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Introduccion

La corvina habita en el Mediterraneo y el M.
Negro, y en la costa este del Atlantico (Haffray
al., 2012). Tiene atributos atractivos para
mercado que incluyen gran tamafo, bu
rendimiento, bajo contenido de grasa, excele
sabor y textura firme (Monfort, 2010). La especie
también tiene las caracteristicas bioldgicas requeridas para la acuicultura comercial ufilizando
tecnologias de cultivbien establecidas (Papadakis et al., 2013). Estas caracteristicas incluyen un rapido
crecimiento de ~ 1 Kg por afio (Duncan et al., 2013), un bajo indice de conversion de alimentacién de
0.91.2, que es similar a la cria de larvas relativamente faciattabs del Atlantico (Roo et al., 201Q).

Vallés y Estévez, 2015) (Duncan et al., 2018, Mylonas et al., 2016)..La corvina se produjo porjprimera
vez en 1997 en un criadero comercial en Francia y desde entonces ha exhibido aumentos de groduccion
anuales hastd@ veces mas (FAO, 2012). En 2016, la produccion acuicola europea fue de ¥,280 t,
producida en Espafia, Grecia, Turquia, Francia, Portugal, Italia, Chipre y Croacia (FAO, 2018)

Una encuesta a productores de corvina identifico los principales cuellostie pata la expansion de

la industria. En primer lugar, las tasas de crecimientovariables, cuya causa exacta no es obya, son un
rendimiento de mejora importante (Duncan et al., 2013). Se requiere un enfoque multidisciplinario para
examinar el papel dalgenética, la nutricion, especialmente los.requisitos dietéticos durante el glestete,

el preengorde y el cultivo en viveros, el comportamiento de alimentacién y la crianza. En segunfio lugar,

la distribucion de esta especie en la region.de los EstadossUgig® puede ser una de varias fueptes
(principalmente un criadero en Francia). Esto tendra implicaciones negativas significativas parajel futuro
de la cria, que son necesarias para pasar al siguiente nivel de eficiencia y produccién. En tefcer lugar,
las enfermedades emergentes, las enfermedades parasitarias y la gran aparicion de gfanulomas
sistémicos, que pueden haberse desarrollado para este pez. Finalmente, los factores socioecgndmicos s
han identificado como cuellos de betella, incluida la necesittadin mercado mas amplio y|la
diversificacion de productos (Monfort, 2010).mas alla del pescado fresco en su totalidad. Las iniciativas
nacionales para la domesticacion propia estan en marcha en Espafa y Grecia, coordinadas ppr Partners
of the Consortiumy DIVERSIFY se desarrollard ain mas.

Egypt
Portugal
France

Italy
Spain

Figura 1. Evolucion de la produccion acuicola de corvina en Europa y Egipto desde 1997 hasta 2012.

En el presente Manual Técnico, proporcionamos la informacion obtenida durante los 5 afios deljproyecto
DIVERSIFY, relevante para la adquisicion de nuevos reproductores, la gestion de reproductdres vy el
control de la reproduccion, la nutricion, la cria de larvas y la cria de animales. Esta informadion esta
dirigida a organizaciones comerciales y de investigacion, queiegesadas en investigar el potengial

de la corvina para la acuicultura. Mas informacion estara disponible en un futuro cercano, yg que la
publicacion se publicaré en el sitio web del proyecto (www.diversifyfish.eu).

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 3
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1. Reprodiwccion y Genética

Evaluacion de las variaciones genéticas en reproductores en cautividad

(Dirigido por FCPCT, Juan Manuel Afonso

La variacion genética en la poblacion basal es importante debido a la variacion en el tamafio
y Mackay 2001). Las poblaciones silvestres de corvina han sido estudiadas por Haffray et al

Falconer
(2012),

en términos de diferenciacién genética a lo largo del Océano Atlantico y el Mar Mediterraneo, ufjlizando

marcadores de microsatélite cirvina roja(Sciaenops alatus) (Renshaw et al., 2006). Estos aut
encontraron un promedio de 13.2 y 0.57 para los alelos y la heterocigosidad observada, respec
Por lo tanto, los autores estimaron ¢meorvinatiene al menos dos grupos genéticas muy difere
el Atlantico y el Mediterraneo, en un contexto de seis areas de desove independientes, donde

bres
ivamente.
ntes:

se reportd

una menor riqueza alélica y tamafios efectivos de las poblaciones mediterraneas. Esta estrficturacion

estuvo relacionada principalmente con las fases iat#ales del Cuaternario. Haffray et al. (20
utilizaron el mismo multiplex de microsatélites (Pan®l& -B) e informaron. una variacién genét
similar, pero ligeramente inferior, en dos poblaciones doméstieas\drade Francia (LPDS y FMD

14)
ca

con eimaciones medias de 8.5y 0.52 para numero de alelos y hetersolggEsivada, respectivameifte,

como se esperaba.
El propésito de este estudio es determinar la variabilidad genéticardaa enlos centros de

4

investigacion e instituciones universitari@n Europa, para describir el estado de los cuellos de Hotella

identificados a través de la caracterizacién genética de los reproductores en cautiverio, como
paso para comenzar los programas de reprodudeigorvina

Se tomaron muestras de tatal de 432 reproductoresrvinaen 13 centros de 7 paises (Fig. 2), Y
estudiaron con 18 marcadores de microsatélite (STRI y SRTS).

IT-01 S

25 samples

CY-01 3%
17 samples
P

TOTAL SAMPLES (COMPROMISED FOR
ANALYZING) 432

e
>

U5 g0 o0 S0 ST

Figura 2. Distribucion geogréfica de la corvina estudiada en Europa, desde Canarias hasta Chipre.

Las medias aritméticas y ponderadas de los numeros de alelos fueron 3.7 y 4.13, respectivame
1). Se encontré una relacion positiva entre el nimero de alelos y el tamafio de la poblacio

N primer

se

nte (Tabla
n. Como

heterocigosis, tanto las estimaciones aritméticas damponderadas fueron similares (0,48) pa

la

heterocigosis observada, mientras que los valores fueron similares para la heterocigosis espgrada, 0,48
y 0,49, respectivamente. Las poblaciones europeas en cautividad de corvina fueron todas las pblaciones
y observaron heterocigosis que fueron mas bajas que en las poblaciones silvestres (aproximaflamente 3
veces y 18% mas bajas, respectivamente). Estos nimeros de alelos y heterocigosis indicajon que la
variacion de la poblacion es muy similar a la de las poiias silvestres o ha disminuido. Egtas
variables deben adaptarse a la poblacion general, pero no deben usarse en combinacion con ghingun otro
método. Las estimaciones de los tamafios efectivos (Ne) de cada poblacién oscilaron entre 82 § 115, con
una mediade 87 (Tabla 2) y menos del minimo recomendado para minimizar la depresipn por
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consanguinidad (50), pero inferior al minimo considerado como requerido para mantener la ¢
de evolucion (500).

Tabla 1. Promedios totales para copias de genes, aletismpcigosidades observadas y esperadas.

AVERAGES
POPULATION N2 GENE COPIES N2 ALLELES HET.OBS. HET.EXP

27.8 1.8 0.261 0.259
54.4 5.2 0.585 0.598
45.8 6.3 0.548 0.625
51.6 - 0.561 0.505
101.5 7.1 0.532 0.595
56.3 2.8 0.519 0.446
59.5 5.3 0.433 0.507
46.3 3.4 0.547 0.502
26.88 2.5 0.453 0.449
54.7 3 0.388 0.402
345 3.4 0.473 0.506
28.1 2.4 0.493 0.44
57.8 2.5 0.375 0.375
24 3 0.495 0.509
35.3 2.7 0.469 0.455
3.69 0.48 0.48

4.13 0.48 0.49

2,10178| 115,48
1,58012 86,82
1,63525 89,85
1,50028 82,43
1,57611 86,60
1,52339 83,70
1,50044 82,44
1,50005 82,42
1,52021 83,53
1,57866 86,74
1,50039 82,44

1,5292 84,02

1,6321 89,68

1,5007 82,46
1,51591 83,29

apacidad

Por lo tanto, es probable que las estimaciones de tamafios efectivos (NE) sean mas grandes que el
namero de familias en la poblacion. conevas familias y poblaciones para asegurar una base de
poblacién 6ptima para un programa de reproduccion. El analisis de AMOVA revel6 que el 18 19% de

la variacion se encontro entre las poblaciones estudiadas (Fst), mientras que el 81,82% restan
dentro de las poblaciones (P <0,0001). Un Analisis de Correspondencia Factorial mostré do
correlacionados con la distribucién geografica de las poblaciones (Atlantico y Mediterraned
tercero para la poblacion FQL de Turquia (Figura 3). Est significativo reportado es indicativo
un flujo genético bajo entre las poblaciones de corvina cautivas estudiadas, producie
fragmentacion de las poblaciones y aumentando el efecto de los procesos genéticos estoca

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 5
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alta variacion etre la poblacion y la fragmentacion puede explicarse por las diferencias en
grupos o poblaciones identificadas y asociadas al area geogréfica.

