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ABREVIATURAS

ANOVA : andlisis de varianza

aprox. :aproximadamente

Asy : ancho del saco vitelino

At : ancho total. Méximo ancho corporal tomnando en cuenta aletas dorsales y
anales

cel : célula(s)

cm : centimetro

D : dias de cultivo

DHA : dcido docosahexanoico 6 22:6 n-3

EPA : dcido eicosapentanoico 6 20:5 n-3

g : gramos

h : horas

ha : hectdrea(s)

HUFA's » dcidos grasos altamente insaturados

Kg : Kilogramo I

L :litro

Lt - Longitud total. Distancia lineal desde la parte mas anterior de la cabeza

hasta la punta de la aleta caudal

lux : unidad de iluminacidn
m : metros

mg : miligramos

min : IiNUIOS

ml :mulilitros

mm :milimetros

N : nitrégeno

nm : nandmetro



oD : oxigeno disuelto -

ppm : partes por millén

P.V.C. : cloruro de polivinilo

r.e.a.a.d. : radios elongados anteriores de la aleta dorsal

S1 : longitud estdndar 6 longitud corporal. Distancia lineal desde la punta del

maxilar superior hasta la punta del notocordio o fin de la hipural

T20 : tratamiento a temperaturas de 20°C
T24 : tratamiento a temperaturas de 24°C
T28 : tratamiento a temperaturas de 28°C
™ : toneladas métricas

Ton : toneladas

um : micrémetros

ups : unidades précticas de salinidad

u.v. : ultravioleta {(método de esterilizacion del agua)



RESUMEN

En el presente experimento tratamos de establecer el efecto de tres diferentes temperaturas
(20°C,24°Cy 28°C) sobre el desarrollo embrionario (fase experimental [) y crecimiento
larval (fase experimental I1) del lenguado Paralichthys woolmani, basado en tiempos de
desarrollo, crecimientos y supervivencias. Los huevos viables (flotantes) sembrados a
partir de estadios de divisién celular (16 células) registraron sobre un 70% de eclosién,
tiempos de 32.10, 23.40 y 18.30 horas a 20°C, 24°C y 28°C, respectivamente; mientras
que en pre-larvas de un dia, registraron luego de 35 ;h’as de cultivo larvario, estadios
larvales variables dentro de un mismo tratamiento, con un 60% eu estadia H y 60% en.
estadio G para 24°C y 28°C, respectivamente. En larvas a 20%, se reportaron

mortalidades de 100% al dia 30 de cultivo con un 50% de larvas en estadio F.

Las longitudes totales finales de pre-larvas, registradas luego de 40 horas de incubacién,
fueron 2.39 + 0.06 mm, 2.49 + 0.08 mm y 2.23 + 0.09 mm con supervivencias de
81%, 93% y 34% para 20°C, 24°C y 28°C, respectivamente; siendo 24°C
significativamente superior (p < 0.05) a 20°C y 28°C. No obstante los indices de

supervivencias entre 20°C y 24°C no fueron significativamente diferentes (p < 0.05).

En la segunda fase experimental, las pre-larvas sembradas bajo condiciones adecuadas de
alimentacidn, altas densidades de cultivo (50 larvas/L) y altos porcentajes de recambio
(60% a 500%), reportaron una longitud total final de 11.31 + 1.87 mm y 8.76 + 0.71
mm, con supervivencias de 8.9% y 0.9% a 24°C y 28°C, respectivamente; siendo 24°C
signiﬂcativameu;e superior (p < 0.05). En lo referente a las larvas sembradas a 20°C
reportaron al dia 30 de cultivo una longitud totat de 7.32 + 0.87 mm. Por su aceptable
crecimiento y supervivencia, rangos préximos a 24°C, son considerados adecuados para
un buen crecimiento larval del Paralichthys woolmani. Por lo tanto, podriamos deducir

que una produccion constante tanto de pre-larvas como de alevines podria obtenerse bajo

condiciones controladas (laboratorios).
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En menos de una década, Ecuador se ha convertido en uno de los paises mis exilosos en
acuicultura de camarones de la historia, Veinte afios atrds las modestas cantidades
exportadas correspondian tan s6lo a capluras de pesquerfas; sin embargo, no fue sino
hasla 1977, que la industria camaronera comenzé a desarrollarse convirtiendo al Ecuador,
en 1988, en el més grande exportador de camarones en América Iatina, y el segundo en el

mundo con 70,000 TM (mas 10,000 IT'M por capluras de pesquerias) (Aiken, 1990).

De acuerdo a estadisticas oficiales existen 121,369 ha de cultivos de camardn awtorizados
en Ecuador, pero solamente 100,000 ha estan actvalimente en produccion (1990). Sin
cmbargo las granjas camaroneras se encuentran en las 4 provincias ubicadas al frente del
Océano Pacifico, la mayoria en el Golfo de Guayaquil (71% en la provincia del Guayas,

18% en El Oro, 8% en Manabf, y 3% en Esmeraldas) {Aiken, 199,

“No obstante, desde hace algunos adtos atrds, ¢l sector camaronero ha venido atravesando
por una crisis profunda agravada principatmente por la fluctuacion de los precios en
mercados internacionales (debido a la creciente oferta del producto), escasez de larva de
buena calidad (larva salvaje), mal manejo téenico del recurso, y enfermedades lales como
pardsitos, protozoarios, patégenos virales o bacterianos, Sindrome de Taura, ete. Es por
eso que en los actuales momenlos, se podria pensar seriamente en acceder hacia otras
alternativas de cullivo tales como la de peees marinos, tratando de aprovechar al miaximo

parte de ta infraestructura ya existente de camaroneras y laboratorios.

Dentro de toda la extensa gama de peces marinos con los (ue cocnta nuestio pafs se
destacan claramente las especies de peces planos y muy parlicularmente la especie nativa
conocida como lenguado Paralichihvs woolmani perteneciente al género Paralichthys.
Las especies de este género son consideradas como especies finas que alcanzan buenos

. precios en el mercado internacional presentandose como las especies que, después de los



salménidos, muestran las mejores perspectivas de desarrollo, dado gue por su excelente
calidad, alto precio y demanda en mercados tan importantes y estables como los de
EE.UU., Europa y Japén se comercian a precios del orden de US$15-18 y hasta

US$30/kg (Silva, 1991),

Sin embargo, uno de los grandes problemas que afecta el cullivo de peces marinos en
general, es la produccion a gran escala de alevines de ealidad, Japon, en la déeada de los
ochenta, fue el pionero con el cultive del pargo (Pagrus major) desarrolldndose
posteriormente en Europa, métodos de crfa larvaria més competitivos para la lubina
(Dicentrarchus labrax) y 1a dorada {Sparus aurata). Adelantos en los conocimientos
sobre los requerimientos dietéticos de las larvas relacionados a los 4cidos grasos (n-3)
altarente insalurados (HUFA's), permitieron una exitosa transicién de una larvicultura

pilolo a una de escala comercial (Sorgeloos et al., 1995).

Actualmente, Japén es atn el mis grande productor de larvas de peces marinos con
alrededor de 200 millones de larvas producidas por afio, de las cuales of pargo (Pagrus
major) y el lenguado Paralichthys olivaceus constituyen el 70% de su produccién total

(Sorgeloos eral., 1994),

Por otro lado se ha demostrado que uno de los factores ambientales mas influyentes
sobre procesos anatémicos, fisiolégicos y metabélicos de los peces, es la lemperatura
(Blaxter, 1969; Kamler, 1992). Justamente en trabajos realizados por Silva (1994) sobre
efeclos de la lemperatura sobre huevos de lenguado Paralichthys microps, 1a calidad y
fertilidad de los huevos se ven notablemente disminuidos a temperaturas por sobre los
15°C. Mientras que en larvas, los efectos de temperatura (Seikai ef al., 1986) sobre ¢l
lenguado Paralichthys olivaceus se determiné en la marcada inftuencia que tiene este
pardmetro ambiental en lo que se refiere a tamaiios metamoérficos y duracién de perfodos

larvales.
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Més atin, y considerando la ubicacién geogréfica de nuestro pafs, se hace imperioso
establecer rangos 6ptimos de cultivo a fin de determinar si la larvicultura del lenguado
Paralichthys woolmani tiene alguna limitante en este aspecto; ya que en nuestro medio,
las amplias fluctuaciones de temperatura podrfan afectar al cultivo de esta especie de

aguas {rfas.

Dentro del presente trabajo se destacan los siguientes objetivos: (1) Evaluar si la
temperatura puede ser un factor limitante para una produccién constante de alevines
durante todo el ato, (2) determinar la influencia de tres temperaturas de prucha (20°C,
24°C y 28°C) sobre el desarrollo embrionario y crecimiento larval del lenguado, (3)
determinar rangos de temperatura éptimos de cultivo basado en crecimientos,
supervivencias y duracién de estadios tanto en desarrollo embrionario como en

crecimientolarval.



Recientemente, el cullivo de peces planos ha mostrado un ripido crecimiento como
resultado de mejoras en las 1écnicas para la obtencién de alevines (Shepherd & Bromage,
1988), asi como en los notables avances realizados en el cultivo larvario y alimentacién
de alevines de lenguado, rodaballo y solla; pudiéndose convertir en un futuro muy

cercano, en uno de los principales recursos de la acuicultura (1iewes, 1984).

1.1, TAXONOMIA (Ahlstrom e al,. 1984)

- 1% .
Superclase: Pisces BIEL ST c A

Clase: Teleostomi AR
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Pleuronectiformes
Suborden: Pleuronectoidei
Familia: Paralichthydae
Giénero: Paralichthys
especie: woolmani

Nombre cientifico: Paralichthys woolmani

Nombre comiin: Lenguado

1.2. BIOLOGIA DELLENGUADO

Los lenguados son tele6steos marinos carnivoros, perlenecientes al orden
Pleuronectiformes que incluye a los peces planos tue se encuentran en las costas frias de
todo el mundo (Silva, 1991). El lenguado Paralichthys adspersus liene hébitos gregarios
y sedentarios, y se ubica en el fondoe de estanques u otro coerpo de agua, en zonas mas

bien protegidas y oscuras. Estos peces silvestres son més inquietos y nerviosos, si se les



compara con el rodaballo (Seophthalmus maximus), Una caracterfstica de estos peces es
que pueden soportar condiciones de bajos [lujos de agua y oxigeno. Aunque se les puede
mancjar sin anestésico, se debe de tomar precauciones en manejos fuertes, para evitar la
pérdida de escamas ¢ infecciones consiguientes, Por otra parte, ante condiciones de
estrés, los lenguados cambian el color en su epidermis y aumentan la frecuencia de sus
movimientos operculares, para permitir el mayor ingreso de agua y oxigeno (Silva et al.,
1994). En general, viven en el fondo ocednico de 302 100 m de profundidad, dondc las
temperaluras son siempre més frias (14°C a 20°C); no obstante se estima que el rango de
temperatura ideal para el crecimiento de la especie nativa del Ecuador. Paralichthys

woolmani, es de 20°C a 25°C (Benetti ef al., 1995).

