0325 for
Bead, P=0019, r*=0519 for carcass ond P=0.06,
P o gul)

Levels of dietary fatly acuds alfecled retention m
the lprsal fessanes (Frge. 35, Al larvae lesd lower reliive
levels of 15 In-2 in their tssues than in their diet,
while PUFA. and especially DHA, EPA and DPA,

were foneml in higher propoctions in the tssoes relive
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o fhe diet. Lorvae fed ARA-L ond DHA-Proten
Seleo enriched Arremibs had higher levels of ARA in
their tissues then in the dier. Sigmificam, pesitive
Imear regressoe were foumd between the absslote
amoands of dictory ARA fo that foundd i the hed
(ARA=1402£1 f\-l.l.l“l.'llhr:,' ARA, IR, re

0,7261, the gut (ARA=RI.722043dictary ARA,
P=007, r*=0.63) and the carcass (ARA=10.204
135 xddietary ARA, P00L009, 0,349,
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Fig. 4, Relstonship between dictay ARATHA and ARAEPA ratios and pigneeniabon success of 37 dph Sencgal ache lavee, Lineas

regredsions have been fided 1o e replicale data (m=121L
34 Effects of dict an pigmeniaion rafe

Significant differences ( P<00001, Fy, 11, Table 3)
were found in pigmentation mate, with almost 100%%
pigmentation recorded in DHA-Protein Selea and
ARAL fTed lorvae wlale sigmilicutly higher propaor-
tions of malpigmented lorvae were found in groups
fed with ARA-M and ARA-H enriched live prey.
A sipnificant. pegative lingar repression was found
between the ARA content in the hend and pig-
memtation rate (Pigmeniation=149.23-3.12 ARA,
P=0,0012, #'=0,706), whereas for EPA the regression
was pogitive and weak (Pigmemanon=-—1.14+
4. 56EPA, -0 007, re A43), Thus, o chewr pelniun-
shigy can be esliablehed between the dietory content of
ARA, the secunulafion of ARA obscrved in larval
tissucs, concomimnt with @ displucement in tissuc
EPA. and the pigmentation rate in Senegal sole larvae.
As g nesull the didtary ratios o whch ARA ane

invelvel were spmbcantly esocuted with prsimnen-
taticen sapocess {Fig, 4],

4. Discussion

This sudy is the first 10 cammine the cffioet of
dictary farty acids on larval Senegal sole performance
using a dose—respense design. Sunvival and growth
riles were nel affectal by digtary ARA, even af very
high concenrations (up o 8% of the oml FA, 4053
mg “" of toml lipsds), Other authors have also shown
tha dicwry APRA can be provided in very high
amounis in other Madhsh species during rval devel-
opment, mehwlng summer loomder (Willey ef al,
2008 sellowinil Nowmder (Copoman ot al., 2002),
turbot (Egdvez o pl., 199%) and halibu (MeEvoy ¢t
al. 1998a), with o effect on growth o sunival,
DY A-Proten Seleo conioms ather nuritionad compa-
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a

ments ot specilically provided in the expenimental
emulsions, =uch as proteing and vitamins, Subse-
quently it was not surprising that larvas fed DHA-
Protein Sehoo-enriched live foads were slightly barger
than their coumerpans fed experimenilly enriched
live feeds and, 85 & result, the DHA-Protein Seleo-fied
lzrvoe showed sdvenced metamomphaesiz (Fig 2). This
was paticularly evident batween 15 and 20 dph when
the mosd I‘||‘I:I1H'l|:l'll..1!|:| ||1:I!an:||.lr|'l|.||:' evenls ooeur,
Faster growmyg lervas gencally mclamorpbose more
quickly thun their slower growing counicrparts (MNocss
ond Lie, 1998), with slower growing lnrvae oficn
reconfog higher morahity af the el of the s
Formnbamn process [Chnstensen and Komsgand, 1999
However oo significant dilferences were recondad im
survival of the larvae at the conclusion of the
experinient £uggesting the slight differences in growth
were nad important fr this species in terms of
srvevisl, Interestingly, inermemsing dietary ARA showed
the rae of metemorphic cvents, aich o8 cye migration,
At 15 and 20 dph. of the expenmentally fed Llanae.
larvae fed ARA-L had the highest eve migration
indexes. followed by larvae fod ARA-M. while those
fod ARA-H had the lowesy cye migration indexes, As
powth wis not relaed o dictary ARA, some other
mechanism was cousing these differences. This
suppests that ARA and s denivatives can directly
mfluenee metamorphee processes m fatfsh, alibougl
the bischemacul meehamans cawsing this are oot well
understood,

The initin larvee comained especially high pro-
prrtioms ol DA, THA0, D810, DA wnd DIPA, which
= comsnsdent willi imtml vakees reoorded moother
barval mnrame Dish (lapuerdeo, 199, Siemlar resulis
the FA composition of =ole lurvae at | dph, in relative
and absolute amounts were found by Vanquez et al.
(19%94) and Mourente and Mazaquer (19%:), Senegal
sole [prvae Tl the expenmental diets hod Tty aoul
compositions that generally reflected dictary propor-
tions, which is consistent with other studies on larval
fish (Mowrente ¢t al., 1993 Harel et al. 2000; Koven
et al., 2001; Dransden ot al.. 2004). ARA accumu-
letion in larvol nssucs was proporional wo dicary
content with up 1o &0 mg l" lipid found in the bead
af the fish. The dictary effect was more pronounced in
the head and the gut than in the carcass composition.
Sumilar nesults wene observiad in furbol (Estever et al,
1503y, 1MHA content was moee then 509 higher mi the

298

AL VUl e ol F Aguacelinne 245 (2N5) T9R-S00

Il tham an the other tssoes showng e esentinhity
of this fatty acid in neural and visual tissues
(Mourente et al, 1991; Bell et al, 1995b) Ko
changes in DHA tissue content were observed in
relotion to dietary ARA input, contrary to the
obzervations of Horel er ol (Q2000) in white sca bass
larvne. EPA content, on the other hand, wos signifi-
cantly reduced with increasing uptake of ARA in all
the tissues examined, with ths reduction sl ily
bagher m the head and gut than i the carcos Lipida,
Similar cifees of dicmry ARA on EPA tissuc content
hove been observed in other marine (Eswévez et al,
1o Wilkey ef al,, 20008 ) onal Ireshwader {Harel ef al,,
UM fish Barvae which bas been obinbaded o dhe
eompetitive mierotion between these two Gty souls
{Tocher and Sargent. 1986; Bell et al., 19%95a). Harel
et al. (2000) used linear regression analysis between
fatty ncids in relation to ARA levels in lnrval tissnes to
eloulate the displocement o accumulistion rdes of
cach fiy acid in the tissucs, Using this method we
only obiained a significant regression bebween ARA
and EPA contents m the gut. In this case the rate of
displacermnent was 0,147 = 0,073 mg EPA permg ARA
(F*=0.286, P=0.07). Except for the reduction in EPA
tissue levels with increasing ARA, no other comperi-
tion berween tizsee famy ackds could be observed in
Senegal sole lanvae.