A 2 (18.76 %)

GR-01 GR-02

Figura 3. Analisis de correspondencia factorial de 18 loci-y 376 peces (NdisE#juidos en 13 poblaciong
mediterraneas de corvina.

oS tres

Todos estos analisis indican que la variacidon es adecuada en los reproductores en cautiidad. Sin
embargo, algunos reproductores son cuestionables como poblaciones base y se requeriria §in analisis
mas profundo para determinar la idoneidad de los reproductores para un programa de cria. Esmuy claro
gue existe una variacion genética mas que adecuada.en la poblacién. Esta potencial difefenciacion

genética en genes y rasgos cuantitativos seria una rErtarirmportante para la constitucida un
programa de seleccion genéticdabinion Europeagspecialmente porque la corvina es una esped
clara desventajan comparacion con otras especies importantes dentro de la acuicultura europs

Desarrollo @& protocolos para cruces por parejas en desove espontaneo

(liderado pordRTA, Neil.Duncany HCMR, Constantinos Mylonas

Cruzar por parejas es una forma de crear familias en programas de seleccion genética. Sin
algunas especies marinas, comddsada y la lubina europea, no se reproducen en parejas y el

ie en
A,

embargo,
lesove

manual también es complicado. Por ejemplo, el éxito del desove de la dorada fue bajo cuando
en parejas o grupos de hembras con un solo macho (Gorshkov et al., 1997). Vassshantsugerid

se realiz6

grupos grandes de dorada (Gorshkov et al., 1997, Duncan et al., 2013b) y Sparidae en general {Pankhurst
1998, Mylonas et al., 2011). El desove en grandes grupos de criadores complica la crepcion de
reproductores especificos que requietipns especificos de reproductores. Por lo tanto, una jparte
esencial del establecimiento de un programa de reproduccion es establecer el control de la regroduccion

gue permita la seleccién de parejas. Dado que esto se realiza a menudo de manera Siaitva
es inducido por tratamientos hormonales exdégenos seguidos de desove, el objetivo de este
examinar la posibilidad de desove en tanques y de manera fiable por pares y con rotacién ma

1. Nimero méximo de desoves en respuestay@cciones semanales @nRHa (P1.HCMR)

estudio es
sculina.

Parejas Unicas de peces se transfirieron a tanques de 5,000 | bajo un fotoperiodo natural simjlado, pero

a una temperatura controlada de2D2° C. Las hembras se consideraron elegibles para la inducc
desovesi contenian ovocitos en vitelogénesis completa con un didmetro dexnb@aylonas et al.
2013b). Los peces machos se consideraron elegibles para la induccion del desove, si

On del

iberaban

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 6
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cantidades sustanciales de esperma (Mylonas et al., 2013b). Las inyecciones de GnRH se adrinistraron
una vez a la semana utilizando cuatro pa® peces para el tratamiento (n = 4). Las hembras (mgdia +
peso corporal SD 9.7 + 1.0 kg) fueron tratadas con una inyeccion de GnRHagdeglb Los macho
(7,9 = 1,0 kg de peso corporal) se trataron al comienzo del experimento-6@reg¥g-1 utilizando
un implante de GnRHa de 4500¢g para una dosis efectiva de ~&f kg1l GnRHa, con el fin d
potenciar la espermiacion. La implantacién de GnRHa en machos se repitié en muestreos posteriores, si
la produccion de esperma se consideraba baja. Desjglidratamiento con GnRHa, se colocaror en
tanques conectados a recolectores de semilla y se les permitié6 engendrar. Cuando un total aqumulativo
de dos hembras (es decir, 50%) no engendrd en respuesta a 2 inyecciones consecutivas, se goncluyé e
ensayo yno se administraron mas inyecciones.

Los huevos se recolectaron en un cubo de 10 litros y su nimero (fecundidad) y la fertilizaciop fueron
evaluados por los autores en una muestra de 10 ml para determinar la presencia de embriorjes viables
utilizando un ewreoscopio. Los huevos de cada desove se colocaron individualmente en pjacas de
microtitulacién de 96 pocillos (en duplicados). Las placas de microtitulacion se celocaronf en un
incubador de temperatura controlada y se mantuvieron durante 5 dias a 1&+B,8mbrion produj¢
un desarrollo embrionario y larvario temprano 24 horas después de la recoleccion del huevg (o ~ 36
horas después del desove), larvas incubadas (examinadas ~60 horas después del desove) y lgrvas viable
el dia 5 después de la reection del huevo (~ Absorcion saco de yema). £08 C, la incubacion de
huevos se realiza en-%6 h.

Los diametros medios de ovocitos (x SEM) al inicio del estudio fueron de 59@m,l\0en todo e
estudio oscilaron entre 550 + &m y 620 £ 6e&m, con.algunas variaciones pequefas, gdero
estadisticamente significativas. Se pudieron observar grandes cantidades de ovocitos vitelogénicos en
las biopsias de todas las hembras hasta la semana 5, de las hembras hasta la semana 16 y de|las hembr
hasta la seman18, una semana después de la Ultima inyeccién de GnRHa (Fig. 4). Una heinbra no
engendro en respuesta a las inyecciones de GnRHa en las semanas 6 y 7'y, por lo tanto, no fye utilizada
nuevamente para el estudio. Otra hembra no engendrd en respuestgectisnes de GnRHa en |as
semanas 16 y 17, momento en el que se concluyo el experimento.

> . =
Day 56
Injection 9

— -
Day 120 )
After 17 weekly injections
", v?

i

Figura 4. Montaje himedo y cortes histolégicos de biopsias ovéaricas de corvina inyectadas semanalfpente con
GnRHa. apo = apoptético, Vg = vitelogénico, OM = madidna del ovocito, po = ovocito primario. La bafra
negra en los montajes humedos y las secciones histoldgicas son 50€ny, 288pectivamente.

Las hembras inyectadas con GnRiVallaron hasta 17 semanas consecutivas, la mayoria de lag veces
ovulando tanto en el segundo como en el tercer dia después de cada inyeccion semanal (Fjg. 5). Las
primeras ovulaciones obtenidas 2 dias después de cada inyeccién tuvieron una fegundidad

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 7
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signficativamente mayor en comparacion con las segundas ovulaciones obtenidas 3 dias dé
cada inyeccién. En general, hubo una correlacién negativa significativa entre los valores de fe

de la segunda ovulacién y el nimero de inyeccion de GnHHéaito de la fertilizacion fue alto durarjte

el experimento (Fig. 5), sin ningun efecto significativo de la inyeccion de GnRHa o despué
inyeccion, y con la excepcion de la segunda ovulacién de la dltima inyeccion de GnRHa (54%)
fue> 80% y & mayoria de las veces> 90%.

ANOVA Table (P values)
GnRHa injection (week)
Spawn No after injection
Interaction

Fertilization
0.159
0.215
0.564

Fecundity
0.834
0.001
0.737

spués de
cundidad

s de la
siempre

W 1stspawn (2 d after injection)
[0 2nd spawn (3 d after injection)

3nd spawn (4 d after injection)

—e— Fertilization 1st spawn
—o— Fertilization 2nd spawn

—%— Fertilization 3rd spawn

60,000

40,000

Fecundity (eggs kg™')
(%) uonezijiuagy

20,000 -|

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

6 7
GnRHa injection (week)

Figura 5. Media (+ SEM) fecundidad diaria y fertilizacion de la corvina (r4¥ ihducida para engendrar ¢
inyecciones de GnRHa (n = 17, una'vez por semana).

El desarrollo embrionario fue muy alto.y no hubo diferensigsificativas en el curso del estudio

en

respuesta a inyecciones consecutivas de GnRHa, en términos de supervivencia embrionaria durante 24

horas, eclosién o supervivencia larvaria en 5 dias, incluso después de 17 inyecciones sem
GnRHa.

anales de

En un tabajo publicado recientemente se ha demostrado que las inyecciones multiples de GnRPII

hasta 7 ciclos semanales de desove en corvina (Mylonas et al., 2015). El presente experimento
y extendi6 los resultados, demostrando la posibilidadal#upir grandes cantidades de huevos de
calidad. No se conoce que estos resultados se hayan observado a una temperatura constante

inducen
corroboro
alta
de~21°

durante el ensayo, que se consider6 6ptimo para el desove en ensayos futuros (Mylonas et

., 20134,

Mylonaset al., 2013b). La corvina en la naturaleza tiene un desarrollo ovarico asincrono (G|l et al.,
2013) y dependiendo de la ubicacién de la temporada de desove. Sin embargo, no esta clarg| cudl es la
cinética de desove natural de la corvina, cual es el ilbeewire desoves y cuantas veces puede uf pez
desovar durante una sola temporada (Gil et al., 2013; Goralers et al., 2011). Como de costumire,

también es posible obtener informacion espontanea en cautiverio (Duncan et al., 2013). Sin e
presente estudio demuestra que se mantiene de manera oportuna y que se mantiene en un mo
(+ SD) valores de fecundidad relativa de 1.42 + 0.15 millones de huexodekgeso corporal por af

2. Desoves por parejas con rotacion semanahagchos Experiment | (P1. HCMR).

Este experimento fue desarrollado para desarrollar un método para optimizar el nimero de
producidas por un numero de reproductores individuales dado. Se han transferido cuatro pare
(un macho y una hemd a tanques de 5,000 | a fotoperiodo natural y temperatura constantes

bargo, el
mento dadi
0.

familias
5 de peces
19y 20

°C). Las inyecciones de GnRHa (4§ kg-1) se administraron una vez a la semana (todos los luges) a

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius)
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las hembras (denominadas Juliet, Cleopatra, Cecy y Helena) de peso cogulioabD de 11.7 £ 2
kg, y los cuatro machos (nombrados Romeo, Cesar, Peri y Paris) de peso corporal medio + S

b5
D de 10.2

+ 1.2 kg de peso corporal. Cada semana, los machos fueron emparejados con una hembra y tfatados cor

GnRHa, se colocaron en tanquesidsove separados y se les pernfie@dardurante una semana. L
huevos fueron recolectados y evaluadosio se ha descrito en la seccién anterior 1 para las m
tasas de fecundidad y fertilizacion, y después para supervivencia d ellos embriorespdds de |
recoleccién de los huevos, éxito de la eclosion y supervivencia laevaré@ dia5 posterior a |g
recoleccion déoshuevc.

Después de la primera inyeccion de GnRHa, todas las heavlulasonen tres dias consecutivos (F

DS

Ejores

g.