1.2.1. Morfologia

ara peces planos, en general, se describen las siguientes caracteristicas: las aletas dorsal
y anal son muy largas, bordeando el cuerpo y tipicamente son de radios blandos. Las
aletas pélvicas son pequeiias, y estén sitvadas justo antes de Ja anal y en frente de las
pectorales. La aleta caudal estd bien desarrollada y en forma de abanico. Las mandibulas
son asiméiricas y muy bien desarroliadas, el cuerpo es aplanado lateralhimente, no
simétricamente bilateral en el adulto. Los ojos se encuentran en la partc superior cuando

¢l pez descansa en el suclo (Webb er af., 1981 ).

Segiin la morfologfa descrita por Allen & Robertson (1994) ¢l lenguado Paralichthys
woolmani presenta las siguientes caracteristicas: radios dorsales; 70-80; radios anales: 52-
64; radios pectorales: 11-12; linea lateral fuertemente arqueada sobre la aleta pectoral;
aletas pectorales en posicién lateral pero no situadas sobre la media de la region
abdominal; origen de la aleta dorsal en dircecion del ojo superior, boca grande,
mandfbulas con una fila simple de dientes: color del cuerpo: café-oscuro con manchas
blanquecinas y manchas redondas azules o blanquecinas palidas; usuwalmente con 3

grandes manchas blanguecinas sobre 1a mitad de! cuerpo a lo largo de la linca lateral.
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Segiin Allen & Robertson (1994) alcanza hasta 35 em de longitud; pero se han

cncontrado especfmenes de hasta 80 em (Burgess & Axelrod, 1084),

1.2.2, Distribucion

El géncro Paralichthys es uno de los més importantes tanto en las costas de Norte y
Sudamérica (Gingsburg, 1952 fide Ziniga & Acufia, 1992). El Paralichthys woolmani
sc encuentra desde las costas de Baja California hasta Pert (Allen & Robertson, 1994),
Originalmente fue descubierta en las Islas Galdpagos por la expedicién Albatros (Burgess

& Axelrod, 1984),

1.2.3. Hfbitos alimenticios

Son innatos cazadores pues observan ripida y certeramente el alimento antes de cazarlo
(Silva et al., 1994). En trabajos realizados sobre hébitos alimenticios en ol lengoado
Paralichthys olivacens, Nashida & Tominaga (1987) demostraron que los mayores
componenles def contenido estomacal de esta especie fucron grupos de peces Lales como
sardinas (Sardinops melanosticta), anchovela (Engrandis japonica) 'y gobios
(Chaeturichthys sciistius), presentdndose ademds en cierlo porcentajc camaroncs

(Metapenacopsisdalei) y crangon (Crangon affinis).

1.3, DESARROLLO EMBRIONARIO

1.3.1. Caracteristicas de los huevos del género Paralichihys

Enlo que se reliere al género Paralichihys (Tabla 1), Jos huevos recién fertilizados tienen
un didmetro promedio de 0.80 mm, son transparentes, peldgicos, esféricos y lisos;
presenlando ademas, una sola gota oleosa que se ubica en la periferia de la masa de vitelo

en los tHimos estadios de huevos y cercanoa la eclosion (Ablstrom etaf ., 1984),

.



Tabla 1. Caracteristicas de los huevos del aénero Paralichtiivs

Especcies Tamafiodel  Tamafodela  Corion Tamafiode Relcrencias

huevo {mm) gota olcosa . desove

{mm) (mm)
Paralichtltys 0.74-0.82 0.10-0.19 Suave ca. 2.0 Ahlstrom eral., 1983
californicus
Paralichihvs 0.90-1.10 0.18-0.31 — 2428 Smith y Fahay, 1970
dentatits fide Ahlstrom et al.,
1983

Paralichtlys 0.83-1.03 0.13-0.21 Suave "2.6-2.8 Miteo, 1963 fide
olivaceus Ahlstrom eral ., 1983 ...
Paralichthys - ca. 0.13 — ca. 1.7  Zufiga v Acufia, 1992555
adspersus
Paralichthys ca. 0.80 —_ — ca. 1.5  Zudiga y Acufa, |
microps

*ca.= aproximadamente

1.3.2. Desarrollo émbrionario del lenguado Paralichthys microps H
ﬁj}v&‘\j‘,‘j;

Los desarrollos embrionarios para huevos de lenguado chileno (Paralichthys microps)
obtenidos por Silva (1988) registraron un tiempo de eclosién de 68 h con un 100% de

eclosién y temperaturas de 15°C,

Los primeros estadios se desarrollan en un tiempo de 3 h y 45 min, caracterizandose por
sucesivas divisiones celulares a partir de 2 células hasta alcanzar un ndmero tan extenso
de células que se hace dificil contarlas (Mérulzi). Posteriormente, a 7 h y 10 min luego de
la fertilizacién, el blastodisco (agrupacién celular) adquiere un mayor grosor dirigiéndose
al polo animal y separdndose de la zona externa del huevo por apenas un estrecho espacio
perivitelino (Blastula). El siguiente estadio (Gdstrula) tiene una duracién entre 12 h y 30

min y 25 h, se caracteriza por la formacién del aniilo germinativo y por la invasion

completa del blastodisco al vitelo.

r

Los siguientes estadios son inherentes al desarrolio del embrién ocurren desde las 25 h
hasta las 57 h y 68 h, e incluyen esbozo embrionario, formacién de cdpsulas Spticas,
formacién de los miémeros, formacién del corazén (pulsaciones), pigmentaciones del!
saco vitelino as{ como movimientos espasmédicos del embrién previo eclosién y

finalmente, ruptura del corién {eclosién).
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1.3.3. Efecto _de la temperatura sobre el desarrollo embrionario del

lenguado

La influencia de la temperatura sob_re el desarrollo puede ser expresada por cambios en el
tiempo desde el momento de la fertilizacién sobre la masa aparente de cualquier estadio de
desarrollo. Este pardmetro esta estrechamente relacio.nado a la tasa de desarrollo
embrionario (Fig. 1 y Tabla 2) asi como a las tasas de absorcidn del vitelo,

supervivencias y tamaiios de eclosién (Kamler, 1992).

Debido a que la temperatura controla el nivel de actividz_ldes metabdlicas y que el proceso
de transferencia del vitelo es una funcién fisiolégica dependiente de la temperatura,
Quantz (1985 fide Person-Le Ruyet 1989) concluyé que la tasa de absorcién del saco
vitelino es directamente proporcional a la temperatura (Fig. 1), mientras que la eficiencia
en transferencia de material vitelino es inversamente proporcional a la misma observada

en larvas de rodaballo (Scophthalmus maximus).
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Fig. 1. Relacién entre tiempo desde la fertilizacion hasta ka eclosion y la temperatura en dos tipos de
rodaballo {tomado de Jones, 1972)
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Tabla 2, Edad media (horag) observada para cada uno de los 10 estadios de desarrollo de huevos de
rodabatio, correspondientes a las dilerentes temperaturas experimentates {tomado de | plesias ¢f
al.,, 1993y,

Estadio Temperatura °C
10 13 15 18 20
l 5.00 4.38 3.00 3.00 3.00
2 23.67 14.73 13.17 9.00 5.00
3 31.58 25.59 25.80 17.00 16.38
4 — 38.76 36.53 25.00 21.00
3 - 5333 46,38 33,00 27.00
6 — 73.67 56.00 41.31 36.90
7 — 100.92 74.37 51.27 47.10
8 — 124.80 92.45 70.38 63.00
9 — 155.64 111.00 84.81 75.00
10 — 175.24 131.00 97.91 83.00

Lstadio 1 (hoevos de dus a dicciséis divisiones celulares), Estadio 2 (Mo6rula), Estadio 3 (Blstula), Lstadio 4
(Gastrula), Estadio 5 (Vesligio del primer embrign), Estadio 6 (Lstadio I3 de embriény, Dstadieo 7 (listadio F de
. embridn), Fstadio 8 {(BEstadio G de Iarva), Estadio 9 (Ostadio 11 de Iarva bien formadn), Esladio 10 (Iistadio de
eclosidny (Segin Jones, 1972).

En estudios realizados con el lenguado Paralichthys microps se observé que una
proporcién substancial de Jos huevos obtenidos (51% a 66%) fueron de pohre calidad,
opacos, ovoidales, con didmetro irregular y distribucién anormal del material vilelino

especialmente a temperaturas por sobre 15°C (Silva, 1994),

El efecto de la temperalura del agua sobre el desarrollo y supervivencia de huevos ¥y
larvas de solea fue estudiado por Flutcher (1970 fide Liewes, 1984) y Fonds (1979 fide
Liewes, 1984). Este Gitimo encontré que la temperatura optima de incubacién para
huevos de solea es de 10°C a 16°C. A 19°C s6lo el 10% de los huevos eclosionan y a

22°C no hay larvas viables,

Sin embargo en especies como el halibut del Pacifico (Hippoglossus stenolepis), el rango
de temperatura adecuada para la eclosion Tue de 6.5°C 2 9°C mienlras que con
temperaturas de 3°C, 10°C'y 11°C no ocurre eclosién alguna, Jo cual nos indica que para
cierlas especies, el fmite méximo y minimo de temperatura para la eclosién es mucho més

restringido que para otras (Liu e «l., 1994),
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En Australia, se han realizado estudios sobre efeclos de la temperatura en huevos del
"sreenback flovnder" (Rhombosolea tapiring) determindndose, que 1a tasa de desarrollo
de los huevos se incrementa ripidamente con la temperatura en una tendencia no-lineal, a
través del rango comprendido entre 9°C a 18°C. En cuanto a las tasas de cclosion, los

huevos eclosionados a 15°C fueron significativamente inferiores (p < 0.05) a los que

fucron incubados ya sea a 9°C 6 12°C siendo la tasa mas alta de eclosién a 12°C y 35 ups

de salinidad (Hart & Purser, 1995).

Cabe anotar ademds que el desarrollo larval de as especies del género Paralichthys
presenta un palrén caraclerfstico. Kuronuma & Fukusho (1984 fide Silva & Flores,
1989); reportaron la eclosion de huevos del lenguado Paralichihys olivacens 49 h después
dela fertilizacién, a temperaturas entre 16°C a 20°C, lo que coincide con Silva & Flores
(1989) quicnes obtuvieron cclosién de los embriones del lenguado Paralichthys
adspersus atlemperaturas de 16°C a 18°C entre las 54 h y 62 h. Sin embargo, ¢l tamaiio
de la Jarva al nacer (2.4 a 2.6 mm) que obtuvieron Kuronuma & Fukusho (1984 fide
Silva & Flores, 1989) fue superior al tamaiio obtenido (1.9 mm) por Silva & Flores

(1989).