DHA-Pridem Seleo oml ARA-L Fel frsl shomesd
hagh redention of AR A, which was nol suprising given
that initial lervae conmined 2.%% ARA compared to
only 0,1-02% in the DHA-Protein Scleo and ARA-L
diets, As more dictary ARA wox provided  the
retention of this ity sewl wiss sipmificontly reducead
DIHA comderd waes samelor el the diets il 19 all the
groups of fish, athough inital proporions of DHA
{24.2% TFA) were approximately 3 times higher than
these fonnd in all groups of lanae (approxi nately 8%
TEA) a0 37 ofph, Sargent o al. (1999) hove proposed
that the requircments of cssential fatty ocids can be
defined by examining the proportions found in the
egg. While ¢gg fatty acid contents were not measured
in the present experiment. the DHA value of 24.2%
TFA found in pre-feeding lanae i substamtinlly
higher than the proportion of DHA that was being
provided in ol diets {overnpe of 7.3% TFAL This
provides some indication that dietary DHA was
probably not sufliciently  provedesd,  Interesmgly
DPA, which was provided ot los than 003% TEA m
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all dietz, was found in high propotions in larval
tissues, reaching levels 100 = greater than these in the
dict. Due 1o n bhmied expression of clongase and
desaturase genes, marine fish have limited capacity 1o
convert 18 3n-3 to longer chain n-3 PUFA (Sangen
el ml, 2002 Tocher, 2005), On the ofher lond, some
species hove some ehility o convert EPA 1o DHA, it
is ot low mtcs enly (Sergent ot al, 1989, 19935),
Elongase enrymies quickly facilitate the conversion of
EFA o DA, Hirwever, Timl aowersion of DPA o
DHA s e complex, with clongation, desaturtion
und chan shortening steps- ol bemng required, moking
this the mie-limiting process. Consequently maring
fish fed inadequate dictary DIA are unable to
wmpletely ebmgate and desaturzte EPA to DHA
rmpidly enough fo meet requirements, and swhee-
quently the imemedise produc,. DPA, ofien accu-
miilates. This has been supported with studies on
other marine fish larvas (laquierdo et al., 1992; Bell &
al.. 1995h: Bransden ot al, 20040 Accumulation of
DA in the presem experiment 8 consisient with
diemary DHA bheing below the requirement fior Senegal
sole lanvae and that like other marine fish, Sencgal
arle fas lomted capacity to completely convert EPA
o DHA. As DHA concentration was the same acnoss
all trestments, suppiving DHA presumably below the
requiremens will not mask effects induced by
praboied ARA  cmcentreiions, Howeser, furiler
work s mequinead e determime optimael DHA reguire-
ments for this species,

There i3 o clear relationship between the dictary
content of ARA, the accumulation of ARA i larval
tissoes and the pigmentfion mde of the fish, s other
athors hove already mdicnted (MeBvoy o o, 098]
Estévier et al, 199% Copeman ol el 2002), Willcy
et al (2003} fed AR A ennched rotifers and A rfemia o
aummer flounder and found a dose-dependent effect
of nereasmg dietry ARA and the moemlence of
malpigmentation (Willey, personal communication,
20040, In the present stdy, ARAEPA (F°=0.917.
Pe0001) and ARADHA l_r==ﬂ.#5!, P 000
dietary ratiog were found to be related to pignentation
rate (Fig. &), Nutritionnl experiments with other larval
flutfish support that dictary ARAEPA & importunt in
pigmentation suceess (Teble 7), However, DHAEPRA
{2 =050, F=0.0) mtio, which other authors (Reitan
el al, 1'%} have reported o lave a positive effect on
Hatlish prgmentuton, ded not show mmy relatnslup
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with pigmentation rate in the present study, Further, it
i5 becoming more cvident that dictary DHA probably
is not a factor in Audish pigmemation, For example,
Seikal et al. (1%87) fed unenriched, and DHA-free,
Artemin wowpln o Japaese Domder (Faralichtigs
olivecens) that resulted m oup o 76% nommal
pigmenztion, Copeman et al. (2002) fod rofifers with
enly 1.7% DHA w yellowmil Bounder lanvae and
obtained one of the highest pipmentation rates (46%)
revorded i their shedy (Table T

The expet mechanism cosing ARA-mduced mal-
pigmenttion in fladishes remains unknown, bt three
hypotheses have been postulated. Firstly, ahering
dictary ARA can result in a sub-optimal biochemical
compesitum of the membranes of neornl hases
invelved in the control of mewmorphosis, melanin
synihesis and chromatwphore differentiation (Esiévez
et al, 1999}, Secondly, excess production of ARA-
derived cicosanoids results in fish experiencing a
bicchemically-induced stress (Sargent et al, 199,
Thirdly, tyrosinase synthesis and degradation, which is
neces=ary for regulntng pigmention, can be modified
by deetary n=6 PUFA { Ando o al. 2004), Estéver & al,
{2001} found thit msbpgmentad Jopanese Qosuder
indueed by dietary ARA modification produced similar
amounts of melanocorting (a-melanscyie simulating
hormone, e-M5H, and adrenocomcotropin, ACTH)
which sre umportant in ithe pgmentefion proeess,
compared with noemally pigmented mdividunks, pos-
sibly invalsdating the first hypothesis although the
work would need o be confirmed in other flatfish
specics. We did not quantify the production of
cicosanonds i the present experiment. However,
disg-response relabwnslaps between digary ARA
{using formulations ad imgroedicsts sunilar io those
in the present study ) and whele body poostaglandin Es
{PGE: ) concentrations exist for marine larva of striped
rumpeter and Athiste cod (Bransden ef ol,, unpub-
lished data), PGE: may be imvolved in the soess
response of fish through modulaion of conisal release
{Gupta et al, 1985 Koven ef al, 2005) and Sargent
e al. (1999} have hypothesised that malpigmentation
could be caused by n biochemical stress. PGE; has also
been linked o o-MSH iNavch o al, 2000} These
swudics supaest an influence of dictary ARA on PGE,
synthesis which, intwm, may be affecting pigmentation
m Semepal sole lwrvae. However, [urber work w
roguuired o validate tis pomt,
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Distary DHAA comtend 145 TEA) and LPASABLA mibio (in the rotier, driesio o nataral zooplaskton, depending o the species) ad pigmentation
mxcoess of different species of Hatfidh according o the existing Riceature i fatfisl Larv uluee”

Diemry DHA %6)  Dietary ARA (%) Deemry o ARAEPA. % Plgnesasgion  Speckes Reference
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131 [iF] m13 AR

04 24 13 i

by LLE s 1 (4] Plaice Ihckew=0 ol led and Led fen
L] 3 20 I [ %=}

215 1.2 20 1% Yellowtal founder  Coperman et al. (22}
LT w7 2N A

2 12 134 47

134 1.1 el 3

* Only thoss referemeed in which the Fa compositon of the dier was gives were seheowd. Velues in bold represens dhose thar &d ne
oo with sher ussall el that is dhe bigher the ARA'EPA mibio the higher e incidence of malpigmentation of the fish.