6), similar do que se observo en el afio anterior y se present6 anteriormente (Fig. 5). De mane

r
después de la segunda inyeccion de GnRHa, todas las hembras volviexrdaraurante dos di%

consecutivos. Sin embargo, a partir de la tercera inyeccion @RH&naparecieron variacion
significativas entre las hembras. Algsmmvularonsolo una vez en este momento, mientras que de
de la cuarta inyeccion solo dos peces continuaratando Estos resultados son diferentes del
anterior (Fig. 5), perambién de otros trabajos publicados de nuestro laboratorio (Mylonas et al.,
El examen de los ovarios de las hembras que no respondieron a la cuarta inyeccion ("Helena"
indicé que las hembras no contenian mas ovocitos vitelogénicos daegodian inducirse pa
madurar y desovar.

Entonces, al parecer, estas dos hembras habian madurado y ovulado todos los ovocitos vitelo

similar,

s
SPUES
afio
2015).

y "Cecy")
a

jénicos en

respuesta a las tres primeras inyecciones de GnRHa, y no reclutaron.mas ovocitos, como fue gl caso con

las otas dos hembras ("Cleopatra™ y "Julieta"). y experiencias.anteriores (Fig. 6) y trabajos pu
(Mylonas et al., 2015). La Unica diferencia entre este experimento y el anterior es que tanto lo
como las hembras pudieron asumir que estaiinteduigei el comportamiento reproductivo de los pé

plicados
machos
2ces

podria verse afectada por algunas de las hembras. Es interesante notar, sin embargo, que el ellcto genere

de las hembras no fue significativamente diferente (Figura 7), lo que sugiere que las hembnas
probabilidades de producir huevos por lote.

Fecundity —@— Fertilization

et — oo

200000 100

150000 "Helena™ -
100000 +

50000

N

0-}

200000
150000 "Cecy"
100000

50000 §

0

200000

Fecundity (eggs kg'l)
(%) uonezimIdg

150000
100000

50000

Figura 6.El éxito de la fecundidad y fertilizacion de los lote

de puestas de hembras de corvina individugtes 4) dsm - 7
indujeron ovulaciones con miltiples inyecciodesGnRHa "] & o——¢¢— oo, 100
-80

150000 “Juliet"

j !

8 10 12 14 16 18 20 22 24
and GnRHa injecti

(n = 4, semanalmenjedurante 2015 y emparejadas con
machos(llamados Romeo, Cesar, PgriParis). En cada
inyecciobn de GnRHa, los machos fueron movidos a
tanque diferente, emparejandose con una hembra difert
El primer tratamiento con GnRHa se realiz6 el 4 de mayc
2015.

100000 -

26 28

Days of

(arrows)

Aparte de las diferencias significativas en la respuestangdacion de GnRHa y el nimero total
reproducciones entre las hembras, no hubo diferencias significativas en la calidad de los

ne

de
huevos
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producidos (Fig. 7). Estos resultados sugieren que la corvina hembra puede producir huevos
calidad con difereles machos y en respuesta a los cambios semanales de "parejas”, silmpagto
negativo significativo.

De manera similar, no hubo diferencias significativas en la calidad de los huevos obtenidos ct
hembras se emparejaron con un macho espefigo8), lo que demuestra una vez mas que todd
machos tenian el mismo potencial de frezar con éxito y producir huevos de buena calida
demostrado en experimentos de fertilizaciébn in vitro en otras especies, que existen
incompatibilidales entrenachos y hembrasuando se trata de la fertilizacion, lo que resulta en

de buena

ando las
s los
1. Se ha
algunas
una

menor fertilidad cuando se cruzan machos especificos con hembras especificas (Saillant et &l., 2001).

Sin embargo, en el presente experimento solo se ha utilizado wfipatimero de<individuos, por

gue todavia existe la posibilidad de que existan incompatibilidades de fertilizaciénmextres y

hembrasentre algunos individuos de esta especie.
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pecific egg pr and quality

Figura 7. Media (+x SEM) fecundidad relativa diaria, éxito de fertilizacion, eclosion y supervivencia larv
hembras de corvina individuales (n'= 4) después de cada.inyeccion de GnRHa (n = 4, una vez por semg

Fig. 1.5 para los desoves indiviales). Los nimeros en las barras indican el nimero de ovulaciones indivi
. 120000 (100
2 100000 P=096 P=080 .
iﬂ . 95 &
B 60000 90 ‘é
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g es &
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AR R IR
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Hatching (%)
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80

Peri  Paris
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Romeo Cesar  Peri  Paris

Male-specific egg production and quality

Figura 8. Media (+ SEM) fecundidad relativa diaria, éxito de la fecundacion, eclosion y supervivencia laf
huevos en presencia de diferentes machos de corvina)(desgués de cada inyeccion GnRHa (n = 4, ung
por semana) (ver Fig. 1.5 para desoves individuales). Los nameros en las barras indican el nimero de @
individuales.

Como se esperaba, segun el trabajo publicado anterior (Mylonas et al.,f20&5)p de acuerdo c
los experimentos realizados anteriormente (Fig. 5) Hubo una reduccién significativa en el éxi
inyecciones de GnRHa, mientras que no hubo diferencia en el éxito de la fertilizacion (fig. 9) y
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desarrollo del huevo.dno resultado, este resultado se considera deseable, ya que no se pued
que mantenga una tasa de produccion estable en el transcurso de la temporada reproductiva
se han reportado resultados similares para la lubina europea, donde ladstdetihuevo disminuy
en aproximadamente un 50% después de la induccién del desove posterior con inyecciones ¢
(Mylonas et al., 2003).

Sin embargo, desde el punto de vista de los objetivos del presente experimento, creemg
produccion de unumero adecuado de huevos puede considerarse exitosa. Se produjeron un t
familias (medio sib), de un maximo de 16 (4 machos x 4 hembras), cada una con al menos
huevos de> 80% de éxito de fertilizacion. Por lo tanto, este método de mparaacho y una hemb
con una rotacion de los sexos puede ser utilizado por criadores comerciales para producir
familias y un programa de cria que puede mantener la variabilidad genética. Obviamente
situacion comercial, es probableeggea una "prueba de concepto” exitosa para este enfoque.

120000 100

P=0.07

Z

100000
90
80000
60000 80

40000

(%) uopezinIdg

70
20000

Spawn fecundity (egg kg'l)

%

3rd

0

a
=]

1st

1st

2nd 3rd 4th 2nd 4th

GnRHa injection number (week)
Figura 9. Media (+ SEM) fecundacion relativa diaria y éxito de la fertilizacién, de pares de corvina (n = 4)
de cada inyeccion de GnRHa (n = 4, una vez por semana) durante 2015 .(1e5 paya desoves individuale

Los numeros en las barras indican el nimerdaet®vesndividuales. Diferentes superindices de letras ind
diferencias significativas entre los medios.

En conjunto, estos experimentos han demostrado quesise producir el desove de la corvina par

e esperar
. También
)
e GnRHa

S que la
tal de 14
200,000

ra

maltiples
en una

después

).

lcan

ala

produccion de multiples familias de padres con fenotipos conocidos. La produccion de familias dleseadas

forma la base de un programa de mejora genética (Duncan et al., 2013b) y esto ha sido un
botela en la puesta a punto de programas reproductivos en algunas especies como dorada (G
al.,; 1997) y lubina europea. El hecho de que desoves por parejas en corvina es posible confirn

cuello de
orshkov et
a indicios

previos de desoves grupalete que los desoves por e@s podrian ser un fenédmeno natuRodr

ejemplo, Duncan et al., (2012), demostrarmon el uso asignacién de paternidades medignte

microsatélites, que un namero de desoves de grupos de seis reproductores era de una
indicando que al menosando dispuestos en pequefios grupos una pareja habia desovadal@gmé

la pareja

Mylonas et al. (2015), establecierparejas de reproductores e indujeron las parejas a desovgr cada

semana poun total de 7 semanas.

Los estudios actuales, han avanzado estasliestdos veces. En primer lugar, desoves por pare
ha logrado repetidamente por hasta 17 semanas sin cambios en la estructura de las parejas.

as se
En segund:

lugar, los peces machos se intercambiaron antes de cada induccion del desove para produitia §na fa

diferente de hermanos o medio hermanos con cada desove inducido. La eficacia de los
reproduccion fue alta 76% (Experimento 1, 14 pares generados de 16 (87%), experimento |,
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de 37 (59%), experimento lll, 25 pares de 27 (93%) y @én ¢ébse realizaron tres experimentos cof un

total de 61 familias (total y medio sib) que tuvieron mas de 200,000 huevos con un 80% de
fertilizacién. La obtencion de un gran nidmero de familias con cantidades adecuadas de hue
requisito pr&io para un programa de reproduccion.

éxito de
0S €s un

Descrigion de las caracteristicas del esperma y métodos de criopreservadion

(liderado polFREMER, Christian Fauved IRTA, Neil Duncar)

La calidad de los espermatozoides se puede describir objetivamente a través de'diferentes car
accesibles mediante observaciones de campo, como la concentracion, la motilidad y la fertilid
han descrito ampliamente para la acuicult@abfita et al., 2009, Bobe y Labbé, 2010, Fauvel e
1999, Fauvel et al., 2010). Los espermatozoides de los peces estan inmoviles en el tracto ge
causadogor el cambio en la presion osmoética causada por el contacto con el medio extet
momento de la eyaculacion (Cosson et al., 2008). Si la dilucién de los espermatozoides es
esta activacién es global para activar todos los espermatozoides (Billard y Cosson, 1992), de
la motilidad maxima (% de espermatozoides moéyieseralmente se observa en los primeros seg
Debido a una compensacion entre la respiracion débil y-el alto costo energético del movim
motilidad y la velocidad del esperma disminuyen rapidamente (Christen et al:; 1987). La evalu
la concentracion, la motilidad inicial, la velocidad del esperma y la duracién del movimiento pro
son indices interesantes de la calidad del esperma’(Kime, 2001, Rurangwa et al., 2004).