Adicionalmente, cfectos de choques 1émicos de corta duracion sobre 29 estadios de
huevos de lenguado Paralichthys olivacens fueron realizados, exponiéndolos a 9
diferentes temperaturas (24°C a 40°C) por 15 min, retornandolos inmediatamente a la
temperatura de incubacién (14°C £ 0.3°C). De fos resuitados obtenidos se desprende que
latasa de cclosién es inferior en las primeras divisiones y estadios de cierre de blastoporo
que en cualquier otro estadio, por 1o tanto la lasa de eclosion depende del estadio de

desarrolio al tiecmpo del choque térmico (Kashiwagi et al., 1992),

En resumen, se ba demostiado que tanto en especies del género Paralichthys como en
olras especies de peces planos, fa temperatura de incubacién va a delerminar

caracteristicas morfolfigicas y fisiol6gicas de los huevos que posteriormente inciden en la



supervivencia y crecimiento larval; y que 3egin Blaxter (1969), la temperatura éptima de
incubacién puede ser determinada en base al éxito.de la eclosion, variando ademds el

rango de tolerancia de una especie de acuerdo con su estadio de desarrollo embrionario.

1.4, CRECIMIENTOLARVAL

1.4.1. Caracteristicas de las larvas_del género Paralichithys

En larvas del género Paralichthys tanto el desove, ﬂe;cién del notocordio y metamorfosis
ocurren a tamafios pequefios (Tabla 3). Las larvas de este género son moderadas en su
“ profundidad corporal, con una cabeza profunda y mandibulas de tamafio moderado. El
cuerpo es lateralmente mas comprimido que en otros géneros, la masa intestinal es larga,
y se nota ademis claramente, una cresta dorsal que consiste de radios elongados
formados tempranamente, comenzando con el segundo radio dorsal {Smith y Fahay,

1970 fide Ahlstrom, 1984).

Tabla 3. Caracteristicas larvales principales de algunas especics del género Paralichitiys

Especics Radios Tamafiode  Flexidn del Tamafiode Referencias
dorsales eclosion notocordio metamorfosis
clongados () (mm) {mm)
Paratichthys 5 2.0 6.0-73 7.5-:94 (Ahlstrom v Moser
californicus 1975 fide
Ahlstrom et al.,
1984))
Paralichthys 4-8 2428 7-9.5 9.5 (Smith y Fahay
dentatus 1970 fide
Ahlstrom et al.,
- 1984)
Paralichthys Y56 2.6-2.8 7.1-8.7 10.2-14.2 {Okiyama, 1967
olivaceus fide Ahlstrom ef
al., 1984)
Paralichtlys 3 1.7 7.2 13.0 (Zdfipa v Acufa,
adspersis 1992)
Parafichihys 6 1.5 8.6 11.0 (Zufiga v Acufia,

microps 1992)
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1.4.2. Crecimicnio larval de) Jengundo Paralichthys adspersus

Atemperatusas entre 16°C 2 18°C, Ta eclositn de los embriones del lenguado Puaralichthys

adspersus oenrre enlre 1o 54 hy 62 b, con una longitnd total promedio de 1.9 mm,

Los embriones al eclosionar rodean al saco viteline formando una linea corva alrededor
de ¢ste. No poseen boea funcional y f aparalo digestivo no sl bien diferenciado: sin
embargo, las eApsulas Gpticas, corazoén y cerebro son facitmente identificables. En csia
ctapa las farvas poseen movimientos espasmadicos y permanecen flolando en la

superficie del agua,

Al producirse Fa apertura de fa boea, ab coasto dfa de coltivo, 1n larva que ha alcanzado
3.8 mm deJongitud, presenta una alimentacion activa en toda la colunma de agua. Al dia
18 (6.7 mm), se produce 1a clongacidn de tres de los radios dorsales. Posleriormente
entre Jos 30 y 40 dias (10.5 nim), se inicia Ta aparicion de los primeros radios de 12 alela
caudal presentando un euerpo més grucso y corto, asi como Ja migracién del ojo derecho

en direceion anterodorsal,

Finalmente, a los 60 dfas (13.0'y 18.5 mm), ambos ojos se encuentran en ef mismo fado
y 1a larva se ubica en ¢l fondo del tanque (ctapa benténica) reduciéndose su aclividad

natatoria y adquiriendo todas Jas caracteristicas de un adulto (Silva & Flores, 19R9),

1.43. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento larval del Jenguado

Los peces, en general, son animales poiquilotermos o de sangre fria, su lemperatura
corporal varfa pasivamenie de acuerdo con Ia temperatura del agua circimdanie: pero
gencralmente, son lolerantes a amplios rngos de lemperatoras (desde 0°C hasta 45°C).
Sin enthargo especies especificas, tienen un rango mas restringido de femperatura y un

-ambio de estos rangos influencian significativamente las tasas de reacciones quimicas y



procesos dentro del pez, mostrando un 50% de incremenio con cada 5°C mas de

temperatura (Shepherd & Bromage, 1988).

Enlo referente a larvas de peces, 1n temperatura del agua es uno de los parimetros mis

importantes que influencian su crecimiento y desarrollo tanto en Iaboratorios (Kramer &

Zweifel, 1970 fide Seikai ef al., 1986) como en ambjentes naturales (Methot & Kramer, f;jgj
Ay S

1979 fide Scikai ef al,, 1986). A pesar de que pumerosos trabajos han considerado
cfectos fermales sobre ef desarrolto embr onario, pocos esiudios han sido enfocados hacia
el erecimiento y desarrolio desde Ia eclosién hasta 12 melamorfosis del lenguado

(Paralichihys sp.) (Scikai etal., 1986),

En cuanto al desarrollo y metamorfosis, Ins larvas de lenguado Paralichthys olivacens
eclosionan con 1a mayorfa de sus 6rganos en estado allricial. Los mayores cambios
morfoldgicos y ecolGgicos tales como apertura de In boen, pigmentacion del ojo, primera
alimeniaciény absorcién del saco vitelino ocurren durante el periodo pre-larval y son

enormemente afectados por b lemperatura de incubacion (Seikai ezal., 1986).

En el easo del "greenback flonnder® {Rhombosolea tapiring), 1 absorcion del saco
vilelino parece ser més cficiente o 15°C dando como resultado, larvas mds grandes y tasas
de crecimiento mis rapidas con respeclo a ofras femperaturas de proebs (Hart & Purser,

1995),

Kuronuma & Fukusho (1984 fide Silva & Flores, 198D sefialan que pary el lengundo
Paralichthys olivacens, 1a 1asa de erecimiento estd relacionada tanto con ¢l suplemento de
Artemia como con la temperatura, de 1l modo que el mancjo de ambos factores pueden
acelerar o refardar of crecimiento y 1 metamorfosis de 1 espeeie; mientras qoe bajo
condiciones de suficiente alimentacion y densidades razonables de stock, 1a temperaturs
cjeree una gran influencia sobre 1a eclosion, crecimiento Inrval, desarrollo y metamorfosis
de esta misma especic (Seikai ef al., 1986). Asi también en larvas de rodabalio (Fig. 2)

Ias reJaciones entre temperatura y longitud son similares.
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Fig. 2. Efccto de la temperatura sobre la tasa de incromento cn longitud total larvat del rodabalto
(Scophthalmus mavimns), Longitudes medias son graficadas  dosviacidn ostdndar. Las lneus
han sido Henadas por regresion (lomado de Jones, 1972),

Por olro Iado se conoce que Ia supervivencia Jarval es uno de Jos ma yores problemas que
limita ol cultivo de peces masinos por cuanto presentan una alta mortalidad durante Tos
primeros 20 dins de erfa (Sitva & Flores, 1989). Segiin Kuronima & Fukusho (1984

fide Silva & Flores, 1989) existen dos o tres perfodos criticos:
1.- Periodo de absorcién del saco vitelino
2.-Inicio de Ia alimenlacidn

3.- Perfodo de cambio de alimentacidn natural a artificial (destete o "weaning™)
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Otros avtores como Dabroski (1984 fide Silva & Flores, 1989) ¥y Hastman (1983 fie

Silva & Flores, 1989) seifalan que s bajas supervivencias se deben m
1.- Carencia nutricional de los reproductores que debilita la Jarva

2.- Tamano de a boca

3.- Inadecnada einsuficiente alimentacion

4.- Factores ambientales severos y enfermedades

En Paralichthys adspersus, Silva & Flores (1989) obtuvieron una supervivencia al
término de Ja absorci6n del saco viteline de 90,7% y 98,.8%: 1o coal demostré, que ésle
no es un perfodo crflico. Sin embargo, obtuvieron entre 14 y 20 dfas, una brusca
morlalidad relacionada con una posible deficiencia noiricional. Yasunaga (1971 fide
Silva & Flores, 1989) obtuvo los mismos resuliados para Paralichthys olivacens con un
5% de mostalidad entre los 8 y 16 dias de cultivo, temninando al dfa 60 con wna

supervivencia del 3,7%.

Por otro lado Kuronsma & Fukusho (1984 fide Silva & Flores, 1989) registran para 1o
misma especie, Paralichthys olivacens, sapervivencias entre 24.3% y 50% durante los
primeros dfas de cultivo larval, periodo durante el cual podria aicanzarse 1a metamorfosis.
Sin embargo, en Paralichihys adspersus, se obtuvo resuliados con rangos menos amplios
(11.2% y 13.1%): pudiéndose evidenciar que, en fodo caso, ol crecimiento lasval del
Parddichthys medspersus es mayor o temperatins de 16.7°C y IBOCque s 15.0°C y 6.2°¢7

(Silva & Flores, 1989),

Tandlerer al. (1989) concluyeron ademsas que en larvas de "gilthead scabream” (Sparns
agnia), hay una relacién inversa entre grados-dias ¥ supervivencia, y una relacién disecta
enire grados-dias con tasa de crecimiento, 1asa de alimentacion y abundancia de larvas

més grandes y agresivas a los 32 dias de cultivo.



En Paralichthys olivacens el crecimientolarval fue suprimido a 13°C, evidenciado por ¢l
exlenso valor de fa temperatura integrada relativa (suma de las temperaturas medidas
diarinmente a las 09h:00) (Scikai ef af., 1986). Aungue no se confirmé Ia temperatura
minima a la cual fa larva puede crecer, se considerd que 13°C podsfa ser tomado como ol
cero biolGgico para Ins Jarvas de lenguado, espeeniando ademis que s temperaturas
superiores a 19°C, ¢} desarrollo y metamorfosis de las larvas de lenguado seria

estimulado en vez del crecimiento. Por otra parte, Jos rangos oblenidos en este

s

experimento fueron allos comparados con los Hevados a cabo en condiciones terma}cf
equivalentes (Hiramolo ef al., 1980 fide Seikai ¢/ al., 1986) pudiendo ser cons.idemdc%
19°C, como la temperatura o valor méximo en condiciones de laboratorio para .-
Paralichthys olivaceus. =l ! CUCRR o
A pesar de que Ias fuctuaciones de temperaluras son mas moderadas en of mar y pueden
serinsignificantes en aguas profundas, en Jos opicos Ins Huctiaciones estacionates so
muy ligeras; pudiendo esto provocar un rango de tolesancia mas restringido (Blaxter,
1969).  Por cjemplo cn estudios realizados en 10 especies de larvas de peces,

Kuthalningam (1959 fide Blaxier, 1969) encontré que la diferencia entre tfemperatura lelal

superior ¢ inferior es de tan s6lo 3 a 4°C.