Recent findinge by Ando et al. (1999, 2004} and
Stockli (2002) using mowse melanoma cells cubtured
with lineleic acid {15 2n-6, LA) cnriched medium (23
M) showed o 3% reduction in melanin content and
H¥ra reduction of pyrosinase, one of the enzymes
mvolved i melanm synthesis. Topacal acmsinetion
of ths fatty wead hes been osal 0 prevent hyper-
migmentary disorders in humans, such a3 melasma
{Lee et al, 2M2) and UV induced pigmeniation
{Ando et al,, 1998, Ando o ol (2004) observal ths
LA pecelerated the spontmeous degradabion of
rosinme. As an ksl llance botwesn brosinase
synthesis and degradotion is necessary for regulating
pigmentation. these findings may be particularly

relevant to the present study, In fact, other studics
ugng low concentrations of ARA reported a similar
effect on pyrosinase (Ando et al., personal communi-
carion, W),

In summary. disary ARA had no effect on growih
or sunavil ol lurval Senegal sole up do 37 dph, A
commercully avalable enncument promoted the best
gowth end is probably advanmpeous in expoditing
metemonphesiz, alibough it &id not improve overall
survival, Incressang didary ARA showed the metn-
morplue events durmg el stoges, ideabng the
importance of Uns foity acd amd iy denvalives on
fatfish metamorphosis. The fumy scid profile of
tisswes penerfly reflected thar of the diet, with the
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exception of a competitive interaction between dietary
AILA and tissuc EPA, PUFA were strongly retpined in
the nssues relative 1o the dicr, There was almost o
100-fold increase in the proportion of docosepentac-
moic acid (225 n-3, DPA) in the tissues redative 1o the
diet, which might indicate chain elengation from EPA
s a result of inadequate dictary DHA. Similar 1o
other studies on marine flasfish. a strong relationship
wits dletecied between the didary ARAEPA ratior g
mgmeniaticen. The execd mechansm aozing ARA-
induced mulpigmentzion in flafish remaing un-
known, although it is likely an cffect of exeessive
cicosanoid production or inadeguate regulation of
hyTosinse.

&, Uneied relerenoe

Abellon and Basureo, 1990
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The effect of graded concentrations of dietary DHA on growth,
survival and tissue fatty acid profile of Senegal sole
(Solea senegalensis) larvae dunng the Artemia feeding penod
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Alssirac

W enanumed the elled of deetary docmahesasivose acad (22000-3. DHA) on growlls, survival prgnsnlabon and Cally acid
composition of Senegal sobe lanvas wing a dose-response design, From 3 10 35 days post-hatch (dph). Larvae were fed live food
(rolalers from 3 o 9 dph, Arivenio smipli from 5 (o 35 dpl) gal had been eonclbed wsang one of inr esperimental enulsiom
cuitainmg fou gpradissied concontataons of DHA snd constanl aachidone scid (2040-0, ARA) and ercosagentlasmoie acid
(20:50-3, EPAL Final proponions of DELA in the eorched Artemin nouplii were descnbed ai “nil* (DELA-M, 0,075 oal fany
acids, TFAL ‘low® (DHA-L, 44% TFAL ‘medmem’ (THA-M, 775 TFA) or “high® (DHA-H. 14.7% TFA) Signilicann
i Tereieoes aiming Jeclsy ealimnals o larval length occurned ab 0, M0 and 36 dph, and g diy weight s 20 and 30 dph,
shhough there was no sipnificant relotonship bepween dictary DHA and growak The stage of ove migration at 200 dph was
sipnificumily allected by dictery levels of DHA. Mo sigmificant differences m survival were obinimed Teswe (hoy scid
concenimiions reflecied the cormesponding dieinry composiion. Fish fed THA-M omid -H enniched noopli tended io necomuslnee
less Lipid, mainly oleic acid (A, in the canass that might have cassed the lower growth in kength observed in DELA-H fish. 'We
Iypobesise thot negligihle smomis of diemry DHA meguired fie nomal deselopment in Senegal sole lorvee relow © o
medaminmee of FPA rother thon DHA in the hemihic fionn which this fAnilish consumes @ the wilil posi-setilemeni
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I Intreduction

The Sencgal zok i3 o flotfish found along the
Meditarrancan and South Atantic ccsses, and iz &
prime candidate for sgucalie 10 (hese aess dise bo
paod ket praces (1517 euro kg U eommercial
size =200 g), The reaning methods for this specics
have been well documenied (Dinis ot ol 1999, al-
though high momalities daring the weaning phase
poessibly due to modequate metrtion amd pathological
prohlems (Aarm et al, 2003) o well as poor success
chiaimng cges ffom captive brecders (Anguis and
Cafiavate, 2005) are constraints for the contimied
development of the industry.

Docosshesnenoie ol (22603, DHA) 5 ool
ered together with cicosapenenoic (2003n-3, EPA)
and arachidonic (20:4n<6, ARA) acids as cssential
farty acids (EFA) for marine fish, Live feeds. such
a5 rotifers and Arfemia, are generally deficient in
these EFA (Sargent et ol, 1999, so enrichment is
required, Failure to provide EFA to lorvel fish can
reault i reduced growth, puthological comditions and
mortality {Sargent et al.. 1995}, Few studies, however,
lave investigated nutribona] effeas on lerval Senegal
sole, Mornis et ol (2004b) wed different canichment
regimies in Arrgoria but fiailed 1o demongrate vy clear
effect of polyunsamrmied fury ecids (PLFA) on larval
prowth or survival, Nevertheless, @ adequnte supply
ol essential PUFA dumng the endy [ife stoges oy soll
alfect growth and survival dunng later stages of de-
velopment (Howell e al,, 1993), Recently we showed
that dictary ARA was important in the control of
piemeninbion o metumorphosmg (6 dph) el
Senepr sobe (Villolta et al, 2005) The raguinanen
for n-3 polyunsaturated (atty eods (PUFAL n Senegal
sole has not been evaluaed, bar during the snady on
ARA requirements (Villalta et al., 2005), accumula-
ton o decosopentaenme aosd (22:50-3, DPA) oo
curred im larval dssues. DPA s an clonganon
product from A with the peocess occurring mpadly
in fish. Subsequent ¢longation. desaturation and chain
shortening of DPA o DELA are far more complex and
most lkely occur or rates not substantial 1o peoduce
sufficient DHA for requirements (Sargem e o, |003,
1940993, Accumulation of DPA hes been observed
other studies on larval manne fishes with inadequate
dhietary DYHA (Baguiendo et al,, 1992; Bell et al,, 1995,
Bransden ot al,, 2004), and mught be indicative tat
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the concentrations of DHA wsed in our previous study
{1.5-3.3 mg DHA g DM~ ') were below the require-
menits fior Senegal sole, Thus, this siudy wus designed
w investigaie the role of diemry DHA above and
bebow our previows concentretions on growih sl
svival of Senceal sole lrae rom 1w 36 doys
post hoich (dph) wsing » dose-response design,