En cautiverio, la reproduccién de peces puede verse afectadacpame$ externos o internos
controlados que modifican el control neuroendocrino de los procesos reproductivos a diferente
Estas interrupciones endocrinas se han superado con. éxito mediante la aplicacion de
homologas o heterdlogas (Zuoty Mylonas, 2001, Mylonas et al., 2016a). En el caso de la esperm
lubina europea (Fauvel et al., 1999). En el casmdeana, un tratamiento con analogos de LHRH in
a los machos a recuperar la produccion de esperma después de un cormtiapgmod Mylonas et al
2016b), pero sigue siendo interesante evaluar la calidad de este esperma recién producido
los protocolos estandarizados. en el proyecto DIVERSIFY.

El andlisis de los espermatozoides solo revela la calidad intrindegantieto como consecuencia
aporte fisiolégico paterno (espermatogénesis, espermiogénesis y espermiacion) y tambi
fisiologia adecuada de los espermatozoides, como los procesos de envejecimiento, qu
progresivamente-al esperma junto carestacion reproductiva (Dreanno et al. ., 1999). Despué
recoleccién de espermatozoides disminuye de una manera especifica de la especie. Por €j
espermatozoides de trucha arcoiris sin diluir presentaron una alta motilidad después sl¢S3dsdi
Holt, 1983), mientras que se reportd una alta variabilidad después de algunas horas en lubina

al.,

ital y son
0 en
decuada,
odo que
ndos.
ento, la
cion de
resivo

0
niveles.
ormonas

cion,
ujo

través de

el

n de la
afectan

de la
mplo, los

Fauvel et

al., 2012). En la fertilizacion artificial, la coleccion de gametos masculinos y femeninos pued¢ no ser

concomitante. En ese caso, segurespecie, los espermatozoides deben estar acondicionadd
almacenamiento en frio o almacenamiento criogénico. Fue interesante probar la capa
crioconservacion utilizando medios optimizados. Leibovitz L15 protegio eficazmente el espern
lubina Dicentrarchus labrax (Fauvel et al., 2012h&rnePolyprion americanus ka seriolaSeriola
dumerili, y se propuso estudiar su efecto protector sobre la esperma de la corvina.

S para
idad de
a de la

Para la recoleccion de espermatozoides de machos que estaban en plemaa@8p, el poro genit

se limpid y seco cuidadosamente y se aplicd una presion suave a la prueba para obtener egperma. Se
evito la orina para evitar la contaminacion. El esperma se recolect6 directamente en jeringag de 2 ml
inmediatamente antes de lanpera extraccion de hembras. Las muestras de esperma se mantuvjeron en
hielo. Milt se diluyé 1: 4 (v: v) en medio de cultivo celular Leibovitz modificado; Se afadieron

glutamina (0,3 mg / ml de Leibovitz diluido), piruvato de sodio (6 mg / ml) y NaOkrakp medio
diluido de Leibovitz (350 mOsm y pH 7,3) para obtener un medio Leibovitz de pH 8 y 450 mOs
prevenir la motilidad inicial de los espermatozoides, la osmolaridad se redujo a 250 mM por dil
agua destilada. Se afiadi6 sulfato de geitiaa (1eL / mL) para prevenir el desarrollo bacteriano

. Para
cién en
la
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albamina sérica (BSA) (0.066 mL 30% BSA / mL dilucién), para proteger la membrana plasm
prevenir la agregacion de esperma. Para el muestreo de esperma, se utilizaron pipetas deetsy
positivo.

Los resultados demostraron que la induccién hormonal de los machos (duracién de la motilid
y VAP a lo largo del tiempo) y otros no (densidad, duracion, motilidad inicial y VAP inicial).
observaron diferencias significativastre el esperma y el esperma obtenido antes de la inyecc

atica 'y
lazam

d inicial
0 se
on de

GnRHa y después de esto y la duracion, la motilidad inicial o la VAP inicial (Tabla 3). Sin embgrgo, se

obtuvieron valores mas altos en la motilidad inicial después de la inyeccion de GrRpHEceBtaje

de motilidad disminuyé después de la activacion, mostrando aproximadamente el 50% de la fhotilidad
hasta después de la inyeccién en la inyeccién de GnRH. Sin embargo, en muestras obtenidds después
de lainyeccién de GnRHa, todavia se exhibi®% de la motilidad después de 75 s desde la activdcion.

Después de 75 afios, se observd una disminucion drastica en la motilidad. EI VAP exhibié
patron; Valores iniciales después de la inyeccion de GnRHa (45 s) que antes (35 s) (Fig. 10).

Tabla 3 Parametros de calidad del esperma de las muestras de esperma obtenidas antes y después de

| mismo

la inyeccior

de GnRHa. Se disponia de datos deashoslurante el periodo. Los valores se expresan como media + deS\Iiacic'Jn

monal.

estandar. Letras diferentes significan diferencias significativas entre antes y después del tratamiento ho
Before/ after GnRHa | Sperm concentration | Sperm Initial Initial VAP
injection (sper matozoa/ mL ) dur ation (min) | motility (%) | (Gm/s)
Before 321510/°N1.18 1.71N0.29 4817N2.80 | 90.69N5.76
After 2.76810)° N0.62 1.57N0.50 66.76N1583 | 98.07N1168

160

—=e— Before GnRHa injection
—-©— After GnRHa injection

140

120 A

80 1 100

80
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60

VAP

40 4 04

Motility (% mobile spz)

20 20

.20 A

40

T
20

T 1
40 100

Time after activation (s)

Time after activation (s)

Figura 10. Efecto del tratamiento con GnRHa en (A) el porcentajespdermatozoides moviles (%) vy (

3)

Velocidad de trayectoria promedio de los espermatozogaad §) durante el periodo de tratamiento. Los dhtos

se expresan como media + desviacion estandar. Las diferentes letras en negrita en miniscula significias

diferen

significativas con el tiempo después de la activacion antes de la inyeccion de GnRHa. Diferentes letras miinsculas

significan diferencias significativas con el tiempo después de la activacién después de la inyeccién d&&
obtuvieron datos maslinos (n = 15).

Efecto de almacenamiento y criopreservacion sobre los parametros de Calidad del esperma

El sistema muy simple utilizado para congelar el espeansistidéensituarlas pajuelas a una distan

NnRHa.

a

de 6 cm de la superficie, que es @itara donde los vapores enfrian el esperma de acuerdo ¢
pendiente ascendente. El uso de una espuma de poliestireno de 6 cm de alto se enfr(®d 1

después de 10 min. Después de 10 minutos, la temperatura se r&86j6 @ sumergiendo Igajuelas
en LN (Fig. 11). En cuanto al andlisis de espermatozoiddsa 4, no hubo diferencias significatiy

13

n una

as
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entre la duracion de la motilidad ni los valores de VAP iniciales del esperma a diferentes fipos de
almacenamiento, pero la motilidad inicial &esperma almacenado en Leibovitz durante 24 horgs fue
significativamente el mas bajo.

Cryopreservation: temperature decrease

Seeding point
o eeding po:

&
=
3
=
@
a
£
=

time (min)

Figura 11. Dispositivo de crioconservacion gajuelasen el dispositivo flotante en vapores de nitrégeno ligfiido
(izquierda) y temperatura del termopar introducida enpajaelallena, es decir,7en contacto con el espefma
(derecha). Se puede observar un aumento de la temperatura en‘el momento dezacobistdé la fase liquida,
que es una reaccion exotérmica. Este aumento se llama punto de siembra. La curva verde correstonde ala
congelacion de lpajuelay la purpura se obtuvo colocando 1,8 ml de criotubos (Nalgene) a 2 cm sobre LN.

Tabla 4. Calidacsemanaldd esperma de las muestras de utilizadas en el experimento 3 (comparacidn de la
fertilizacion con esperma fresco, crioconservado y esperma almacenado en Leibovitz durante 24 h). Lo datos de
5 machos se utilizaron como media +\dasion estandar. Diferentes letras mindsculas significan diferehcias
diferentes entre diferentes variables de diferentes tipos de almacenamiento en la misma semana. Difer¢ntes letras
mayusculas significan diferencias significativas entre .cada pardmetrespgma fresco utilizado en fla
fertilizacién entre tres semanas (leer en.columnas).