En el caso de Jas larvas de solea (So/ea solea) e} crecimiento varfa lambién con la
temperatura. A 22°C, el desarrollo Jarval hasta metamorfosis es complelado en
aproximadamente va tereio del fiempo necesario para este proceso, en larvas mantenidas s
10°C. Adicionalmente, la metamorfosis se compieta luego de aproximadamente 2
semanas despuds de Ta primers alimentacién 2 22°C, con tamadio larval de 9 mm. Fn
contraste, a 13°C la metamorfosis en esta misma especie se compleid Juego de 4 semanas

con tamafio Jarval de 10 mm (Fonds, 19792 fide Licwes, 1984),

La alimentacién exégena de Ia larva comienza al final de Ia absorcion del saco vitelino.

Durante la metamorfosis de Ja platija (Plewronectes platessa), Ja cual comienza alrededor



de los 40 a 60 dfas después del desove, dependiendo de 1a temperatura del agun, In farva
reduce su ingestion de alimento, Lo mismo es observado en Ias Inrvas de solea (Solea
solea) Ia cual aleanza mucho antes la metamorfosis, mientras que las Jarvas de rodabatlo
(Scophthalmus maximus) 1o hace deniro de un mes » temperaturas de 12°C a 22°C

(Fonds, 19794 fide Licwes, 1984),

En resumen, podemos decir que Ta mayoria de eventos, crecimiento larval y
supervivencia son ampliamente dependientes de fa temperatura de cultivo tanto en las

espeeies del género Paraliclthys como en otras especies de peces plamos,

1.5. ALIMENTACION

1.5.1. Microalgas

Las micronlgas forman el primer eslabén en ta cadena alimenticia y son utilizadas ya sea
o

directamente como alimento para animales de cultivo (moluscos, primeros estadios

larvales de crusticcos) o para alimentar animales que son presas de peces de cultivo y

crusticeos (Barnabé, 1990).

Al hablar de microalgas en larviculiura de peces marinos, se manifiesta ¢l enorme
beneficio que éstas producen en el tanque de cultivo durante e} perfodo de alimentacién
con roliferos (16enica del agua verde o "greenwater technique"), debido a que mantienen
la fase reproductora y por ende ¢ valor nutricional de los mismos {Howell, 1979)
ademds, el crecimiento de fas larvas que reciben algas durante su alimentacién con
rolfferos crecen mejor que $as coltivadas sin 1a presencin de algas para e caso de larvas de

rodaballo (Scophthalbmus maximus).

Lavens e1 al., (1995) sefiala que 1a téenica del agua verde cs muy usada en Europa en
laboratorios de cultivo de perea de mar y besugo asi como en In mayoria de Iaboratorios

de produccitn de larvas de rodabalio, sefialando que se ha observado un efecto sinérgico
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entre iluminacion y algas ("light shading effect™) sobre Ja supervivencia de tas Jarvas al
comprobar que, con ¢l uso de mparas de halégeno (450 a 750 nm) en hugar de tubos
fluorescentes (450 a 630 nm), se oblicnen porcentajes de supervivencias méis bajos
(28% £ 5% contra 41% = 8% af din 22). Bl esirés excesivo de las luces fluorescentes
notado en larvas de rodaballo (Jarvas negruzeas con sensibilidad més alta para estrés de

salinidad) puede ser correlacionado con regimenes de alimentacién no 6ptimos.

Por olro Indo, desde hace muchas déeadas se ha venido demostrando Ins propicdades
antibacleriales de las microalgas (Pratt, 1942 fide Stoltrup et al., 1993), encontrindose en
estos estudios, substancias antibacteriales extraidas a partir de Chlorefa que mosiraron

inbibir ¢l erecimiento de bacterias tanto gram-positivas como gram-negmivas,

Sin embargo, no todas Ias algas son adecuadas para un cultivo Jarval. Secgiin
experiencias en laboratorios, las microalgas de los géneros Nannochloropsis ¢ Isochrysis
son las mds usadas por sus allos contenidos de feidos grasos esenciales tales como el
dcido eicosapentanoico (EPA, 20:5 n-3) y ¢l dcido docosahexanoico {DHA, 20:6 n-3)

(Quantz, 1989),

En estudios realizados entre cepas de Chlorella y Nunnochloropsis sometidas a regimencs
de temperaturas de 15°C 2 35°C, se determing que la cepa de Namochloropsis ticne como
uno de sus mayores constituyentes, a lo largo de las lemperaturas de prueba, al 20:5 n-3
mientras que en la cepa de Chlnrella, este mismo deido fue deteetndo on canfidades muy

escasas a4 25°C (James, 1989),

Diferentes tipos de algas mostraron gran varabilidad con respecto al crecimienfo y
supervivencia en larvas de rodabalio (Scophthalmns maximus); sin embargo, Stoftrup ¢f
al. (1993) enfatizaron que el efecto antibacterial producido por {as microalgas es mucho

mis imporiante que el efecto nutricional de las mismas.

27



1.5.2. Rotfferos

(Sorgeloos, 1993),

Ademis, los rotfferos ofrecen la ventaja de ser faciles de cultivar y de estar disponibles en
grandes cantidades (Jones, 1972). En estudios realizados por este mismo autor se
estableci6 exitosamente 1a primera alimentacion a base de rotiferos (Brachionus plicatilis)
a una longitud de 3.6 a 3.8 mm cn larvas de rodaballo (Scophthalmus maximus),
puntualizando ademis que cltiempo al enal Ia primera alimentacion es ofrecida influye en

Jas tasas subscenentes de supervivencin,

Por ofro lado Howell (1979) seiiala gque 1a tasa de crecimiento de los dltimos estadios
larvales del rodaballo parecen ser influenciados por In calidad del alimento ofrecido on fos

primneros estadios.

Asi también los rotiferos han sido utitizados con éxito en reemplazo de ciliados,
dinoflagelados y otros organismos zooplancténicos naturales on el enltivo masive del

pargo (Pagrusmajor) en Jap6n (Fujita 1973, 1979 fide Sorgeloos, 1995).

A pesar del inmenso progreso en la seleceion y produecion de cepas de rotfferos
peqieiios, algunos peces con lamaiios de boca muy pequeiios (¢j.: especies de cabrillns)
no pueden ser enllivados exitosamente con dictas a base de rotfferos. Kl tamaiio de
rotifero no solamente debe ser ¢l problema, quizis fas tasas de conversion, ingestion y
digestion de rotiferos no son Jas Gptimas y podrian ser mejoradas por simples

operaciones zooléenicas (Sorgeloos, 1995).

[N
[v.¢]
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El ecomportamiento de 1as 1arvas de peces planos ("aifish™) al moments de 1a primera
alimentacién es caracterfstico, ya que flexiona su cuerpo en forma de S, encogiéndose ¢

impulsindose vigorosa y rpidamente en ¢ Ianque de cullivo (Jones, 1972).

1.5.3. Arlemia

Alo largo de todas 1as diclas vivas usadas en larvicullura de pecees, el nauplio de "brine
shomp" o Arfemia constituye el més ampliamente utilizado. Por esta razén, se han
realizado considerables progresos en caraclerizar y mejorar su valor nutricional; los més
recientes envuelven el enriquecimiento con componentes esenciales (DHA, fosfolipidos y
vitamina C) a fin de satisfacer los requerimientos nutricionales del predador (Lavens ¢f

al., 1995),

Para larvas de peces, Ia habilidad para ingerir presas de un s6io mordisco os critica. Las
larvas de peces alimentadas con Artemia sobredimensionada no comersn ante la
imposibilidad de ingerir Ia presa. Por 1o menos para alaunas especies, una correlacion
bastante alta existe entre 1a longitud naupliar de Ia Artemia y Inmortalidad de Ins farvas de
peces durante los cinco primeros dias luego del desove. Sin embargo, si el tamaiio de 1a
presa no jnlerfiere con e} meeanismo de ingestion del predador, el uso de nanplios mis
grandes (con contenidos cnergéticos mas allos) serf beneficioso ya que ¢l predador
gaslarf menos energla en fomar un menor piimero de nanplios mAs grandes para lenar

sus requerimicntos nutricionales (Sorgeloos, 1995).

Las larvas de algunas especies de peces marinos, ej.: pargo. robalo y peces planos, solo
pueden ser alimentadas con Artemia luego de tna semana con una presa miis pequeiia de

rotfferos (Brachionus plicatilis) (So recioos, 1995),

En contrasie con las larvas de crustficeos, las larvas de peces marinos son cltivadas con
Artenia por un perfodo mas largo, ej.: 20 2 40 dias. FI consmo de cistos de Artemia es

ademds cl mis allo en larvicultura de peces marinos y va desde 200 a 500 g por cada



1000 larvas producidas. Biomasas de Arremin vivas o congeladas son a menudo
aplicadas como dicta Irmsicional para larvas coando se cambin de dicta viva a diels inerte

(destete o "weaning™) (Sorgeloos, 1995),

En bioensayos realizados con larvas de lubina (Dicentrarchus labrax), se determiné el
cfecto de dictas de Artemia con diferentes contenidos de Acidos arasos, sobre larvas
provenienles de reprodictores en camliverio y salvajes, obleniéndose como resultado, una
variacién substancial en tamafio y peso, con crecimienlos y supervivencias
correlacionados negativamente entre ambos grupos de larvas. Las supervivencias fueron
ignales pero con un mejor resultado por parte de las farvas provenienies de log
reproductores salvajes (Navarro, 1992), Por lo tanto, ol origen larval es un factor muy

importante dentro de experimentos nutricionales con dictas vivas.

1.54. Bisenriguecimiento

Los estudios sobre requesimicntos de dcidos grasos han demostrado que ¢l factor erftico
que determina ¢l valor nutricional de Jas dielas vivas, rotiferos y/o Artemia, es Ja
concentracion de fcidos grasos altamente insaturados (HUFA's) tales como ¢l EPA (20:5
n-3) y el DHA (22:6 n-3), los asi lamados 4cidos grasos esenciales para los peces

marinos (Gajardo ef ol., 1994),

Segiin las dltimas observaciones se susiere ¢ ue 1o relacion DHAJEPA cs importante para
4 !
womover el erecimiento, resistencin al estrés y piementacion de las tarvas (Watannbe,
ful

1993 fide Gajardo et al., 1994).

Como resultado de lo anteriormente expresado, se han hecho considerables esfuerzos
para incorporar allos niveles de DHA asf como altos radios de DHAZEPA en alimentos
vivos, obleniéndose un incremento del 45% de DA y un radio de 1.60, en lugar de

0.75, de DHA/EPA con el awtoemulsificante alto en DHA Super Scleo™ (INVE



Aquaculture NLV., Belgium) al comparario con otros productos tales como Super Seleo y

Seleo (Lavens et al., 1995),

W especies como el rodaballo (Scophthalmus maximuy), Ya deficiencia de DHA en la
dieta viva produce una condicion pobre de 1a Jarva en lo que respecta a la pereepeidn
visual y olros aspectos de su comportamiento (Sorgeloos ef al., 1994), Fstos resultados

coinciden con los observados por Sargent ef al. (1993) en la misma especie.