2 Maierinl and meilimis
2.4, Experimemal emnlrions

Commercially available DHA and ARA-rich woils
oblaped  from the helenvrophically  grown algae
Cryprhecodinfum cobmll (Neuromins®, Manek Bio-
science, USA)} and Bmpgus Mormlerelln  ajpiog
(Vevodar®, DSM Food Specialtics, Netherlands)
were used, Newroming®  oil gradually  replaced
olive oll o produce cmulsions with “nil" (DHA-
N), ‘low® (DHA-L), ‘medim’ (DHA-M) or “high”
{DHA-H) DHA contenie. The components used i
the fomulation of each emulsion and the major
futty acml compositions in the Arfemin nauphi are
shown m Toble 1. Oil mixres were emuolbsificd
with egqual amoums of disilled water by homoge-
nising with an Ulire-rrax T25 o high speed for &0
4 The emulamm wies then tmesfered o plastic
syrimees, the ar emoved ofter wheh the syrmges
were cooled on e and kept 1o a refngerator (4 (),
in an upright position,

2.2 Livee feraed emortchiment

Botfers were enniched i 10 | contumers ol o
density of 500 rotifers mi™" for 12 b at 20 °C using
0. g 17" of all emulsions. After 12 h, the rotifers were
gently washed with UV Dliered sewwater, nosed for o
further | min with freshwater 10 reduce bocwerial
loads, ond subsequently fied o the larvac.

Six-hour-old Arfemin naupli (EG strain, INVE)
were enriched in 10 | container at 100 naupdii ml
for 1% hoat 26 °C with 0.6 g 1™ ' of the cmulsions.
Enriched mewmauplii were thoroughly washed with
UV filvered scawnter and freshwater (13 min) before
feeding 1o the larvae.

Rotiler med Artewria were simnpled twice dunng the
caperimental penod for hpad anolysis.
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Formulation {meg ¢~ ') of the expermenial enubaon aml the resulting Ariewis naupli profile of key Gy acids (% weight of sl fany aids

{TFA), mean =500, n=2)

DHA-N DHA-L DHA-M DHA-H
Forom lariam (o g™ ')
Mesurnming ® ol * i 53 44 EL 1)
Vevndar® ali* L) &0 &0 LT
Vepenhle ail® f 5 nik b
jve ol £ 57 b 7 i
Supp bemenis® ] W) 1] )
Fofal kpids (mg g~ ' W) EL RN 02433 R 435873
Total FA img g~ W NTE1S MAE 60 JAE2R 123263
Funddy aviidy
1441 os£ml~ 1.7£00" 10+ 04" 40+321"
1841 1MNE=17 1E=11 R O 5] 145=0k
1840 €1+01" AR+01" 40+0 1% [Er Ry
Total safunied 1 ISE 13 2605 BAE30
1 L] Tarnd 203 ERER 23L04
1H: 1= TR N EERE 20 4 gpma Fraw N
20 1a-8 EERN] LEEY B O 20,1 0300
Toltal monounsafunied 720 4754 L9 ETEET Ty AIE LT
1K Zn-f PRI T304 17+ 06 HA£ 1.2
2In-f [-RET T [NES B! B1+10.1 LNES N
k-6 LSRN [RES B! B2+ 0.1 nE+02
hdn-f 13 +04 14+ 03 L+ 04 L4+
Tenal a6 PLIEA G0+ikd G4+0k G0+0 4 2+l
18 5n:]3 mredd 153740 173t 54 et 78
20505 e 1 LoLo] 1700 Lixu4
s T 00 LR G.0L00 ik 00 01200
3wt LD 444 o L= [N 0 B
Tintal m-3 PLIFA 15T+ 50 ME+42 D+ L1459
Turlal PURA MHI+54" Mlz4T 0+4T 4121+4T
nXnh 28+07 14+05 19+ 04 15+ 08
DEHAEPA 0.0+ ™ 20+ 05 4.5+ 14 0.5+ 1"
EPAARA 1ix0} B F [RF e F 3

Tials inghsde sume mnor anmpunents md shiwn,

w, K, ¥ 2 supensnps denirie signi B@nt bffereness amimy the groups ( P0.05)L

: raroming® oll, Manek Finssienees, Colenbda, MDD, LSA
Vervodar® oil, DSM Foods Specmitics, Delft, Netherlands.

© Comoln wed soyberim cul blend

* Lakelands Olives, MW, Ausiralia,

* Supplements; soy lecithin, 70 mg; it I 20 mg.

2.3 Bole lamvicudrnire

Senegal =ole (Sofer semegalensis) cpos were
chmined from CIFPA “El Torufie™ (Cidiz, Spain)
fom o broodsteck held under namiral photo and
thermio periods. Fertilisod cpps were tmmsported by
muel fer Ut de Agorouliure-lndiul de Becerca
Tecnologmn Agmalmentines (CA-IRTA), and lirvie
haeched during wanspon. Once ot CA-IRTA, larvae
were distributed (50 larvae 17 ') into twelve 35 1, 150

jurm meesh baskers diseributed among four §500 1 hold-
ing tanks. The mnks were connected o o recirculution
unit wpder the conditiony deseribed elsewhere (Villaln
cral., 2005), Lorvoe were fed mtifers from 3 10 @ dph
at a density of 10 rotifers ml™ " and Artenio nauplii
froem 5 to 35 dph. Triplicate tanks of larvae were fed
emh ol the expenmentally ennched live feals, The
Artermin rtion was adjusted as an Villaln & al,
(2005} to avoid unenriched leftovers (T0% body
weight, BW. day™' from $ 1o 15 dph. 20% BW
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fom 16 o 35 dph, 15% BW from 26 w 30 dph
umad 7.5% BW from 30 1o 35 dph). Live preys were
distribaited twice per day (00 and 1630 b Water
changes (M%) m the holding ks were per-
formed danilly.

Siandord length and dry weight were measured ot
1,4 6, 00012, 15, 20, 30 snd 36 dph, Twenty lonvae
were sampled, piaced i beakers and cuthenised wsing
u letlal concentritim ol 3-mmino bmemte metlnne
sulplonnte (100 mg | oME 220 Lemgth wis
mewswred wsimg o desedme mcmscope and mge
omalyser (AnalyEIS, SI15 Gmbh, Germony) Dy
weight (DW) determination was carried o by rinsing
lorvae with disilled woter to remove salt and then
oven-dried at 60 °C for 24 . Eye migmtion during
sole metamoephosis was msessed sceonding to the
desenpiion of Cufevate and Fernamoes-Doxe [ 198949)
It e prresentedd as the relative wmount of lrvae al
euch stage ol deselopment af ihe same age. Eve
migration index (fyw) was caleulmed aocording o
Solbakken ct al. (15999),

Triplicate samples were wmhken ot | dph (V=4510)
for initinl biochemical analysis. For on mssessment of
fimal bwschemoal aomposiion, 200 lavae basket X
wiere swmpled ot 36 dph, with the heads, s and
careiteses dissectied on we amd kepl sepamtely Tor lpud
mmalymas, The semples were pleced directby mvto chlo-
roformimethanol (2:1, viv) end stored under nitrogen
@ —20 °C upil analysis.