Experiment | Sperm storage Total duration (s) | Initial matility (%) Initial VAP (Om/s)

3a Fresh for storage 1.66N0.59 5516N13.81 109.37N15.00
Cryopreserved 1.29N0.32 50.24N15.90 93.73N 1559
Chilled Stored for 24h 2.07N0.51 8.91N6.79 68.00N3.73
Fresh for fertilisation 1.82N0.29 80.51N13.05 81.29N12.72

3b Fresh for storage 1.77N0.04 4266N3.78 72.28N11.18
Cryopresaved 1.07N0.31 2416N1832 50.26 N8.09
Chilled Stored for 24h 0.61N0.04 2.60N1.00 55.72N5.1
Fresh for fertilisetion 1.34N0.08 48.80N8.08 83.65N5.38

3c Fresh for fertilisetion 0.60N0.09 70.29N7.30 260.15N7.77

Los valores de esperma de corvina se informan en este estudio31.89 100 spzoa / mL) (Mylongs
et al.,, 2013) y a otros peces marinos. El porcentaje de motikitzdl también fue similar a |
reportados para corvina (5374%) (Schiavone et al., 2012) (88%) (Mylonas et al., 2013). Lgs
espermatozoides no mostraron una mayor pendiente de decaimiento de la motilidad y el porgentaje de
espermatozoides movilesgsado de un declive gradual y mostré ~ 50% de motilidad hasta 55 s déspués

de la activacion. La medicion inicial de espermatozoides de corvina en el presente estudio fuelsimilar a
los medidos en otros estudios de espermatozoides de corvidd ¢i7/ s) Schiavone et al., 201

Sin embargo, los estudios actuales son similares a otros peces marinos, como la lulsina/(%

(Fauvel et al., 2012) y la anguila europea (18 / s) (Pérez et al., 2016). Estos valores estan
relacionados con espermatozoid@sidos (> 10@m / s) (Gallego et al., 2013), el objetivo inicial VAP

tuvo una disminucioén rapida, de modo que los valores iniciales de VAP se mantuvieron solo dgspués de
la activacion de 35 s. La motilidad de los espermatozoides es un aspecto imgertariégtilizacion

puede compararse con las tasas de fertilizacion. De hecho, los coeficientes de correlacion mas altos se
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encontraron para VAP (Gallego et al., 2013). Por lo tanto, si la VAP est4 altamente correlaciofjada con

la capacidad de fertiliza@, el periodo de fertilidad de los espermatozoides podria reducirse a 3

b S. Las

caracteristicas del esperma de corvina resaltadas en el caso de contacto entre 6vulos y esperfnatozoides

tan pronto como sea posible, y la fertilizacién in visteestudiomostré que la induccidartificial de
la espermiacidépuede afectar la capacidad de respuesta en peces machos e hicieron una va
los parametros de calidédurangwa et al., 2004pmo se observo en la duracién inicial de los val
demovilidad y VAP. Estos valores fueron mas largos después de la inyeccién de GnRHa que
la inyeccién, lo que demuestra que el tratamiento hormonal indujo una motilidad inicial ma

iacion en
res

antes de
alta y

probablemente el éxito de la fertilizacion. Por lo tantoplzacién de GnRHa fue un método confiaple

que se debe utilizar junto con la motilidad y velocidad del esperma y la recoleccion de €
especialmente hacia el final de la temporada de desove.

El dltimo factor que podria facilitar la produccion de es@een grandes volimenes, sin perder cal
y fertilidades lacapacidad deonservar esperma en grandes volimenes:sin perder calidad ni fe

sperma,

dad
ilidad.

La capacidad de fertilizacion de los espermatozoides de los peces puede mantenerse durante
intervalos de tiempo después de la recoleccion si las condiciones de conservacion son aéker
la conservacion a largo plazo, la crioconservacion es la mejor solucién. La crioconservacion p
deshidratacion celular y concentra el citosol paraaiedk cristalizacion del hielo durante el cont
con nitrogeno liquido. La mayor parte del dafio celular ocurre durante la congelacio
descongelamiento y puede deberse a un resumen de factores, como la disminucién de la pro
ATP, la despolazacién de la membrana mitocondrial, el estrés osmético y la formacién d
intracelular. Por lo tanto, los crioprotectores son necesarios para proteger la piel del frioy e
térmico, pero el mismo crioprotector puede ser letal para las cédksasngeladas. Para uso a ¢
plazo o antes de la crioconservacion, el esperma se puede almacenar por varias duraciones ¢
un extensor. Un extensor es un medio similar a la composicion del fluido seminal utilizado pa
el esperma queviga cualquier motilidad. Por lo tanto, la eleccién apropiada del extensor, el criopr
para la crioconservacion y las condiciones de descongelacion, son algunos de los asp
importantes para establecer protocolos de almacenamiento (Cadlit2@d5, Muchlisin, 2005, Fau
et al. 2012, Gallego, 2012). Hasta ahora, no hay informes sobre la fertilidad de los esperm
corvina almacenados, tanto_crioconservados como diluidos, o sobre el desarrollo de estos p
La idoneidad de losxtensaores y crioprotectores difiere de un pez a otro (Gallego, 2012). En el
trabajo, hemos utilizado‘el protocolo propuesto por Fauvel et al. (2012): El uso de un medio
de Leibovitz como diluyente en una dilucién 1: 4 (esperma: dileyentDMSO al 10% com
crioprotector.

Como conclusioén, el analisis estandarizado de la calidad del esperma utilizando el codigo abier
CASA proporcion6 un conjunto de datos completo para la caracterizacion del esperma de co
se usO para estiar la calidad durante la temporada reproductiva y para implementar protocolos

diferentes
das.
voca la

y el
uccioén de

hielo
choque
rto
n el uso de
a diluir
tector
ctos mas

tozoides
otocolos.

daptado

ImageJ
vina que
para el

almacenamiento de esperma refrigerado o crioconservado. Revela que fue posible recolectaj esperma

de buena calidad durante un periodo de 2 meses y almacenarlo paii&éecién artificial. EI medid
Leibovitz modificado esta bien adaptado para la conservacion del esperma de corvina. Sin

embargo,

debe tenerse en cuenta que el uso de este medio para el almacenamiento de esperma enfrigdo debe st

refinado para evitar disgpancias de resultados descontrolados. Finalmente, las caracteristicas
de los espermatozoides estan de acuerdo con el éxito de fertilizacion obtenido de los ¢
experimentos desarrollados en el proyecto DIVERSIFY (configuracion de ladeitin artificial de
corvina).

Desarrollo de métodos de fertilizacidn in vitro para cruces planificados
(liderado pordRTA, Neil Duncane IFREMER, Christian Fauvgl

El desarrollo del desove de la franja con métodos de fertilizacion in vitro es negaesaria industrig

de la acuicultura de corvina (Argyrosomus regius), a fin de facilitar los cruces planificados e
criadores seleccionados para ayudar en la implementacion de los programas de mejoramientc
Las hembras con etapas avanzatiamadurez fueron inducidas a ovular con una sola inyeccion

15
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Hg / kg de GnRHa. Las inyecciones se aplicaron a las 282000 horas y las hembras se mantuvie

separadas de los machos en la oscuridad hasta que se verificaron las ovulacioonesdles para |l

ovulacion se realizaron cada 2.5 horas desde 35 a 45 horas después de la inyeccion de GnRH
se obtuvieron huevos ovulados, se realizd la fertilizacion in vitro y se evalu6 la calidad de
determinando el porcentaje de huevasdesarrollo (Fig. 12). También se aplicd una inyeccio
GnRHa a los machos y se evaluaron los requisitos y la calidad del esperma. Se probaron las pr
de esperma a huevos de aproximadamente 3,000 a 500,000 espermatozoides por huevo. 8e
huevos ovulados a partir de las 35 horas. La calidad éptima de los huevos se obsen«39 lhes
después de la inyeccion de GnRHa. De 35 horas3® 8®ras, hubo un ligero aumento en la calid
los huevos y la facilidad con la que se podiataglos huevos, lo que indica que entre las 35y 38
era posible que los huevos no estuvieran completamente ovulados. Despud9 d@128, hubo u
disminucién en la calidad de los huevos ad443horas. La calidad del esperma se mantuv
disminucién durante hasta 7 horas en el medio Leibovitz y la calidad del‘esperma no parecio
éxito de la fertilizacion. La fertilizacién in vitro se realiz6 mezclando rapidamente huevos, es
agua de mar al mismo tiempo para garantizar que leraafpzoides se activaran y estuvierar
contacto con los huevos durante los primeros 30 segundos después de la activacion, que s€
como el periodo 6ptimo para la fertilizacion anterior. La proporcion éptima de esperma a hue
obtener un ko porcentaje de fertilizacion fue superior a-200,000 espermatozoides por hug
protocolo se utilizé con éxito en un gran cruce factorial de 120 fertilizaciones.in vitro utilizando e
fresco o crioconservado.

Figura 12 Diferentes fases de experimentos de fertilizacion artificial en P3. IRTA (Espafia): arriba a la iz
recoleccion de esperma; Arriba a la derecha) coleccion de huevos; Abajo a la izquierda) Abajo a la mitag
134 lotes.individuales de huevostiizados resultantes de un cruce factorial con 3 hembras, 4 machos y
diferentes de almacenamiento de esperma (fresco, refrigerado almacenado y congelado) por triplicado;
derecha) dispositivos para la evaluacién del desarrollo embnatespués de la fertilizacion artificial.

Se indujo a un total de 14 hembras a ovular con algunas hendiweglas en mas de una ocagiana
obtener un total de 24 aplicaciones diferentes de GnRHa para inducir la ovulacién. Un total de
administados la inyeccién de GnRHa no ovularon en el periodo € 3toras. Estas incluyeron
hembras que nunca respondieron a la inyeccién de GnRHa y 5 hembras que no respondieron a
aplicacién de GnRHa. Un total de 15 inyecciones de GnRHa indujetdacion completa o parci
Once ovulaciones de seis hembras diferentes han sido superadas por la ovulacion (efect
maduracion). La ovulacion se detectdé a las385h (2.100- 2.340 min) después de la inyecc
dependiendo de la hembra. Sin engoa hubo una alta variabilidad en la tasa de fertilizacién (3!
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43.50%) mientras que de 38 a 39 horas (51.11 + 28.04%) esta variabilidad se redujo (Fig.
variabilidad fue aln menor (27.49 £ 16.39%) y de 43 a 44 horas (5.72 + 3.90%) dedpudgateion

13). Esta

de GnRHa. La variabilidad durante el periodo (bimodal) con huevos muy pobres (<20% de fertillzacién)
y huevos buenos (> 60% de fertilizacion). Los huevos pobres (<20% de fertilizacion) parecianjestar en
proceso de ser ovulados. En todos I@saen revisiones subsiguientes para la ovulacion, se mejor6 la
calidad del huevo, lo que indica un periodo en el que la calidad del huevo se mejora al maximp. Si esta

variabilidad inicial se elimina como un valor inicial, la regresion de Hill puedeildiesardistribucion
de los promedios de la tasa de fertilizacion. con Rz = 0.8167. La regresion de Hill identif
disminucioén lineal después de 40 horas entre la inyeccidn y la extraccion en las tasas de fertili
los huevos de todas las heabr

100

80

60

40 A

20

Mean Fertilisation rate (%)

2000 2200 2400 2600
(33h 20m) (36h-40m) (40h) (43h 20m)

Time between injection and stipping minutes (hours and minutes)

Figura 13. La tasa de fertilizacion de cada cortiembra(Argyrosomus regius) en diferentes momentos des
de la inyeccién de GnRHa (¥ ./ kg). La'linea representa una colina de regresion (R? = 0.8167). Los
representan ldisminucién de las tasas de fertilizacion maxima de 10 ovulaciones de 5 hembras diferentes
el periodo de maduracion excesiva.

cO una
racion de

DUés
datos
es decir,

Los huevos mantenidos a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C) mantuvieron la

iabilidad

hasta 2 horas (Fig. X4Hubo un pequefio descenso inicial en la tasa de fertilizacion durante los pfimeros
30-60-minutos, la fertilizacién se estabilizé en aproximadamente el 80% hasta 120 minutos @lespués,

cuando se observo un rapido descenso en la fertilizacion de los hBevobservaron division
asincronas en muchos de los huevos fertilizados a las 4 h.