La relevancia biol6gica de la vitamina C en peces y camarones esti bien documentada.
Este nutriente es esencial para la formacién de cariflagos y huesos, probablemente juega
un rol importante en 1a reproduccion y se han reportado mejoras en 1a resistencia de peces

contra enfermedades infeeciosas y estrés (Sandnes, 1991 filde Nelis ¢f al., 1995).

Como consecuencia de lo anterior, se han probado diferentes derivados estables de Ia
vitamina Cales como feido nseorbico-2-sullato o Aeido nseorbico-2-mono o potifosfato,
como alternativas para enriguecer el alimento vivo, otro producto utilizado via bio-

encapsulacion es el dcido ascorbico-6-Palmitato (Neliset al., 1995).

1.5.4.1. Enriguecimiento de rotiferos con HUFA's {(n-3)

Las microalgas marinas son probablemente Ia fuente de alimentacion més recomendable
para rotiferos. Tienen un alto valor nulricional, una excelente flotabitidad y no
contaminan el agua. Ademés, como ya lo habfamos expresamos, aciian como
condicionadores del medio, controlando Ia calidad del agua y algunas poseen propiedades

bacteriostiticas. Sin embargo ¢f cultive de micronlga s bastante costoso,

Por otro Iado 1a levadura, un producto cconémico, ficilmente disponible y con alto
contenido proleico, es a menudo usada como un substituto parcial de microalgas.
Lamentablemente por su bajo contenido de deidos grasos esenciales no podria constituirse

en un substituto total de dichas microalgas (Sorgeloos, 1995).
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Sin embargo, dentro de larvicuitura de peces marinos, siempre se desen obtener los
mejores resultados en cuanto a supervivencia y crecimiento; por o tanto, se debe asegurar
al cultivo, un rotifero que contenga altos niveles de enriquecimiento, Se poede usar como

alternativa para este propésito, ¢f autoemulsificante Super Seleo cuya composicion en

cuya eficiencia ha sido comprobada en muchos estudios sobre bioenriquecimiente :

rotfferos y Artemia.

1.5.4.2.  Enriguecisniento de Artemias con HUFA's (n-3) Fan .

MARE iy,
La aplicacion de HUFA's (n-3) en la dicta de Artemia ha tenido un cfecto muy importante
en larvicultura de peces marinos, sobretodo en incrementos en la supervivencia y ¢n ona
menor variabilidad en la produceion de semiblas, Lo tlimo es muy importante desde que
fue el eslabon perdido en el desarrollo comercial de este alimento vivo,  Ademds, 1a
calidad de 1a larva en términos de: resistencia al estrés, mejor pigmentacion, reduccion de
enfermedades, mejor formacion de vejiga nalatoria y mayor energfa, es relacionada con el

enriquecimiento con HUFA's (n-3) de su dieta larval (Sorgeloos, 1995).

En estudios realizados por lzquierdo ef al. (1990) se determiné que si bien fas larvas de
lenguado Paralichthys olivacens sobrevivian por un largo periodo con Artemia
pobremente enriguecida con HUFA's (n-3) (1.8% en base seen); I longitud tolal y el
peso corporal de Ias tarvas se incrementa significativamente con ol incremento de niveles
tle HUFA's (n-3) en Artemia enrigquecida (por sohre 3.57%), encontrindose un monto
considerable de DHA 22:6 (n-3) en las fracciones lipidicas tanto polares como neutralfes
del pez, sugiriéndose que éste beido graso jucga un rol muy importanie on ¢l metabolisimo

lipidico de las larvas de lenguado.



1.6, PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

1.6.]1. Oxfgeno disuelto

El oxfgeno es aparentemente un limitante s6lo a bajos niveles. Sin embargo, soluciones
supersaturadas pueden ser peligrosas si las burbujas de aire son tragadas por by larva
(Blaxter, 1969). Esta enfermedad gascosa es Fatal si la larva no puede climinar las
burbujas del intestino con fas consecuentes fallas en su flotabilidad (Bishai, 1960 fide
Blaxter, 1969). Los huevos de varios salménidos fueron sometidos a bajas tensiones de
oxigeno, y segiin Hayes er al. (1951 fide Blaxter, 1969) resistieron niveles de hasta 2.5
ppm; sin embargo, el desarrollo fue retardado y 1a larva fue mis pequena al eclosionar.
Alberdiceef al. (1958 fide Blaxter, 1969) midi6 el retardo en Ia eclosion con bajos niveles
de oxigeno a diferentes estadios de desarrollo en huevos de salmén, concluyendo que tos
estadios intermedios fueron 1os més susceptibles bajos niveles de oxfgeno. Hayes ef al.
(1951 fide Blaxter, 1969) defini6 |a tension Hmite como Ia tension a 1a cual of CORSUMO
normal de oxfgeno comienza a descender. En huevos de Salmn salar Tue de 3.0 ppm a
20 dias, 7.5 ppm a 45 dias, y 4.7 ppm al momento de la eclosion.

Fn larvas masinas como las del arenque, 1a eclosion fue restringida a 2.7 y 3.2 ppm. En
larvas de "lumpsucker” (Cyclopterus lumpus), solo toleraron hasta 4.3 ppm, 3 semanas
después de fa eclosién y platijas j6venes (4 a 5 ¢ de longitud) solo toleraron hasta
1.4 ppm. En lo que respecta a las larvas de salmoénidos, tanto el Salmo salar como ¢l
Serlmo srutter pueden sobrevivir a muy bajos niveles de saturacion (0.3 a 1.0 ppm luego de
la eclositn) pero esla habilidad decrece con 1a edad siendo ef minime nivel tolerable de

160 2.8 ppin (Bishai ¢f af. 1960 fidde Blaxter, 1064),

Lad



1.62. pll

Bishai ef al. {1960 flde Blaxter, 1969) sumariz6 varios datos de! efecto del pH sobre
larvas de peces y encontré que la larvas de arenque pueden sobrevivir con valores entre
6.5y 8.5, en la platija (4 a 5cm), 6.2 y 6.5, mientras que 1as larvas de salménidos tienen
un amplio rango de tolerancia que va desde 5.8 hasta 9,0,

El crecimiento larval ces6 a pH de 6.9 a 0.38 mg N/L para solea y 0.3 mg N/L para
rodaballo. A pH 7.0, el erecimiento ces6 a 0.77 mg N/L. para solea y 0.9 mg N/I. para
rodaballo. Dafios histolégicos minimos en 1as branquias fueron observados en peces

expuestos a niveles altos de amonfaco (Tucker y Boyd, 1985 fide Boyd,1990).

1.6.3. Amoninco

La mayor fuente de amonfaco en agua de coltivo es 1a exerecion direeta del amonfaco por
peces (Tucker y Boyd, 1985 fide Boyd, 1990). K efecto del amonfaco sobre especies
como el solea y rodaballo fue investigndo por Alderson (1979 fide Licwes, 1981), quien
notG gque el nivel Iimile de amonfaco, debajo del enad no hubo efecto sobre of erecimiento,
fue de 0.066 mg N/L para solea y 0.11 mg N/L. para rodabatlo (a 16°C y 34 ups de
salinidad), La mortalidad de animales acufiticos en sistemns semi-intensivos e imtensivos
es causada a menudo por amoniaco, denotando que este parmelro es un importante

regulador de Ia salud y crecimiento del animal (Boyd, 1990).



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. OBTENCION DE HUEVOS

Desde hace aproximadamente 2 afios, el Departamento de Piscicultura del CENAIM, ha
venido manteniendo en cautiverio un grupo de lenguados reproductores (Paralichthys
woolmani) alimentados a base de pescado fresco congelado junto con pre-mezclas
vitaminicas enriquecidas con Super Selco como fuente de dcidos grasos esenciales en un
tanque negro ovalado de 17.5 Ton de capacidad con temperaturas de 19°C a 23°C y

fotoperiodo de 12 horas luz (06h:00 a 18h:00).

Para la realizacién del siguiente proyecto los huevos fertilizados fueron obtenidos por

desoves naturales durante los meses de Julio y Agosto de 1996.

2.2. DISENO EXPERIMENTAL

Para ambas fases experimentales se utilizaron 9 unidades experimentales, las cuales
fueron divididas en 3 tratamientos: T20 (tratamiento a temperaturas de 20°C), T24
(tratamiento a temperaturas de 24°C) y, T28 (tratamiento a temperaturas de 28°C). Cada

tratamiento se corri6 por triplicado.

El experimento consistié en evaluar el efecto de 3 diferentes temperaturas,

estableciéndose mediante analisis estadistico diferencias significativas entre tratamientos.

¥

2.3. SISTEMA DE CULTIVO

Dentro del presente trabajo, se realizaron dos fases experimentales con 3 temperaturas de

prueba: 20°C, 24°C y 28°C, mismas que fueron seleccionadas segin los rangos de
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[luctnacién annales que se dan on las costas de San Pedro de Manglaralto (frente al

CENAIM).

Se trafd de determinar i Ias temperaturas seleccionadas podefan cansar algin efecto tanto
en ef desarrolto embrionario como en ef crecimiento larval del Tengnado { Paredivhihys

wonlmani) basado en fndices de crecimiento, supervivencia y tiempos de desarrollo.

Para ambas Fases experimentales se utilizo e! mismo sistema de culfivo (Fig. 3) confuro?
£} o
tanques planos blancos de policarbonato de 30 L de capacidad, equipados con piedras d

aeracion y suplementados con agua temperada manfenida en reservorios (Fig. 4).

2.3.1. Unidades de enfriamicnto y calentamiento

Esimportante sefialar ademds, que para mantener Ins temperaturns de experimentacion en
los diferentes tratamientos, se utilizé ¢f sistema de Baio Maria, mediante ¢l cual los
tanques de cultivo se mantuvieron a fas temperaturas establecitas por medio de agua
mantenida en tanques rectangulares de 0.5 Ton y temperada a (ravés de
termocontroladores o enfriadores MITSUBISHI modelo: NV30-CA: REI-SEA modelo:
HCR-113 y calentadores de plancha EARTH CORPORATION.