Burvival and final pigmemotion panem  were
assesaed ai the end of the experiment (3 dphl.

24 Lipid amerlyais

Toial ligicls froen ennched bve Food amd aoval
tissucs were extrected in chloroformymethanol (2:1,
viv) using the method of Foleh er al, (1957), and
gquanified pravimercally afier evapormion of the
solbvent under o straon ol mitrogen followead by vaco-
um dessecation ovemeghl. Totd hpds were stoned m
chlosoform/metlanol (2:1, X mg ml l] comdatning
L% butyleted hydrosytoloene (BHT) @ 20 °C
urtil final analvsis,

Acid catalysed wransmothylation was carried owm
using the method of Christic (1952), Methy] esters
were extracted bwice using wohexane'diethyl ether
(1, viv), punfied o TLO plates (Sihea gel &0,
VWH, Luterworth, UK) and anabyssd by gas-Dgusd
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chrompmiography on a2 Thermo  Eleetron Tracedd(C
(Wirsfond, LK) mstrument Nial with a ZH-Wax
capillary eolumn (30 m o 025 i d; Phenomenes,
Maccleshell, UK), using o two-singe thermol gradi-
ent from 50 C (injection temperature) 1o 150 °C at
40 C min~ ' and holding for 5 min 2t 2235 C ofter
h‘l.-L'I"l.‘B.'ldﬂE o 2 °C min” . Hwdrogen was used (20
ml min~ "constane flow rac) 2 the carrier gas and
op-cohmmnn mectwn ol flome womsaiion dedecion
o 250 °C was usexd, Insbvadun] fanty nords werne sden-
tified by compnson with known tandands {(Supeleo
Inc, Mudrid) amd o owell chomeiersel fsh o, ond
quantified by means of the response Bcior wo the imer-
ned standard, 17:0 fuicy weid, added prios i ransmethy-

lation, using s Chrompack for Windows program
{Thermn Electron, Winsford, LK),

2.5 Ktertisites

The varignee of the dam & given oz standard
devigtion (5,D.) of the mean of three repliceics with
differences wsted for swtisticnl significance (P =0,03)
by one-way ANOVA follewed by o pairwise multple
compansan of mesns usmg Tukey's lest, Proe o
statistical wnalyses percentige datn were onsm. rns-
forraed (Sokal sl Bohlf 1995, A Stgrphes pock-
e (Microsofl, Inc) wes used for oall siobisiees]
analysis.

X Resuls
24 Lipid compesitiom of lve prey

Lipud aund Endfy aced composation of Arfead -
plii following cnrichment is presemted in Teble 1, Mo

Tabke 2

Cirowmih and sunvval of Bmegal sule after 36 days afier being fed om

Arirana ennched on experimental emslsions contaning ‘wl’, “lew",

‘e’ o Chigh' DHA conoeniralsss (AN, -L, -M, -H)
DiA-N  DHAL DHA-M DHA-H

Fimal lemyth (mm) 1006= 1.3% 102+ 12" 109 +08° 9.8+ 100

Fmal ibry 004 LTE09  LI+0d R4+04
wetphi ('
Susrvivead (%) Frh=A4 EE e84 TRIEI0 B0 AE D

Memn £ 5.0, (n= ). DA f¥erenn lemers indicste alpnificem differencen
srrsnng the prow | P 08)
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significant  differences were found i absolute
omounts of ozl lipid and ozl fary acids omong
the nauplii. Significant differences were detected in
the relative content of 14:0, 18:0, 15:1n-7 (obekc acid
OA) and total monounsaturated famy acids (MUFA)
and DHA (total PUFA may ako be significant once
you check vahies) reflecting the compo<ition of the
cmulsems, Artesmin DHA concentmbions wene (00,
1.5, 2.4 and 47 mg g~ ' DW in DHA-N, -L, -M
and -1 enriched groups, respectively.

- 4
] ¥ 1% 13

3.2 Larval performance

Results ohtained for growth and survival are shown
in Table 2. Larvae fed Arfomia nauplii enriched with
DHA-M cmwlsion were the longest from 20 dph, and
at the trials conclusion were significantly longer
(P=0.00001, 7y s Fig. 1a) than larvae fed DEA-
Loamd DHAH Dy weight wes ool significantly
affected (F=(L190, Fy, ya) by any distary reatrment
m the end of the experiment, altheuph larvas fed

® 2 " 10
Age dpk)

Age (dph)

Fig. 1. Temporal changes m lngh and weight of Semegal sole larves fed dofiemio eanched on e panmental emmbioons contening 'nil’, "low’,
“metdim’ or ‘high® DHA contestmbons [DHAN, <L, 8, H) (meen 250, a=3) Differet supencrip denole & sigadficant diference

i P IL0F) among dietary meatmen| ab thad age.
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M. Filtala of af F Aquacwlone 140 (20050 353- 265

Famy nesd eompeattion (Y TFA) 0 the 'l-hnir‘rh'l'hl m‘nﬂir i-uﬂwl {1 day poar-haich, dphjand 36 dph larvas of Sesegal snle larvee afler being
ol “medinm” or “high' THA concemraions (BHA-R, -1, -M, -H)

fedl Arvmrks enrichad on exg |
Eniizal

nﬂA.H DHA-L YA DHA-H

Total lipads fmg g~ ' DW) $3%s 54 TR o Wizl ixid [EESE
Total famy scuds g g~ ' D) A dEd ] NAE3S 208 200 IR PuE 5l
Fauy woid

(FE ] A=l il ICET & 1E=01 1L.7£03%
Ltk H.TE00 150x0,1" Bii4sf Wazed 10209
(LR 03z 17 4o |n [ E e B33zl 1T0E 353
Total astursled EER T ELCERE AF 0 Haxl2 Mus 10
1 dn-T 9= 28402 2OEmS 1LA+03 1 A+i4
14 1n-5 LR E wesa® Ha+sy LT Woe 8T
R L] fha=l LA =0 [ A= I = g
Total mopounsairated 1.7z 16 w24 a7 Jop ks e Jriegat
1H2n -t [ ERi T8 2 4 22400 T, 4.2 00*
2kdn-6 [RESN 02 00 R ET N a3+00 EELN
Meln-& &= [ EELIN aE=ny 0i=ih 3=
edn-A S0=0i 23402 18406 A=D1 2851017
Toeal b8 PLIEA B l=0% IR Il 4=1kR 1A=k HEEIN]
P4:0na3 TR 4 BT DY LAEY Y $4E 00
2kSn-1 §5=DH 08 +hi AT+l L1z L5+ 04
12:3n-3 52% Db 0E+0.0 LES N L4%02 L% 06
ka3 W= 32 1803 FETS AL me+j 1™ 141+ 347
Toral n-3 PUTA A23=16 188 =1* 120+ 35 1A= 0 EVREET
Totsl PUEA Aj4s 12 5 a5 TR o Mg | A~ 3174 56"
n-Yim-f 6907 1.5 %01 14 £ 06 13%0.1 12405
DHAEPA frl =2 LT =1 1E+12* El=04 BT 1T
FPASAR A nTE0l B £ FEET Y a5=00 M 0