S
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Fertilisation rate (%)

Figura 14. La tasa de fertilizaciéon (%) de los huevos de corvina (Argyrosomus regius) pelados manfenidos a

temperatura ambiente durante diferentes momentos despuésxdmtaion. La linea representa unarregre
polinomial con una ecuacién expresada;-2E-05x3 + 0,0058x2 0,5891x +.97,447 (R2 = 0,9523).

50N

Los resultados obtenidos en el presente estudio han establecido un protocolo para la ferfilizacion

artificial 6ptima de corvina en el estado actual de conocimiento. Los reproductores se deben
a las 38 h después de la inyeccion a 18°C para ohteaerlidad éptima del huevo. Para la produc
convencional, se recomienda un minimo de 200,000 espermatozoides por huevo para asegura

bxaminar
Cion
altas tasa:

de fertilizacién. Ademas, se recomienda mezclar los huevos, el esperma y el agua para coprdinar la
activaddn con el contacto de los espermatozoides con los huevos, y los huevos de corvina deben ser
fertilizados dentro de los primeros 50 minutos posteriores a laextraccion, al menos para manfener una
alta capacidad para ser fertilizado hasta que se hagaweasgacion para identificar qué retraso ep la

activacion se puede asumir que no afecta el éxito de la fertilizacion o hasta que se desarfollen los

extensores que imitan el fluido ovarico. La escalada ascendente a un gran cruce factori
fecundacioms artificiales utilizando espermatozoides frescos o crioconservados confirmo la via
del protocolo.

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 18
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2. Nutricion

Avances en nutricion de larvas y juveniles
(liderado po=CPCT, Daniel Montero, Marisol Izquierd&ontanillas, Ramén, Rosenlund, GARC)

El objetivo general planificado dentro de esta seccion es definir mejor las necesidades nutricignales de

la corvina durante las fases de crecimiento previo y crecimiento para mejorar la consiste
crecimiento y la salud y el bienestar depleses. Para alcanzar este objetivo, se planificaron dos
diferentes: I) la mejora de los alimentos para el destete de larvas y 2) la determinacion de los
nutricionales para promover la utilizacion, el crecimiento y el bienestar de lentdsn

2.1. La mejora de las dietas de destete larvales:

A pesar del hecho de que el desarrollo larvario de corvina (Argyrosomus) retaggtécnicas de cr
de larvas se han estudiado ampliamente, el destete a dietas secas sigue siendo un cuello
importante para esta especie. Asi, en un primer paso, el objetivo fue definir mejor las nec
nutricionales de la corvina mamejorar los actuales alimentos de destete de larvas para esta
Para mejorar las dietas de destete para la corvina, se realizaron diferentes ensayos para det
niveles 6ptimos tanto de acidos grasos esenciales como de micronutrientss, sple que s
determinantes del rendimiento de los peces en estadios larvales en otras especies (Izquierdg
2011; Hamre et al. al., 2013).

2.1.1. Acidos grasos esenciales 6ptimos y niveles de micronutrientes relacionados en las diet
destete para la corvina

ncia del
lareas
equisitos

a
| de botella
esidades
pspecie.
erminar los
n

y Koven,

as de

Para determinar el efecto de las dietas de destete en el.rendimiento larvario, se obtuvieron|larvas de
corvina de reproductores de desove inducidos de las instalaciones de GIA (Grupo de Investigacién en
Acuicultura) en la Universidhde Las-Palmas de/Gran Canaria (ULPG) (Islas Canarias, Espafia] donde

experimento se llevo a cabo. Se realiz6é un ensayo para probar seis microdiets por triplicado. Uas larvas
se alimentaron previamente con rotiferos enriquecidos (proteina DHA Selco; Dévidermond
Bélgica) hasta 14 dias después de la eclosion (dah). Las larvas de Corvina (longitud total inicifl 4.07 +

0.20 ° C. Todos les tanques (200 L) se suministraron con agua de mar filtrada (37atngjctied-1)
a una tasa creciente del 8% Ipara garantizar una buena calidad del agua durante el ensayo.
disuelta promedio de O2 alcanz6 5.3 + 0.3 mg. El fotoperiodo se mantuvo a 12 h de luz: 12 h de
oscuridad con luces fluorescentes. Las ladeapeces fueron alimentadas manualmente 14 vecesjal dia
cada 45 minutos de 8:00 a 18:00 horas. La alimentacion diaria suministrada fue de 1.5y 2 g ppr tanque
durante la primera y segunda semana de alimentacion, respectivamente. Para evitar la aoftribucio
nutricional de Artemia con acidos grasos esenciales y vitaminas, esta presa viva no se agrego a los
tanques de cria. A pesar de que el destete completo a partir de 14 dias podria reducir el crecirpiento o la
supervivencia, se requiri6 determinar con mayacision el efecto de los niveles de &cidos grhsos
esenciales y wvitaminas antioxidantes en las dietas de destete. Se formularon seis njicrodiets
experimentales isonitrogenados e isolipidicos (tamafio de granulos <250 prbQ@AM) utilizandg
aceite de pscado (anchoa peruana) como fuente de alto contenido de H3Ala para dietas qu
contienen 3% de HUFA-8 (Tabla 5) . Por lo tanto, se evaluaron seis dietas experimentales
150/180, 0.4 / 300/180, 0.4 / 300/360, 3/150/180, 3/300/180, 3/300d4&6@cuerdo con HUFA
vitamina E y niveles de vitamina C respectivamente. Para determinar el rendimiento de las larvas, se

e
0.4 /

determiné el peso corporal seco y la longitud total de 30 peces por tanque al comienzo, a 24 (dah) y 20
peces por tanque al final datsayo.
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Tabla 5. Ingredientes variables y composicién proximal (g 10dvg de dietas de destete temprano que contignen
varios niveles de HUFA-8, vitamina E y vitamina C alimentados a larvas de corvina (A. regius) de 14 a 48 dah.
Diets

0.4/150/180 0.4/300/180  0.4/300/360  3/150/180  3/300/180  3/300/360

Ingredients

Peruvian 0.00 0.00 0.00 10.00 10.00 10.00
anchovy oil

Oleic acid® 10.00 10.00 10.00 0.00 0.00 0.00
Vitamin E* 150.00 300.00 300.00 150.00 300.00 300.00
Vitamin C* 180.00 180.00 360.00 180.00 180.00 360.00
Proximate

composition

Lipid 16.01 17.09 17.06 17.52 17.34 17.44
Protein 65.14 64.72 64.97 65.43 65.45 64.88
Moisture 10.32 10.59 9.38 9.67 9.39 9.35
Ash 547 5.55 5.70 5.88 5.73 5.81

Comoresultado del periodo experimental que alimenta las diferentes dietas, se pudo observar que la
utilizacion del 3% de HUFA 3 en la dieta larvaria mejoré el crecimiento larvario (Fig. 15)tg la
suplementacion de vitaminas antioxidantes significativamente0(B5) Mejora del crecimien
larvario, independientemente del nivel de HUFRA an la dieta (Fig. 15)

03

| I B |
- T Low HUFA
_ ————  High HUFA
0.25
ol 1 | AL | —
J l // Increases of vitamins

Body weight (mg)
o
&

o
s

0.05

0,4/150/180 0,4/300/180 0,4/300/360 3/150/180 3/300/180  3/300/360

Figura 15. Crecimiento de larvas de corvina después de 10 dias alimentando dietas experimentales

2.1.2:Importancia de las vitaminas dietéticasA, Ky D en dietas de destete para corvina.
Siguiendo protocolos similares descritos anteriormente, las larvas de corvina (longitud total injcial 7.2

+ 0.7 mm; peso corporal seco 0.5 £ 0.1 mg) se distribuyeron al azar en 15 tanques experimeijtales con
una densidad‘de 2100 larvas por tanque y se @aren con una de las cinco dietas experimenjales
probadas en Se triplica durante 14 dias, a una temperatura promedio del agua de 24.5 £ 0.% ° C. Las
condiciones experimentales fueron iguales a las descritas anteriormente. La alimentacign diaria
suministrala fue de 2 y 4 g por tanque durante la primera y la segunda semana de alimgntacion,
respectivamente. Se formularon cinco microdiets experimentales isonitrogenados e isolipidicog (tamafio
de granulo <250 pmy 25800 um) utilizando polvo de calamar no desgrdo como fuente de proteigas

y lipidos, y se completaron con KffliIL como fuente de fosfolipidos marinos y nivel de vitamirja E
(1.500 mg kgl), vitamina C (3.600 mg ki), gelatina (3.0), premezcla mineral (4.5 g / 100| g),
premezcla de vitaminas (6.0/d.00 g) sin menadiona, ergocalciferol y acetato de retinol (Tabja 6).
Ademas, se afiadi6 menadiona como fuente de vitamina K a la mezcla de vitaminas (175 mgjkg
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todas las dietas, excepto erVE K (dieta sin dieta de suplementos de vitamina K), yageego

ergocalciferol como fuente de vitamina D a la vitamina mezcla (37 ri &g todas las dietas excepto
en GVit D (dieta sin suplementos de vitamina D) y acetato de retinol como fuente de vitamirja A se

agrego a la mezcla de vitaminas (3 mglk@ntodas las dietas excepto af& A (dieta sin suplement

de vitamina A). La taurina (2.000 mg-&g se agreg6 solo a la dieta C + Taurina (dieta con dieta de

adicion de taurina). La dieta con suplementos de vitamina K, D y Ay sin adicién de taudnaideré
como una dieta de control (C) (Tabla 6). Para determinar el estado de bienestar, se realiz6 u
de resistencia al estrés al final del ensayo con 30 larvas que se manipularon fuera del agua

de limpieza durante 30 segundos. La supencia final se calcul6 individualmente contando toda
larvas vivas al principio y al final del experimento.