2.3.2. Suplemento del ngus

Yara realizar los recambios en los tangues de enltivo, durante s segunda fase
experimental, se wtilizd un sistema de ujo confinuo con agua filtrada y pasada por 1LV,

proveniente de reservorios mantenidos a las diferentes temperaturas de experimentacion.
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Fig. 3. Dispasician del sistema de cultiva. 1as Imeas tinas v eruesas indican ¢l Hujo de ngua en log
respectivos angues

23.3. Tangues de culiivo

Para 1y segunda fase, se incorporaron en medio de los tanques, tubos centrales de
recambio perforados y forrados con mallas de 400 ym. Una ver, tue las larvas aceptaron
Artemia, se cambiaron estas mallas por unas mis grandes (60X jim) a fin de permitir of
paso del alimento acumulado no consnmido y heees, tos cuales podyfan contaminar el

agua y limitar el erecimicnio larval,



Entradade agua
Salidadeagua

TubodePVC perforado
y forrado con malla de
400y 600 um

Fig. 4. Tanque de cuitivo utilizado durante ambas lases experimentales. B tubo de recambin se 1o
incorpard en fa segunda fase experimental

2.4. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Para 1a realizacion de 1a primera [ase experimental fos huevos viables (flolantes)
obtenidos por desoves naturales de reproductores maduros, fueron separados de fos no
viables (no flotantes) en un tanque conico transparente de 50 1. de policarbonato,
procediéndose posteriormente a establecer el volumen de siembra en los tanques de

cuffivo.

urn o realizacion de L segunda fase experimental se efectuo ol mismo procedimiento que
en la primera fase, incubdndolos posteriormente en un tantpue conico transparente de
200 1. de policarbonato con acracion suave y flujo continno de agua. Una vez

eclosionados se procedic a establecer ¢l volumen de siembra en los tanques de enllivo,
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24.1 Fase Ii Efceto de In temperatura sobre ¢l desarrollo embrionario

supervivencias pre-larvales del lenguado Paralichthvs woolmani. .

i e,
2.4.1.1. Siembra bag e

j‘v’.‘r‘i:‘f} H"k{;’
Los huevos fueron contados por volumetria y posteriormente sembrados a razén de
15,000 huevos por tanque. Debido al tiempo empleado en la colecta y separacion de los

huevos viables de los no viables, éstos se sembraron en estadio de 16 células (2 h

despuds de fa lertilizacidn con temperaturas de 22 2 23 *C).

2.4.1.2. Muestreos

El muestreo de los huevos fue al azar y con una {recuencia de 30 min durante los
primeros estadios de desarrollo embrionario (mornla), amplidndose Tuego o 1 h, hasta
cubrir por completo todas {as etapas hasta 1a eclosion. Para observaciones de 1os estadios
de desarrollo embrionario, se wilizé un microscopio OLYMPUS BO71 provisto de una
cdmara fotogriflica OLYMPUS C-35AD-4. Los tiempos de desarrolfo embrionario se

determinaron en base o un 70% de eclosion.

La clasificacion de los estadios embrionarios fue Ia signienie: 4 (16 células), 5 (32
células), 6 (Morula), 7 (Blastula), 8 (Gastrula), 9 (desarrollo del embrion), 10 (desarrolio
de vesfenla dplica), 11 (desarrollo de vesienln de cobre), 12 (desarrollo de vesfeula
auditiva), 13 (cromatéforos en ol saco ¥ formacion del corazon), 14 (Iatidos del corazén),
15 (formacidn de plicgnes de 1as aletas), 16 {fisto para cclosionan), 17 (eclosién) {Segiin

Tomiyama, 1984).



En cuanto a las mediciones biométricas, se muestrearon aleatoriamente 10 pre-larvas por
tanque en los que se midié: longitud total y ancho total. Se utilizé un Perfilador

MITUTOY O PJ-300 con pantalla.

Los porcentajes de supervivencia de cada tanque fueron obtenidos por volumetria, al final

de esta primera fase experimental.

2.4.2. Fase II: Efecto de la temperatura sobre el crecimiento larval

Se trat6 de probar, a través de los 35 dias de cultivo larval, el efecto de la temperatura
sobre: tiempos de residencia en cada estadio, medidas biométricas (tallas de cultivo), y

supervivencias larvales a lo largo del cultivo.

2.4.2.1. Siembra

Las pre-larvas fueron sembradas por volumetria a razén de 1,500 larvas por tanque, hasta
volimenes de 25 L, tratando de no maltratarlas en exceso debido a su gran sensibilidad
en este estadio. Posteriormente, el volumen de agua se incrementd hasta 30 L,

manteniéndose en este nivel hasta el final de la segunda fase experimental.

2.4.2.2. Muestreos

Para realizar el seguimiento del crecimiento larval el muestreo fue al azar, con una
frecuencia diaria hasta cubrir eventos importantes tales como: consumo de saco vitelino,
apertura de la bc;ca, pigmentacién del ojo y primera alimentacién; posteriormente se lo
hizo con una frecuencia de 3 a 5 dias. Las observaciones del crecimiento larval se las
realiz6 con ayuda de un Estereomicroscopio OLYMPUS SZ-PT provisto de una cdmara

fotogréfica OLYMPUS C-35AD-4.



La clasificacion de los estadios larvales segin Minami (1982 fide Seikai efof., 1986) y
ligeramente modificado para este trabajo, fue fa signiente: Pl {pre-larva con saco vitelino),
A {(Apertura de Ia boca, pigmentacitn del ojo, intestino con curvatura simple), B (Base de
los radios elongados anteriores de Ia aleta dorsal 6 rie.aad), C (3-4 renad., base de
radios de Ia aleia candal), D {comienzo de 1a compresion del cuerpo, 5-6 r.e.naad.,
radios de aletas candales), E (notocordio flexionado hacia arriba en 45°, base de radios de
aletas dorsal y anal), F(7-9 r.e.a.a.d., proliferacién de radios de las aletas dorsal y anal,
0jo derecho no observable desde el lado izquierdo), G (ojo derecho observable desde el
lado izquierdo), H (migracion del ojo derecho sobre el borde dorsal o Ia cabeza), |1

(metamorfosis),

En cuanto a las mediciones biométyi A%, 8¢ muestrearon cada 5 dias, 10 animales por
tanque para medir: longitud total, fongitud estandar, ancho total y ancho del saco vitelino
(consumo a las 40 I de siembra). Las mediciones se las realizé con ayuda de un
Perfilador MITUTOYO PJ-300 con pantalla,  Los animales fueron previnmente

anesiesiados con MS-2272,

Ademis se realizaron muestreos semanales de supervivencia por volumetria, tomando

como minimo dos muestras por tangue en cada conteo con un beaker de 1000 ml.

24.3. Alimentacién

2.4.3.1. Calidad del alimento {Enriquecimiento)

Tanto rotiferos (Brachionns plicatilis Tipo 8) (Stock natural, Dpto. Fitoplancion y
Zooplancton, CENAIM) como Arfemia (Great Salt Lake, INVE Aquaculture N.V.,
Bélgica) fucron previamente enriquecidos con Super Seleo™ (INVE Aquaculture N.V.,
Bélgica), siendo los rotiferos enriquecidos ademis con vitamina C via bio-encapsulacion

de dcido ascérbico-6-palmitato. Las microal gas (Nannochloropsis oculata + Tetraselmis



maculurn) se agregaron al tangue de cultivo (técnica del agna verde) durante los primerps
dfas de cultivo darval a fin de mantener 1a ealidad de Tos rotiferos asf como por sps

propiedades antibacteriales.

Enlo que respecta al alimento artificial utilizado para el destete (OTOHIME de 250 a 400
jim) posee una coloracién similar a la Arfemia, y un allo porcentaje de proteina (48%);
todo 1o cual, 1o convierte en una dieta muy adecuadn para estadios pre y post-

metamorfosis (9.7 a 17 mm de fongitud total del pe).

2.4.3.2, Réeimenalimenticio

il régimen de alimentacion a seguirse (Fig. 5) estuvo sujeto a varaciones debido al grado
del consumo de saco vitelino, grado de desarrollo Jarval, supervivencia, cantidad de

alimento vivo, y concentricion de éste en ¢l tangue de cultivo (remanente).

Edad {clias)

Dieta DI DS DIO DI5S D20 D25 D30 D35

Rotiferos

Artemia spp.

Alimento Art.

Fig. 5. Régimen alimenticio aplicado durante Ja segunda fase experimenial

2.4.3.3, Mdéodode alimeniacion

Durante los 5 primeros dias de coltivo se adminisiré concentraciones de 200,000 cel/ml
de algas suspendiéndose nna vez que comenzé ef reeambio de agua, Se suministsd, tanto
alimento vivo como arificial, 2 veces al dia (0Oh:00 vy 1Sh:00). En coanto ol alimento
vivo, anles de cada racidn se observd, por volumetria, §a cantidad de alimento sobrante
(remanente) en eada uno de los tanguies de cultivo parm establecer I cantidad de alimento

que se necesitaba adicionar para alcanzar la concentracion deseada. En los 61timos cineo
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dias de cultivo se wilizé tanto Artemia como OTOHIME (alimento artificial) disolviendo

éste viltimo en agua para un mejor consumo por parte de las larvas,

2.44. Condicionanies Fisico-Ouimicas Del Medio

En la primera fase experimental, se controlaron las temperaturas de los diferenfes

tratamientos con una frecuencia de 3 a 4 h por dia.

En la segunda fase experimental, se controlaron temperaturas (2 veces al dia); oxigeno y
pH (1 vez al dia). El control tanto de temperatura como de oxfgeno se lo realizo con un
Oxigendmetro SIBATA UC-12; mientras que para controlar el pH se utiliz6 un pHmetro

SIBATA UC-23,

Ademis los niveles de amonfaco fucron medidos mediante el método def Salicitato por
test de Folometrfa con el espeelrofotémetro DR-2000 (HACH), para ello se ntilizaron dos

clases de reactivos: Cianurato de amonfaco y Salicilato de amonfaco®(HACH).

Un nivel constante de iluminacidn obtenido a traves de luces fluorescentes dieron un
valor de 1,000 5 1,500 lux: namteniéndose de esta maner, un fotoperiodo de 12 horas

Tz, (08h:00 a 20h:00).

Los tangues de cultivo fueron sifoneados 2 veces a Ia semana durante fos primeros 20
dfas de cultivo, para evitar un incremento de mortalidad por sifoneo debido a 1a gran
debilidad de Ta larva en los primeros dias de cultivo, Posteriormente, una vez que las
larvas fucron alimentadas con Arremia, Tos tangues foeron sifoneados 2 veces al dfa hasta

La finalizacién de by segounda fase experimental,

Las altas tasas de recambio considerndis (Tabla 4, se debicron a las altas densidades de

cultivo.



Tablad. Recambio de agua en los tangues de cultivo durante la sepunda fase experimental

Piasde cultivo Porcentajes de recambio
-6 060
6-10 G0- 150
10-15 150-300
15-35 300-5(X)

Los niveles de aeracin fueron de 100 a 150 mb/min durante ambas fases experimentales.

2.5. METODROLOGIA ESTADISTICA

Los tiempos de desarrollo, datos biométricos y supervivencias obtenidos durante ambas
fases experimentales fieron smalizados medinnte un Analisis de varinnza (ANOVA). Si
entre los tratamientos se presentaban diferencias significativas (p = 0.05), se aplicaba un

lest de rangos miiltiples (SCHEFFE).

Se realizaron ademds tablas de regresién lineal para correlacionar las mediciones

biométricas entre sf,



3. RESULTADOQS

3.4, DESARROLLO EMBRIONARIO

Durante ¢l desarrollo de esta primera fase experimental se observaron diferencias
significativas enire {ratamicntos en cnanto a medidas biométricas y supervivencias,

principalmente en los tratamientos con tempesaturas a 20°C (T20) y 28°C (T28).