Mesn =50, A=1
Torah inchide some mines enmpanenn nol dhawn,

& In ¢ muperscrips denoce signkd canr Efferences mnong diets (F <005, Fy b

IHA-M enriched nauplhin were sipmificantly  hevier
than DHA-L larvae o0 20 dph (#0009 amd com-
pared to all other reatments o 30 dph (5= 00006, Fig.
Ibh Survival was pot significantly affecied by any
diet { P=0265, FFy 4 Table 3}, with an overall. aver-
e survival of X1%

Significan differences (£ <0.05) in the smge of
meamarphosis were found berween 12 and 20 dph,
with DIHA-H fed larvae having significantly kess ad-
vanced stapes of eve migration (fesy 13 and 4.6 a1 12
and 20 dph, respectvely) than the larvae fod lower

levels of DHA (Fig. 2). Eoremsing dhetary DHA
above 24 mg g_' W of Arfewria slowed the degree
of eye migration and growth at 20 dph, with the most
advanced eyve migration occurring for the DIA-M
treatment (4.88), followed by DHA-N and DHA-L
(4,75 amdd 475, respectively) while lovae fead DHA-H
had the least advanced (4.6) cye migration. Eve migr-
tion was complete and normal m all the groups at the
end of the experiment. Mo malpigmented fish wene
recorded at the end of the experiment in any of the
four groups.

Fig. L. Propiateon nfirmml sole larvae ol stages of eve migrabon (siaged 8 in Caflavale and Femandez-Daz, [99) alter biang fed A rivmia

™

sl iy &

contaning 'nil’, "low’, nredium’ or "high' DA comoenirations (LFHA-M -L. oM, -H). Vertcal bars show

the Fm‘hgrrED of fish at each sape of development Difforent supesoripss demote signi ficant difTfenmnees (P <003) amony detary
treatments af the sune ape. Eve sagralion index. {fya) s shown o a lioe pliot above each vertical bar chari. Ty values in paneni heses ae
provided where significey differences | < 0005 were reconded bereen disury wexmems o thay age.
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A3, Dderary affeces on Rpld and forry acld composidon

of Lorval Jivses

Adler 36 days of feeding the liped conposition of
the whole lanvae responded to dictary changes
(Table 33, Tegal lipid content of the fish was signaf-
wanily lower i DHA-H proop (06,5 myg g K 3%y
compred to all ofher teafments (104, 3.3 and
263 mg g~' DW in DHA-N, -L and -M groups,
respectively). The famty acid composition 6 total
fatty acids, *aTFA) of the whole fish reflected the
omposition of the dies. A agmificeily  highe
comtent of DHA was found in DHA-T fed group
wherens the lowest war recorded in the DHA-N
group. Obeic ackd was significantly higher in the
AN group (39.5% TEA) compierad bo all other
dicts (2005 w 26,9% TFAL

Tubhe &

Total lipid content and faity acid composition of the
hesuks and concasses 15 shown in Tables d and 5, Sig-
mifsemetly higher hpad content wis koo i the bead of
DHA-M hsh wnd o the canass of DHA-N ad -L
groups. Fatty acid composition (%aTEA) in both tissues
responded to dictary changes with most changes occur-
rag a0 the proportions of TREA, OA ad MUFA. DIHA
coniend inermssl o both bsoes concometent with
dictary levels and ar the expense of o corresponding
decrease in the proportion of OA and MUFA. The
ratios n=3/n=6 and DHATPA abeo showed significant
differences among the groups beig bigher i the fish
fed DHA-M ond -H ensiched nauplii and lower in the
other owo groups, Toml famy ocid coment was not
significantly different in the heads of the different
groups, although dotnd hpsd contend wos lower
DHA-N and -H grougs { Tuble 43, DHA concentrations

Faity acil oompuaison (%.TFA) of the heal {melsing brain and eyes) of Smegal sole larvse afier 36 days olbeing s Artemio emnched on
I.Tl.Frl.r[l'rll.ll cxmaluion s comtrining ‘el 'Flw"I .‘rrmllu'n." nr ‘.hil.ﬁ T'H:UL nl@ll‘hm(ﬂ!?l&-ﬂ. sl -.P.-lI -H'I.

DHAL DHA-M

FLA-MN HA-H
Toral Dipida (mg g~ * DWW T o 400 16 A =1 Mhd=n
Total fumy scidi {eg g~ " DW) 10,0441 200245 157224 160t 64
Famy ovid
14401 naA=01" 12&n® 1.7 =03 a4
16 1K &=04 150=03 M43 E 10413
18401 113204 181234 173=14 =g
Total saburated LN L 350 35 TR 3L 0,
16 Liia? L7260, i3en2e NETNL Lo
18:1n-9 26.7+ 08" A= 54" FIRES Ny 17830
- PR T ni=nj m4=03 nE=0l
Toral snnnminasassied hA=] WwR=21 Mgy 4= 0t
18:2n-f T A= 0t i B 400 5411
2in-b FEEZIN| 04 =0 AET N iEELIN|
20 En-f D2+ 0E b =00 k1=l b+ 0.1
2kAn-f 18=0] 27=05 LB =06 LR+ 0.E
Toial o6 PLIFA 12 1 EnE nr=n* 10200 REE2*
1R:3n-1 EE+01" Rob= ] A" 5408 LRESA L
20k 50a] FEIN 1hen? 09 204 L7+03
22:85-1 LEt Ll LY L% 0.5 L4400
12:fn-1 13+ 03" £2&16" AR T 1434 54
Tirlal m-3 PLIFA 17504 122+0 IT8+h1 EE R N ]
Tirlal PLIFA 20513 BI04 ELEES N NAax94
=it Lax0,1" 19 a0~ 2E0.2" g0
DHAEPA T 62 ena® (3 (e FUEEF o
EPASARA Bae 00 05 200 05 20,0 L1207
Mean =3.0., =1,
Tutals mchede some mEmr camponenis nol shown,
a b, & leors denoie signifi Wl (PO DS, Fy g

312



Anexos

M. Filaha v al 7 Aguaculiuee 249 (20085 335- 368 ELY]

Tahle 5§

Famy acid compositon [TTAL of the carcai (exchidieg the head
and the gui) of Senegal soke larvae afier = days of beag fod Ariemia
enchad on experneenial cmuliions contiinmg Cml', ke’
‘bl of high' DHA concentmnns [EHA-N -l oM, -H)