Tabla 6. Ingredientes y composicion proxima de las dietas de destete temprano alimentadas a larvas

a prueba
N una red
las

e corvina

(Argyrosomus regius) de 2038 dias. (Dieta de control C; control de C + taurina con suplementos de taurina;

control de GVit K sin suplementos de vitamina K; control dev@ D sin suplementos de vitamina D;.control
C-Vit A sin suplementos de vitamina D).

Diets

C C+Taurine  C-VitK C-VitD C-VitA
Ingredients
Taurine 0.0 200.0 0.0 0.0 0.0
VitK! 17.3 17.3 0.0 17.3 17.3
Vit D 3.7 3.7 347 0.0 3.7
VitA' 0.3 0.3 0.3 0.3 0.0
Proxi mate
composition (%)
Crude lipids 16.4 16.2 16.5 17.1 17.9
Crudeprotein 76.0 75.9 764 76.4 76.1
Moisture 13.7 13.6 13.6 13.8 13.8
Ash 6.5 6.5 6.5 6.6 6.5
Taurine! 4.0 5.8 40 4.0 4.0
Vitamin K? 2.4 2.4 0.0 2.6 2.2
Vitamin D° 28.9 29.0 304 2.3 27.4
Vitamin A 4.2 4.3 4.2 4.3 4.1

Después degberiodo de alimentacion, la suplementacion con Vit A o D (dietas Cy C + Taurina)
una reduccion del crecimiento. La falta de suplementos de vitamina K (Digt&Cindujo una altg
reduccion de la supervivencia larvaria (Tabla 7).

Tabla 7. Longitud total (mm), peso seco (mg) y supervivencia de larvas de corvina alimentadas con
destete temprano de 20 a 33 dah (longitud total inicial 7.2 + 0.7 mm y peso corporal seco 0.5 + 0.1mg).

control C; control de C + taurir@n suplementos de taurina; control d¥/iCK sin suplementos de vitamina I;

control de GVit D sin suplementos de vitamina D; control d&/{f A sin suplementos de vitamina D).
Diets

C C+Taurine C-VitK C-VitD C-VitA

Total length  26dan 8.3 80 85N ®* 85 o 89N p° 8.6NL.0°

Bdh 15N T* 17l B* 12888”1260 B 122810
Bodyweight 26dan 07N a® osNa? o7 at 0ol @’ 08N @*
33ddh 24 fi6° 23 f4* 32 /2" 33 fi2° 25 fi3*

Survival (%) 167N & 129N 2 7.1* 17.7012.3 19.0N ®

A los 33 dias después de la eclosion, se encontr6 una alta incidermaiaudergas en larvas alimentac

de

ndujo

dietas de
Dieta de

as

sin suplementacion de vitamina K-{Gt K) (12.5%), seguidas de larvas alimentadas sin suplementacion
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de vitamina A (GVit A) y sin suplementacion de vitamina D (8,3% y 3,3%, respectivamente) (ffabla

8). Las larvas de contrgllas dietas taurinas no mostraron granulomas. Las larvas con granulgmas se
tifileron con la técnica ZielNeelsen para que la deteccién de Mycobacteria fuera negativa parg todos
los casos.

Tabla 8. Porcentaje de larvas totales afectadas con granulomeentage de larvas afectadas con granulomg en
estadios 1 y II.

33 dd
Diets Tota Stagel  Stagell
C OOND® OON®D O0OND

C+Taurine 00N® OoON® 0ON®
C-VitK 12906 5071 703
C-VitD 3.3N 1.2ZN 1.72N
C-VitA 804 6MNB 1789

Se consider- fAestadio | 06 aquellos granul omas de
voluminosos (Fig. 16.a) vy dAgranul omas comapuedtdgos o

por un area central necrética eosinofilica rodeada por. varios Capas concéntricas de macréjagos que
presentaban citoplasma vacuolizado, observandose ' mas aplanadas en las capas externas. |Las célula
hepaticas alrededor de los granulomas se corigyom(Fig. 16.b).

a

Figura 16. a. Granuloma inicial o "estadio I" en el higado (40x). segundo. Granuloma "en estadio II" en ¢l higado
(40x).

2.1.3- Mejora de la calidad de fritura de corvina con suplementos de vitamina K
Como se demostré queVd@amina K es crucial en el desarrollo de granulomas sistémicos, la fdlta de

vitamina K en la dieta se relaciona con una mayor incidencia de deformidades en las vértepras y el
esqueleto caudal (Udagawa 2001), causando la formacion de hueso delgadoyylaétuiliccion de
anomalias en la estructura 6sea, como la fusion vertebral y la irregularidad de la hilera, tapto en el
desarrollo temprano como durante el crecimiento posterior, se realiz6 un experimento cor] niveles
graduales de suplementos de vitamiigen forma de menadiona sb). Se ensayaron cinco n}/eles

diferentes de suplementacion, 0, 4.3, 8.6, 17.3 y 35 mg de dieta de menadiona / kg, dietas KO, K25, K50,
K100 y K200 respectivamente. Los resultados mostraron que la suplementacion con mgnadiona
incrementd la supervivencia larvaria, excepto por el nivel mas alto de suplementacion, en| el cual

aumenté la mortalidad larvaria (Fig. 17). Las deformidades graves de la larva disminuyeron g medida
gue la suplementacion con menadiona aumenté en la dietd §kig.
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Survival
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Figura 17. Supervivencia d&aslarvas de corvinalimentadas codietas cordiferentes niveles deit K.
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Menadione

Figura 18. Porcentaje de anomalias graves en larvas de corvina.que se alimentan de niveles graduales fle vit K

2.1.4. Destacados parmejorar las dietas de-destete larvales.

V EI0,4% de HUFA en la dieta no es suficiente para cubrir los requerimientos de écidoi
esenciales de la larva corvina y, debido a su elevacion de hasta 3%, la absorcion d
mejora notablemente, losveles de acidos grasos esenciales y el crecimiento.

V Altos requerimientos dewvitamina E y vitamina C en larvas de corvina (mas de 1500
mg kg1 para la vitamina E y la vitamina C, respectivamente).

V Las dietas de destete de corvina deben complemermains2,4 mg / kg de vitamina K, y
gue la ausencia de esta vitamina redujo notablemente la supervivencia de las larvas.
V Las larvas de corvina parecen ser muy sensibles a la hipervitaminosis D y, leveme
hipervitaminosis A, ya que la suplementaai@m estas vitaminas condujo a una reduccién1
crecimiento.

V 5.90 mg /'kg de menadiona en la dieta muestra una tendencia a aumentar el crecir
la supervivencia de las larvas de corvina, sin embargo, una gran cantidad parece disr
crecimientoy la supervivencia, posiblemente debido a su potencial téxico.

2.2.Determinacion de requerimientos nutricionales para promover la utilizacion, el crecimient
y el bienestar de los alimentos.
La deficiencia de EPT se caracteriza por diferentes sintomatologias como crecimiento y supefvivencia
reducidos, trastornos de la natacion, erosion de las aletas e infiltracion de lipidos severa, particfilarmente
en tejido de almacenamiento de lipidos, ceitdgado (Izquierdo, 1996). para determinar los requititos
nutricionales y los niveles 6ptimos de8rL.C-PUFA para alevines de corvina, evaluando sus efg¢ctos
sobre la supervivencia, el rendimiento del crecimiento, la utilizacion de alimento y la codpadsici
los peces. Ademas, el presente estudio tuvo como objetivo mejorar la comprension de la gccion de
modulacion del LEPUFA n3 en la dieta sobre el perfil lipidico hepético y su posible papel gn el
desarrollo de la esteatosis hepética y la granulonsatadia corvina.
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Se realiz6 un ensayo de alimentacion con alevines de corvina con un peso corporal inicial de 2§80 + 0.23
g (media = SD) y una longitud total inicial de 6.37 + 0.20 cm (media = SD). Grupos triplicaglos de
alevines de corvina, producidos as instalaciones de la Universidad de Las Palmas de Gran Chnatria,

se distribuyeron al azar en 15 tanques experimentales (tanques cilindricos de fibra de vidrio dej200 | con
fondo conico y pintados de color gris claro) a una densidad de 45 peces porytaeqgalénentaro
manualmente una de las dietas experimentales hasta la aparente saciedad visual, tres veces dl dia, 6 dia
a la semana, durante 30 dias. La ingesta diaria de alimento se calculo registrando el consumo [de la dieta
y restando los sedimentos nonsumidos del tanque. Los tanques se instalaron en un sistema apierto y
se suministraron con agua de mar filtrada (37 mg de salinidadB! agua se aire6 continuamente ¥ el
oxigeno disuelto se mantuvo por encima de 6.0 + 0.2 riigdurante el ensayda temperatur

promedio del agua a lo largo del ensayo fue de 23.0 £ 0.2 °C. El experimento se realiz6 bajo fofoperiodo
natural. Se formularon cinco dietas experimentales isoproteicas e isolipidicas que contenian jaceite de
pescado (FO) y aceites vegetal€®©; linaza, palma y aceites de colza) como fuentes de lipidgs. Se
definieron cinco niveles crecientes en la dieta dePIEA n3: 0.8, 1.4,2.0, 2.6 y 3.6% de matdria

seca, donde DHA y EPA representaron el 93% del total deWEA n3: El contenido desda de n3
LC-PUFA de cada dieta experimental se logr6 reemplazando sucesivamente el VO por|FO. La
composicion de la dieta y el analisis préximo se muestran en la Tabla 9. Las dietas experimentales fueron
fabricadas por la planta de tecnologia de alimedta&iRC Skretting (Stavanger, Noruega) conjun
tamano de pellet de 2 mm.