El tratamiento con temperatura 2 24°C (124) fue significativamente superior (p < 0.05) en
cuanto a supervivencin (93%) y longitud total pre-larval (2.49 + 0.08 mm) con respecto s
T2R; micntras que con respecto a 120, tan sélo fue significativamente superior en cuanto
a longitud total pre-larval, gracias a2 un aceptable poreentaje de supervivencia (819%) del
tralamiento » 20°C. En cuanto 8 'T28, reporté In mas bajn supervivencia final (34%) y
longitud total pre-larval (2.23 + 0.09 mm), resultados significativamente inferiores a los

ofros tratamientos (Tabla 5).

3.1.1. Tiempos de_desarrolle embrionasio

Los tiempos de desarrollo embrionario, desde el estadio de 16 células hasta of estadio pre-
larval, fueron de 32,10 b, 23.40 h y 1IR30 § para T20, 'T24 y T2R, respectivamente
(Fig. 6). Estos tiempos se consideraron en base a un 70% de eclosién existiendo
difesencias significativas (p < 0.05) entre (ralamientos,  Se incluyen estadios

embrionarios del lenguado (Fig. 7a 13).



17
. 16
z 15
5 14
S 13
Y
E 1
“ 10
w Q
5 8
S 7
z 6
5
4 i | [ ] | ! | 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Incubacién (horas)

Fig. 6. Desarrollo embrionario del lenguado  Parafichtiiys woolmani byo  res difercnies regfmenes de
temperaturas

Fig. 7. Estadio de 32 ¢élulas. 27 min lucgo de la siembra (16 céhulus)



=1

A
*

PALL G
' AR A

S
i
! it

Fig. 9. Batdionde Bliamlae 11 R i Dicoe e L fegahey



[

Fig. 110 Embidn con b loomsion del contzon 135 o lneoo e Ly oy

1
i
1

-y



Freo 120 Embrian listo pavie eelosion s My 10 i e

Figo 13 Belosian (7007 23 | V0 Do g |

0

Cremh

0



3.1.2. Supervivencia pre-larval -

Las supervivencias pre-larvales obtenidas al final de esta fase experimental fueron 81.3%,
93% y 34% para T20, T24 y T28, respectivamente. Estos resultados se registraron luego
de 40 h de siembra, considerandose este tiempo, suficiente para alcanzar el méximo
porcentaje de eclosion en los tres tratamientos. El anilisis estadistico de estos porcentajes
demostré que entre T20 y T24 no existieron diferencias significativas (p >0.05), mientras

que T28 si fue significativamente diferente con respectoa T20y T24.

3.1.3. Mediciones bioméiricas en pre-larvas de cultivo

Medidas biométricas tales como longitud total (Lt), ancho total (At) y ancho del saco
vitelino (ASv) fueron registradas luego del 70% de eclosién en los tres tratamientos

(Tabla 5).

Los tratamientos, en lo que respecta a Lt, mostraron diferencias significativas (p < 0.05}
entre si,—obéeniendo T24 las mayores longitudes de eclosién. En cuanto a At, el
tratamiento T24 mostré diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a T28, mientras
que T20 no fue significativamente diferente con respecto a T24 y T28. Los ASv no

mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos

3.1.4. Temperatura

Los valores de temperatura se mantuvieron muy estables en los tres tratamientos (Fig. 14)

con una ligera va}iacién de 0.1°C, esto es 19.9°C-20.0°C; 23.9°C-24.0°C y 27.9°C-28°C




51

300 1 -
‘ T28
280 f----mmeemec S i L LI EERE
~ 260 } N
;i T24 Dil=dial
g 24-0 [ e T T T T T e T — T T T T e D2=diaz
% 20t L
g : 0 D3=dia3
= 200
5
= 180 }
160 L I i L L L . L L !
18h:30 01h:00 05h:30 11h:00 _ -20h:30 01h:00
(D1) (D2) (D2) (D2) (D2) (D3)

. Tiempo (horas)
Fig. 14. Niveles de temperatura mantenidos durante la primera fase experimental

Tabla 5. Pardmetros finales de la primera fasc experimental (valores medios + desviacion estdndar de tres

réplicas)
TRATAMIENTOS

PARAMETROS T20 T24 T28
Temperatura ("C) 20.0+0.1 23.9+0.1 27.9+0.1
Desarrollo embrionario (h) 32.10 £ 0.152 23.40 + 0.10° 18.30 + 0.10¢
Supervivencia final (%)* 81.0 = 14.52 933 £6.12 34.0 = 7.5
Longitud total (mm)* 2.39 + 0.062 2.49 + 0.08b 2.23 + 0.09¢
Ancho total (mm)* 0.89 + 0.06%P 0.91 + 0.052 0.86 + 0.07°

valores con la misma letra no tuvieron diferenctas significativas (p >0.03)
*Valores medidos luego de 40 h de sicmbra en estadios pre-larvales

3.2. CRECIMIENTOLARVAL

Los resultados finales del crecimiento larval sefialaron qué el tratamiento a 24°C (T24)
fue significativamente superior a los otros tratamientos, tanto en supervivencia (8.9%)
como en longitud total (11.31 + 1.87) (Tabla 6). Los tratamientos a 20°Cy28°C(T20y
T28) evidenciaron ser temperaturas muy limitantes en cuanto a crecimiento y

supervivencia larval de esta especie.



3.2.1. Tiempo de crecimiento larval

Durante los 35 dias de la segunda fase experimenta‘l se observaron variaciones en las
tallas larvales de un mismo tratamiento, lo cual produjo que no todas las larvas alcancen
un determinado estadio larvario al mismo tiempo. Asi al dia 30 de cultivo se obtuvo en
T20 un 50% en estadio F, 25% en E y 25% en D; al dia 35 para T24 un 25% en G, 60%
enH,25% en Gy 10% en |, y para T28 un 25% en F, 60% en G y 9% en H (Fig. 15).

El ancho del saco vitelino (Asv) tuvo variaciones significativas entre tratamientos

(Tabla 6) a las 40 h luego de la siembra.

H ~
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Fig. 15, Crecimiento larval det  lenguado Paralichtiys woolmani bajo tres diferentes regimenes de
temperaturas. Los tiempos de crecimiento larval se tomaron con un minimo de 50% de larvas
que hayan alcanzado determinado estadio de desarrolio

Caracteristicas de estadios larvales (Fig. 16 a 21) se ilustran a continuacidn:

y
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3.2.2. Supervivencia larva

EnT20 se registr6 una supervivencia de 0% al dia 30 de cultivo, mientras que al dfa 35 de
cultivo los poreentajes Mueron de 8,9 y 0.9% para T24 y 'T28, respectivamente (Tabla 6 y
Fig. 22). En ¢! andlisis estadistico, los valores de supervivencia en T24 sf mostraron
diferencias signilicativas (p < 0.05) con respecto a 120 y 128 a lo largo del cullivo
larvario; sin embargo, durante los dias 12 a 19, los valores de 120 y 124 no fueron

significativamente diferentes (p > 0.05) entre si.

100
90
80
~ 70
Lo
< ——T20
o 60
[#
§ 50 0124
=
g v — 128
B
5 30
20
10
] , EIT g -
Fac o
| 5 12 19 26 35 i

Fdad (dias)

Fig. 22. Supervivencias larvates registradas durante la segunda fase experimental en estadios primarios de
& oy g p
metamorfosis

3.1.3. Mediciones biométricas en larvas de cultive

A pesar de que los 3 tratamientos a lo fargo de los 35 dias de cultivo no mostraron una
misma tendencia en cuanto a longitud total (1t (Fig. 23), los resultados significativos

mis altos, al final de esta segunda fase experimental, se obluvieron en 124 (Tabla 6).



Durante los tres primeros dias de cultivo, s observaron diferencias significativas
(p < 0.05) entre T20 y 124 con respecto a 128, Al 5% dia, 24 y 128 fueron
signilicalivamente superiores a 120, Del dia 10 al 15, 120 repistrd valores
signilicativamente superiores (p < 0.03) con respecto @ 28, siendo inclusive superior a
T24 al dia 10 de cultivo; sin embargo. en tos dias subsiguientes, los valores de 1.t en este
tratamicnto se redujeron hasta valores significativamente inferiores con respecto a los
demds. En cuanto a’'l1'24 y 128 demostraron {(exceptuando los dias 3 y 10 de cultivo) no
ser significativamente diferentes (p > 0.05) entre si hasta el dia 30. Finalmente, los
valores de Lt en 124 aumentaron notablemente siendo significativamente superiores con

respecto a los obtenidos para ‘128, al final de esta scgunda fase experimental,

Tt U RO
BT20 [JT24 [ET2s
10
E 3
8
g 6
"&h 4.
[~
Q
-
2
0

2 3 5 10 15 20 25 30

tdad (dias)
Fig. 23. Crecimientos en longitud total larval registrados durante asegunda lase experimental. Vatores
con fa misma letea no tivicron dilerencias sipnificativas > 005
En cuanto a las medidasde ancho total (At) (Fig. 24), mostraron una tendencia similar a
LA para todos los tratamicentos con ligeras variaciones en los niveles de significancia de
28, especialmente durante los dins 10 2 25 de cultivo: obser dndose tambicén un
crecimiento significativimnente superiog(- 0.05) de 'F2:1 con tespecto a 128, al Tinal de

esta segunda lase experimental,
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Fig. 24. Crecimientos ¢n ancho total registrados durante la segunda lase experimental. Valores con la
misma letra no tuvieron diferencias significativas (p > 0.05)

La tabla de regresién mostrd una correlacién lineal positiva (Fig. 25) entre Aty Lt.

y = 1.534x + 2.657, R-cuadrado: .965

¥ T Ll T 3 + I T 1 ' i

-
o .

Ancho total {min}

N W 1 OO0 N 0 WO

2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
Longitud total (mm)

Fig. 25 Crecimiento relativo de larvas de lenguado Paralichiltys woolmani durante la segunda fase
experimenial
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Tabla 6, Pardmetros finales de Ia segunda Fase expetimental (valones medios 4 dess ineion estdndut de Lres
g !

téplicas)
TRATAMIENTOS

PARAMETROS T20 124 128
Longitud total (mm)* — HE3E+ 1.87% 876 +0.71b
Longitud estdndar (mm)* - 8.99 + 1.3d2  7.24 £ 045>
Ancho total (mm)* — 3.7+ LIS 4.05 £ 0.83b
Ancho del saco vitelino (mm)** 0.52 £ 0,044 045+ 006" 031 = 0.05¢
Supervivencia final (%) (n 8.9 1 2.8 0.9+ 1.5

Valores con igual letra no Llienen diferencias signiticativas (p >0.05)
"Vadoron fionlen tuego de 35 dfas de eultivo
AV atores cortespondientes u 40 b Tuego de 1 sicibin

3.2.4. Pardmetros fisico-quimicos

entre tratamientos durante los primeros dias de cultivo (dia 9) (Tabla 7).