DHAN  DHAL  DHA-M DHAH

Total lipids A3 +5P M 0F 138224 1752T

img =" OW)
Total falfy acids  MMB222° 1172535 4205 j0as LT

img g " OW)
Futty anid
144 Br=00" 13=01"" 15202 1 pa1®
160 I8 =E0 198=38 (RO=146 [00=31%
150 129200 156215 151207 155442
Tod sl pmiumisd JLoER] MEsad A57E36 3T IEED
Tt lms? L7205 18202 07z008 (52010
1w WI=0L 8 0=507 = 14" 6803
Hrim BA=0S 16+0% O6=01 GA=00
Teasd A1+ L T 4=5 4= 14" Mo+

i naabarated
152w '!.h-‘.l.l.l.l‘ [0 i T L A
W03m-6 G400 03200 04200 04200
e Lyl 03zn4 0y =aéa nazagn
Hirda # 13401 23210 Jh=02 IA=0%
Teadd n-& PLFA I.1|'i.1|'l.1"|l1[i::.'il‘ IA=05 145"
153n-3 1he200" 78219 REz04" B2 L5
5m-1 LA+0] LI+05  1L5=00  LS+04
15n-3 1200 1107 L4032 LEx04
hm-d 231:00° 450" 103208 12338
Toesd n-1 PUFA  0+6] MME=44 Mi=14 MAE+HI
Teaed PLFA b0l M Is63 M2 AT LE04
el e L5200 L7202 21200 232030
IHLASERA, LA 00" d4+06" 67201 HI+040
[P ARLA 0i+00 05=00 062001 D601

Meam £ 310, n=3,
Toanls mchule wome menor coemponeas ol thown,
a, b, &, dapersed i d dgnificant diffs { P0ns Fy b

were 0.3, 1.6, 1.4 and 2.3 mu" W in the heads of
the fish of DHA-N. -L. -M and -H groups, respectively.
The specific accurmmlation of DEHA in the lipide of the
head was similar in the groups fod DHA-L and -M
enriched Amemia with o ferther increase an higher
diciary DHA levels. In the case of the carcass signifi-
cam differences were foumd in the wel forey acid
content with the lowest amount found in DHA-N
fish, DHA comceniminms were 0.5, 06, b and 1.3
g g VW i DEAN, AL, <M wnd -H Groups, respec-
tively wherees OA showed o completcly opposite trend
and 1he concentrations were 6.9, 3.0, L] ond 1.7 mg
£ 'y, respectively.
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4. Discussion

Senegal sole Inrvac are able 1o grow and survive on
Arteonia nmaplii ahsent of DHA, but contzining other
n-3 PLUFA, up i 3 dph, Thes sugaests Senegpl sole
hove o low of neghashle requaement for this Gty
seid, These resulty are supposted by the work of
Morais et ol (200<b), who found that in mubiple
trials on Senegal sole larvae up to 38 dph, that lanae
prew equally well segardless of the Adrfemin DHA
conenimation (L1489 myg g LWy, Somitar resul s
hve pha been obisaned for lnrene of other Datleh,
including Japanese Aounder (bquwiendo et al, 1992),
common sole {Troumas, 19688) and plaice (Dhckev-
Collas and Geffen, 1992), which do not require DILA
in the dict if adequate EPA s present. Comverscly,
other flatfish like murbot (Le Milimaire, 1984: Bell et
al. 1985) or yellowiail flounder (Copeman eo al.,
2002) with bonger larval stages than Sencgal sole,
need exopenous supplies of DHA, ARA amd EPFA,
for normal growih, and high moralities are recorded
with low dictary DHA levels, The low noquirement for
DHA observed in this experiment might explain the
ease ol euliure of thes speoses on most iypes of drfe
wiia, wlach are wsunlly comsaderad 1o be “defoen” n
EFA (Sargend b ol., 1999), amd hagher survival.

Menmorphosis of Sencgal sele oultured st 2041
“C is an eardy and rapid event. 1 i mitiated at 10 dph
when larvie start moving fownrds the boftom of the
tanks, and changes n the body mombology o tat of
o “fat”™ hsh, and finmsh ot 20025 dpl when the mgra-
tion of the ¢ve is completed. During this pericd of
Larval developnsent. growth and ingestion rates topeth-
er with oxvgen conamiption decrease (Parra, 19494,
Umce metamorphosas s completesd] (approxemmiely
100 pg DW), these parameters incroase again as
well as the enemy used for metabolism whereas the
energy used for growth decrease sipnificantly (Parra,
1995) Aler mefmmorphoss Nethe me most of the
cnergy for swimming. foraging, feeding and mciding
possible predators by burying in the sandy booom
(Miyazaki et al, 20000, According to Pamu {(17998)
el Youson (198E), m the gages pror o metamaor.
phosas, boddy limd ncresses a5 an energy reserve
duning metunomphosts o compensule lor the reduc-
tion in prey eomumption during this period We have
not amalvsed the total lipid content of the lavae at
diffierent stiges of development, ondy at the copelu-
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sion once the fish become juvemiles. However, it
maght be the cose that during the Niest (0 days of
larval development, total lpsd, w3 FUFA sl DHA
raguarements wre diflercnt to those neodod posi-meta-
morphosis. Infnnsically, this may be due 1o the vaned
distribution of flatfish dunng their developmant.

Pelagie, cammvomons lanal Gsh have aoes 1o
ahumdant DHA soumees in the pelagie fmsd chon
(Kainz a1 al, 20d4), and likewise. pelagic wikd Sene-
gal sole lanvae prior 1o metamorphosis (3 t0 8 mm
tofal length; Drake and Arias. 1993) have been found
o predominantly fzed on copepads (80, 3% stomch
comenth and bivalve veliger (1 2.4% somach content)
that ore well known o be rich in n-3 PUFA including
DHA (Holand, 1978; Sarpent and Falk-Peterson,
1R Morcheml et al, 20051 Follswim: medamor-
phoss and scitlcment, benthe dwelling laifish wre
ciposed mainly 0 an abundanee of dimom zlgae
that are rich in EPA and 160 fony acids (Kates and
Voleam, 1966; Cireve o al, 1997), aml gl feed on
polychoetes (75% stomoch comtent, Cabrl, 2000)
meheding  Heivre sp, (64,6%  stoimach content)
which are also rich in EPA (24.4% TFA, Copeman
and Parrish, 2000}, Subsequently. despite the initial
availabality and conssmptin of THA in the wild,
Sencgal sole lonae are well adaplead 10 atilising
EFA as s prmmary souwrce of n-3 PUFA an the long
termi, which may explain the negligible requirement
for DHA in this gudy 20 long az dictary EPA was
provided. A possible, higher requirement for dictary
DHA pre-maamorphoses was nol mhentilied here, per-
haps a8 gole larvme fed DHA deficiont Artennio nauplii
preferentially conserved endogenous reserves of DA
to allow successfisl metamorphosis. Indeed. during
starvation Senegal sole larvae we miacylplycerols as
the main energy substrace with a large depletion of
sarurared faty acids (SFA) end MUFA and conscrva-
ticn of DHA and ARA (Mourente and Varquez
19h)