3.2.4.1. Temperatum LR

Los valores diurnos de temperaturas (Fig, 26A7 abtenidos en los tratamicentos tuvicron
fluctuaciones entre réplicas de: 20.4 4 0.2 a 20.5 + 0.2; 24.0 + 0.6 a 24.1 + 0.6; Y,
277+ 1.1 2 27.9 + 0.8 para 'T20, T24 y 128, respectivamente.
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Fig. 26A y B. Temperaturas diurnas (A) y nocturnas (B) registradas durante la segunda fasc cxperimental

Las temperaturas nocturnas registradas (Fig. 26B) fluctuaron entre: 20.2+0.2 a

20.3+0.2, 23.9+0.4 a 24.0:0.4 y 27.9+0.3 a 27.9+ para T20, T24 y T28,

respectivamiente.
3.2.4.2. Oxigeno

Los niveles de oxigeno disuelto (OD) mostraron, como era de esperarse, una relacién
inversamente proporcional con respecto a las temperaturas de prueba a lo largo de esta

segunda fase experimental (Fig. 27).
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Fig. 27. Niveles de oxigeno disuelto (ppm) durante la segunda fase experimental.

3.2.4.3. Amoniaco

Los niveles de amonfaco fueron altos durante los primeros dias de cultivo (Fig. 28),
registrando al 97° dia un promedio de 0.14 ppm (T20), 0.26 ppm (T24) y 0.41 ppm
(T28) y estabilizdndose en los dias 18 y 27 en valores que fluctuaron entre 0.03 ppm y
0.01 ppm para los tres tratamientos, terminando T24 al dia 35 de cultivo con 0.03 ppm
mads que T28, debido probablemente a una mayor concentracidn de alimentacién que se

requeria para el mantenimiento de las larvas de cultivo.
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Fig. 28. Niveles de amonfaco registrados durante la segunda fase experimental.

Tabla 7. Parimetros {fsico-quimicos registrados durante la segunda lase experimental (valorcs medios &
desviacion estindar de tres réplicas)

TRATAMIENTOS
PARAMETROS T20 T24 T28
Temperatura (°C) (am) 20.4+0.2 24.0+0.6 27.8«1.0
Temperatura (°C) (pm) 20.2£0.2 23.9+0.4 27.9+0.4
Oxigeno disuelto (ppm) 6.75£0.53 6.55+0.44 6.04+0.64
pH 8.04:029  7.99+0.25 8.00:0.21

Amoniaco (NH?) 0.06+0.07 0.12+0.17 0.21+0.29
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4. DISCUSION

Debido a que la temperatura es uno de los factores ambientales mas influyentes sobre los
tiempos de eclosién en huevos de peces (Blaxter, 1969), las diferencias significativas
(p < 0.05) obtenidas en cuanto a tiempo de eclosién en horas durante la primera fase
experimental, se debieron seguramente a la amplitud de temperaturas de incubacion
(20°C, 24°C y 28°C). En trabajos realizados con huevos de otras especies de peces
planos como el halibut (Hippoglossus stenolepis) (Liu et al., 1994) y rodaballo
(Scophthalmus maximus) (Jones, 1972), también se obtuvieron diferencias significativas

entre tratarnientos, con rangos de 3°C a 15°C.

En cuanto a las tallas de eclosién, Ahlstrom ef af. (1984) describi6 que el rango para el
género Paralichthys es de 2.0 a 2.8 mm de longitud total; adicionalmente Blaxter (1969)
y Kamler (1992) sefialaron que la eclosi6n a bajas temperaturas producen tailas larvales
més grandes que a altas temperaturas. Sin embargo, las tallas pre-larvales obtenidas para
el lenguadc; Paralichthys woolmani, fueron significativamente superiores a 24°C que a
20°C y 28°C, por lo que podriamos considerar temperaturas cercanas a 24°C como
apropiadas para desarrollos embrionarios, mientras que alrededor de 20°C y 28°C podrian

ser temperaturas limitantes, en lo que respecta a taflas de eclosidn.

La temperatura ademés, tuvo un efecto significativo (p < 0.05) sobre la supervivencia
pre-larval, siendo ésta significativamente inferior a 28°C que a 20°C y 24°C. Estos
resultados nos indican que para lograr una eclosién exitosa se requiere de temperaturas

inferiores a 28°C.

El grado de desarrollo larval tuvo amplias variaciones entre temperaturas, obteniéndose
mejores indices de crecimiento y supervivencias con temperaturas a 24°C. Ademds se
desarrollaron, a dicha temperatura, estadios larvales mds avanzados que en las otras

temperaturas experimentales al dia 35 de cultivo; observandose contradictoriamente a



28°C (por larelacién directa entre temperatura y crecimiento larval), un retardo en el grado
de desarroflo larval alcanzando tan sélo el estadio G al final de esta segunda fase

experimental.

La variabilidad existente en tallas larvales al momento de la siembra puede ser explicado
por el hecho de que estas larvas provenian de desoves de; més de una hembra; ya que
segtin Kamler (1992), los tamafios larvales son influenciados tanto por el tamaiio, edad y
grado de alimentacién del reproductor dando como resultado las diferencias en cuanto a

grado de desarrollo larval entre larvas cultivadas a una misma temperatura.

Seikai et al., (1986) obtuvo que los resultados mas interesantes se observaron en la
dependencia del tamafio metamorfico y 1a duracién del periodo larval con respecto a la
temperatura en larvas de lenguado Paralichthys olivaceus, y que esta dependencia se
reflejaba en las amplias variaciones (dias de cultivo) entre temperaturas experimentales.
Estos resultados coinciden con los obtenidos para nuestra especie, sobretodo por las

grandes variaciones, en cuanto a la duracién de periodos larvales, entre tratamientos.

El hecho de que la temperatura intermedia de prueba (24°C) tenga los mejores indices de
evaluacion, supone que temperaturas préximas a ésta sean adecuadas para el desarrollo
del Paralichthys woolmani, como sucede en especies simailares como el "greenback
flounder" (Rhombosolea tapirina) en el cual a valores superiores a 15°C las larvas fueron
méis pequefias y con deficiente absorcién del saco vitelino, mientras que a valores

menores a 15°C el crecimiento larval fue mds lento (Hart y Purser, 1995).

r

En cuanto a las larvas mantenidas a 20°C, las grandes mortalidades producidas durante
los dias 19 a 26 se debieron probablemente al tamafic no adecuado de alimento vivo
(Artemia) con respecto al tamafio larval de la boca y a enfermedades bacterianas
(vibriosis) debido a la contaminacién del tanque de cultivo por acumulacién de alimento
vivo y desechos metabdlicos larvales. Ademds Blaxter (1969) sefiala que la tolerancia a

una temperatura puede variar con la edad; por lo cual, basdndonos en los resuitados del



presente experimento, aumentos graduales-en las temperaturas de cultivo (20°C a 24°C),
podrian mejorar los indices de crecimiento y supervivencia larval. Cabe resaltar que en
los cultivos de rodaballo (Scophthalmus maximus), se utilizan niveles de temperaturas

desde 13°C hasta 18 6 19°C (Person-Le Ruyet, 1989), obteniéndose buenos resultados

En cuanto a las larvas cultivadas a 28°C, las bajas supervi‘vencias reportadas hasta el dfa
12 de cuitivo, nos harian suponer que temperaturas de 28°C, bajos niveles de oxigeno, asi
como los niveles de amonfaco registrados (0.41 mg/L), influyeron decisivamente tanto en
el estado fisiolégico como en la supervivencia larval. Mas atn, y considerando que con
temperaturas altas, la tasa de amoniaco es mayor que con temperaturas bajas
(Reichenbach-Klinke, 1966}, debemos mencionar que durante lc;s 5 a 6 primeros dias de
cultivo larvario en que no se efectué recambios de agua en los tanques de cultivo, tanto
las concentraciones iniciales de rotiferos (3 rot/ml) y de microalgas (200,000 cel/ml) junto
con las densidades de cultivo utilizadas (50 larvas/L) fueron factores que también
contribuyeron a los niveles tan altos de amoniaco obtenidos; ya que, cuanto mas pequefio

-

es el pez, es m4s sensible a este pardmetro quimico.

Cabe anotar que el uso de antibiéticos (Oxitetraciclina y tetraciclina) durante los dias 15a
18 de cultivo, debido a una severa vibriosis (comunicacién personal Annick Bolland); asi
como los altos porcentajes de recambio de agua utilizados en todos los tratamientos,

ayudaros a mantener tanto las condiciones fisiolégicas larvales como la calidad del agua.
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. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, la teraperatura demostré ser un factor muy influyente en {o que
respecta a tiempos de desarrolles, crecimientos y supervivencias tanto en desarrollo

embrionario como en crecimiento larval del lenguado Paralichthys woolmani.

Los tamafios pre-larvales de eclosién significativamente superiores a los otros
tratamientos asi como los altos porcentajes de supervivencias obtenidos a 24°C,
demostraron que rangos alrededor a esta temperatura serian apropiadas como

temperaturas de incubacién.

Las temperaturas a 20°C limitaron un adecuado crecimiento larval, causando
problemas de alimentacién y enfermedades que influyeron en las altas mortalidades

dadas durante los dias 19 a 26 de cultivo larvario.

Las temperaturas a 28°C, junto con los altos niveles de amoniaco dados en los
primeros dias de cultivo (0.41 mg/L) y las altas densidades de stembra (50 larvas/L)

provocaron las bajas supervivencias obtenidas al dfa 12 de cultivo.

El régimen alimenticio demostré ser dependiente de la temperatura de cultivo. Debido
a que las larvas de peces seleccionan el tamafio de su presa de acuerdo a su estado de
desarrollo (tamaifio de la boca), la adecuada introduccion de presas de mayor tamaiio
en relacién a los rotiferos (nauplios o metanauplios de Artemia), influyé sobre Ia tasa

de supervivencia larval.

¥

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que, con rangos de temperaturas
cercanas a 24°C y bajo condiciones controladas de cultivo (laboratorios), se podria
asegurar una produccién constante tanto de pre-larvas como de alevines de lenguado
Paralichthys woolmani, con tamafios larvales y con rangos de supervivencia

aceptables para larvas de peces marinos.



RECOMENDACIONES

Seria recomendable realizar nuevos bioensayos para probar el efecto de la temperatura
sobre el cultivo larval pero utilizando una menor densidad de cultivo, a fin de mejorar
la calidad del agua y reducir la acumulacién de desechos y alimento vivo; de esta
manera, se podrian reducir los porcentajes de recambio de agua a lo largo del cultivo

larvario.

En vista de que el rango éptimo de cuitivo de larvasde Paralichthys woolmani esta
alrededor de 24°C, se podria reducir alin mdis los rangos de temperaturas
experimentales, desechando temperaturas tan extremas como las utilizadas en el

presente trabajo.

Probar el aumento gradual de temperaturas (20°C a 24°C) a fin de mejorar las

supervivencias larvales

-

A fin de asegurar una mayor movilidad de las larvas, se deberfa probar tanques de

mayor capacidad conjuntamente con varias densidades de cultivo.

Tratar de mantener una buena calidad del agua en lo que respecta a niveles de

amoniaco ya que este pardmetro es muy limitante en cuanto a supervivencias en peces.

Realizar mediciones biométricas periddicas del ancho de la boca para determinar un
régimen alimenticio adecuado, a fin de obtener mejores crectmientos y supervivencias

larvales.

¥

Uso de antibidticos en el suplemento de alimento vivo para evitar posibles

contaminaciones en el tanque de cultivo.
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