Dunng longer term stedies, or dunng bmes of
merepscd nuinent demands such a3 meiamorphosis
(e.g. Dhern ct al., 1990, Howell o ol, 1995), biolog-
ical effects of increasing dictary DHA, such as im-
provesdl growth and  servival,  become  cleser
compansan b0 studies mvesdpmbong DHA roguire
ments in larvac from first-fecding (Bransden ct al.
J004; Bransden ot al, 2005). While evaluation of
graded DHA diets in longer ferm studies on Senepal
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sole t5 justifinble, we hypothesise thm exposure of
Senegel sole prodommantly to EPA mither than DHA
m dhe wild pos-settlement woukl suggest deelary
DHA sequircomnls remuin neghgible in post-larvac
and juvenile Senegal sole unlike other, pelagic fiches,

Sencgal sole show a continusws feeding if food i
aviilnble and o mpad @l eflcient lanal developanent
(C0lern o ol 1999 Thee, m thes el comiducted ot
204 1 “C newly horched lnrvae are shle 1o complere
metamomphosis ard attain benthic settling in less than
3 wecks with low mertality. The feeding phyziclogy
and behovionr of developing larae contribte 1o that
suceess in reaching the juvenile swmge (Sarsquete ot
nl., 1%k Moris o o, 2004a). In the present cxper-
imiend, daily growth rate in weight frem 2 to 15 dph
viriedd belween 21,7 £0.8% day U of DHA-H group
and 24,0 = L% day ' of DHA-M group. Aller meta-
morphosis (13 o 33 dph) once the fish became ben-
thic, the growth rue decrcased significantly o ell the
expenmentil goops (Thx 11, 72+ 1.3, 7006
and TO=06% day U far groups DHAN, L, -M
and -H, respectively). Interestingly, lorvae fed the
DHA-H diet genernlly bad the lowest growth raics
despite this diet containing the highest concentration
of DHA, Satemted amd monounssomtad Gty scals,
portseulady Te0, 18009, 20009 amd 220011 are
cmily cmbolved mo (b W prodece mengy, while
DHA is not easily catabolized via p-coidation {Sar-
gent et al, 2002}, Subsequently an increase in distary
DHA and o reduction in monomsaturated fgty acids,
portseulady 18009, m lorvae fed DHA-H compared
o the other dicts, may have led to reduced emergy
availability and subsequently reduced growth and
metamomhosis, This point, however, requires funther
investigation. The differences in prowth during and
follewing metamorphosis have also been observed in
o previous sty (Villnln cr al,, 2005) although in that
case growth rate affer metamorphosis was higher and
wiriedd between ®4 and 11% diy * These differences
m growvih belween experiments ean be exploned m
terms of larval survival and final density in the rearing
tanks (17 to 20 larvae 1! in the previous experiment
compared to M to 45 larvie I~ in the present) and
prey avislabality foround 00 gaephi per lonva m the
previvas experiment companed o 2700330 noupls per
larve in the present).

The whobe body fatty acid composition of initial
larvae (1 dph) was gimilar o other recults fior Sencgal
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wile lorvae reported by Viequer et ol (1945 and
Villalts et ol (2003, Fany scid proportions in the
whole body. bead and carcass of Senegal sole larvae
chosely matched proportions in the feeds, In particular
DHA incrensed i all bssoes wih mcreasmyg deetary
arowmis. Interestingly DHA proporbons i whaole
Earvaal bochies were substanfually lower i lervae of 36
dph compored 1o those recosled m lirvie at 1 dph
(30,99 TFA) All dicts were cssentielly void of DA,
vet in all tissues ¢losc o or more than | % of this fuy
ueid was found This may represent mesidunl amounts
of this farty ackd from yolk-sae reserves (initinl larvee
conteined 5.3% TFA) refmo-conversion of DHA o
EPA by the Artemia maupli, o possible elomgsaton
of EFA by the bivee. We previous]y hypot hesasad that
secumulution of DPA in Senegal sole tisue might
indicate =n inadequate supply of cxogenous DHA
{¥illaha o al,, 2005), shhough & luck of any supporn-
ing biological dma. and a life-history adapred to low
cxogenous DHA supplics. suggest that the DPA con-
tents are probably from endogenous reserves or via
Artemia metabolism

ARA decreases (otherwise constant in diet) in the
head as more dictery DHA was provided, showing o
competitive incraction already found by Harel et al.
(2000} in white bess lorvac. Given thar both n-3 ond
n-f familics share the same membelic pathways of
degradation, clongation and desatumtion, dietary
ARA =mpplementation especially in case of DIA
deficiency implies that more limiting resources of
desaturation and elongation will be feed for the pro-
ductun amd preservation of bssue DHA

It should mot be forgasiien thid lipads provade e
“fucl” for growth in the form of 5FA and MUFA
(Sargent et ol 2002). A balance berween the PUFA
required for functional integrity of cell membrnes
and the less unsaturated fatty ackds required for energy
i wvitally importast (Sargent et al. 1995 In the
present expenment, deds wath medwm sod hgh
bevels of IDPHA contuined o levels of OA and
MUFA, These Gty aculs sre preferentully storad in
the traeyihycersde fmcion of the okl lpel, which
effectively acts as the lipid reserves. Alieratively
DHA iz stored in the polor lipid frection. As a eonse-
quence, figh fod bow DIA enriched nauplii had 2-fold
merre lipid body reserves and up to G-Fold higher OA
content compared fo hish fed mednm and lagh levels
ol IMHA
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In braun tesare aned retinnd Dssne, HA s the mos
gbundam fatry neid (Mourenoe, 2003). Dicwry defi-
ciency of DIHA is known to cause impaired visual
performance (Bell et al. 1995), reduced feeding
{Brvwden et al., o press) amd aboommal schoolmg
behayvionr (Masadn o al, 2000 m s lnrviee that
might ot be reetfed w loter Dle. We did ot measare
the phality tor Senegnl sole braee to feal on the live
prey 1o determine possible treatment effects, although
8 lack of any corclation berween dictary DA and
growth probably indicotes low dictory DHA did not
impair vizion and subsequent feeding. However, Sene-
gid sode lorvie are able o feal of night (Dmke and
Arus, 1993} ambeatmg tit prey pereeplion. miy ol
only oocur by visisl means, s Turther work s regured
1o esmblish the mle of DHA in sple vision,

In summary, 8 dosc—response design imvestgating
the eifect of dictery DHA on larval Senegal sole
performanee fisled w highlight any significant wends
between dictary DA and larval performance o 36
dph. Rezults indicated that. like several mher marine
flatfish, dietary DHA requirements during the larval
phase are low in comparison to mone pelagic, camiv-
emus marine fish. We hypothesise tha this may be
due 1o the nateal distribution of lafish snd the
relaive abundonee o shomoge of cssemial fomy
acids in the bemhos, and possibly that Sencgal sole
can sufficiently meet n-3 PUFA requirements through
relatively minor amounts of EPA. This will be the
focus of future expeariments on this species. Finally,
low mequirements, especially for DIHA, make the
Senceal sole an wlen] codidate for aguaculiue doe
o the need o use lve Teals sech as Arfearia which,
for cther fish specics, ofien have inadequute n-3
PUFA compositions.
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