Tabla 9. Composicién (%) y analisis préximo de las dietas experimentales para alevines de [corvina

Dietary n-3 LC-PUFA level (% DM)

08 1.4 20 26 36

Ingredients (%)
Fish meal, N. Atlantic’ 150 15.0 15.0 15.0 15.0
Corn gluten? 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Faba beans' 10.0 10.0 100 10.0 10,0
Wheat! 80 8.0 80 B0 80
Wheat gluten’ 184 18.4 18.4 184 18.4
Soy protein concentrate’ 250 25.0 250 250 250
Fish oil, 5. American' 0.0 27 54 82 10.9
Linseed oil’ 16 12 0.8 0.4 0.0
Falm oil 33 25 1.7 o8 0.0
Rapeseed oil' 5.0 45 30 1.8 0.0

Pramix* 28 28 28 28 28

Proximale analysis (% DM)
Protein 56.5 54.5 545 56.0 543
Lipsds 162 17.0 165 16.9 16.2
Ash 49 50 5.1 52 50

Moisture a7 85 85 B2 79

1: Skretting, Stavanger, Noruega;

2: Cargill Nordic AS, Charlottenlundinamarca;

3: AAK AB, Karlshamn, Suecia;

4: Trouw Nutrition, Boxmeer, Paises Bajos. Composicion patentada Skretting ARC, incluidas vitaminas y minerales;
La suplementacion con vitaminas y minerales se estima que cubre los requisitos de acuefdBCqa0d 1).

Durante la prueba de alimentacién, no se observé dafio externo o comportamiento anofmal. La
supervivencia fue alta en todos los tratamientos y no se vio afectada por la composicion dg la dieta
(Tabla 10). Después de 30 dias de alimentaciores final de la corvina varié desde 9,5 (en péces
alimentados con 0,88 de dieta LEPUFA) hasta 10,7 g (en aquellos alimentados con-3,8ediet
LC-PUFA), logrando un aumento de 3 veces desde el inicio peso corporal. Los peces alimentados con
0,8% den-3 LC-PUFA dieta mostraron los valores mas bajos para la longitud total, el peso c@rporal,
WG, SGR y TGC. Incremento en la diet& h.C-PUFA, significativamente (P <0.05) incrementd la
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longitud total final y el peso corporal. Por lo tanto, la mayor lokgiotal se encontr6 en pedes
alimentados con 2.6% denLC-PUFA en la dieta, siendo significativamente mas alto que los peces
alimentados con 0.8%, 1.4% o 3.6% d& hC-PUFA. El peso corporal mas alto también se encdntro
en peces alimentados con 2.6%3 n.C-PUFA, siendo significativamente mas alto que aquéllos

alimentados con 0.8%-3 LC-PUFA. El aumento de LL®UFA n3 dietético se correlacio
significativamente con el peso corporal final (P = 0.09, r2 = 0.82), WG (P = 0.05, r2 = 0.86), S¢
0.01,r2=0.94) o TGC (P =0.01, r2 = 0.94).

0
bR (P=

Tabla 10. Rendimiento de crecimiento de alevines de corvina alimentados con dietas experimentales dfirante 30

diasl
Dietary n-3 LC-PUFA level (% DM")
0.8 14 2.0 26 36
Survival (%) 93.320.7 97.8£1.3 99.320.7 94.8x1.5 97.842.2
Initial total length (cm) 6.420.0 6.320.1 6.3£0.0 6.420.0 6.210.0

Final total length (cm) 9.0£0.1¢ 9.4£0.1° 9.320.1® 9.6+0.1° 9.3£0.1%

Initial body weight (g) 28101 2.8:0.1 2.7:0.1 2,701 2.6x0.1
Final body weight (g) 9.520.3° 10.4£0.3% 10.240.4%° 10.7£0.3% 10.410.3°
WG (g) 6.740.4 7.520.4 76103 8.0£0.3 7.8£0.2
SGR (% day") 41101 4.320.2 45201 45201 4.60.1
TGC 1.0£0.0 1.120.1 1.1£0.0 1.220.0 1.2£0.0
Fl (g feed fish' day™) 0.2£0.0 0.2£0.0 0.2£0.0 0.2£0.0 0.2£0.0
FCR 0.8£0.1 0.720.0 0.7£0.0 0.7£0.0 0.7£0.0
K (%) 1.3£0.0 1.320.0 1.320.1 1.220.1 1.3£0.0
PER 24102 26201 2.520.1 2.6:0.1 2.6%0.1

La ingesta de alimento no se vio.afectada por el tratamiento dietético, y los peces alineamadps

2,6% de A3 LC-PUFA mostraron el mejor K, pero no significativamente diferentes de los
alimentados con otros niveles d& hC-PUFA. El modelo lineal de linea discontinua se ajusté me
la relacion dietética8 LC<PUFA con la longitud finia peso final, WG, SGR o TGC y sefiald
requisito de 2.1% 8 LC-PUFA para el méximo crecimiento de alevines de corvina (Es decir

mostrado en la Fig. 19).
9

“ !
Weight gain (g }
fish)

21

v

0 1 2 3 4
Dietary n-3 LC-PUFA (% DM)

Figura 19. Modelo lineal de linea discontinua que se ajusta a los niveles ¢RUE2 n3 para el aumento d
peso de los alevines de corvina alimentados con dietas experimentales durante 30 dias; la flecha indica
de LGPUFA n3 dietético (% DM).

El contenido de acidos grasos de los juveniles reflejé el perfil de acidos graaddieta,lreteniend
selectivamente los acidos grasos esenciales en aquellos animales que ingieren niveles ma
acidos grasos esenciales en la dieta (Tabla 11).

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius) 25

peces
ora
un
WG

e
2| requisito

bajos de




»
= <OBRa

EU-FP7, DIVERSIFY 603121

Tabla 11. Eficiencia de retencién (acumulacion o reduccién neta) de acidos grasdéi@spea todo el cuerp

o

de alevines de corvina alimentados con dietas experimentales durante 301 | dias
Fatty acid Dietary n-3 HUFA level (% DM)
038 1.4 20 26 36
18:2n-9 251.9+43 02 125.7+16.5>  55.1%16.2°  47.2%¢12°  37.741.4
18:3n-6 190.8+44 8 107.8+147 4824137 409424 65512 6
18:4n-3 233436 26.9+47 14.6+4 3 18.9+33 30,0432
18:3n-3 2574530 3874 1% 245443 317429 5684522
20:3n-3 315.04886% 25612462 1366+12.9%c 508+06°  682+10.7°
20:2n-6 227.8+57 42 165.4+11.4%  114.2+12.8%  822+110.7°  86.510.3%
20:4n-6 55.0+18.2 572428 287489 329430 531467
20:5n-3 250467 313+4 4 13.3+4 7 17 9+4 1 30.3+43
22:6n-3 56.1+5.8 414430 415470 375:0.7°0  39.9+¢3.7b
El examen histoldgico de la seccion transversal del tejido hepatico mostré que no se enconfro tejido
necrotico en la corvina alimentada con diferentes niveles dietéticos-8&JES n3. Sin embargo, !
higado de pescado alimentado con un 0,8%23le@PUFA mostro un grado significativamente mayor
de esteatosis que los alimentados con> 2%23le@-PUFA: Ademas, a pesar de que el examen geperal

no revelo la presencia de lesiones granulomatosas en ningun érgano de ningun pez, los alimeftados con

el nivel masbajo de LCPUFA n3 en la dieta (0,8%) presentaron un mayor numero (P <0,0
granulomas hepaticos que el pesca@®®2% n3 LC-PUFA (Tabla 12).

b) de

Tabla 12. Evaluacion histomorfolégica del tejido hepatico de la corvina alimentados con dietas expersfentale

durante 30 dias.

Dietary n-3 LC-PUFA level (% DM*)

0.8 1.4 2.0 26 3.6
Steatosis? 26202 24402 1.72540.2 1.25£0.0 1.2°40.2
Granulomas® 532116 219541 1 1.4541.0 0.12+0.1 0.7°+0.4

El higado de peces alimentados con 0,8 y 1,4%3e@PUFA presentd una esteatosis grave, refle
por la hipertrofia de los hepatocitos (Fig. 20 A y B). Ademas, en el mismo pez, se obse
infiltracién extensa de la vacuolizacion de lipidos, enatmgitos y, en consecuencia, los nucleo
desplazaron de la posicion central en la célula a la periferia. Las alteraciones esteatoéticas
disminuyeron linealmente con el aumento de los niveles dBWEA n3 en la dieta (r2 = 0.88, P

Figura 20. Secciones hepéticas de corvina alimentadas con diferentes niveledPd#H0n 3 tefiidas con H&E
Barras 50 um: (A) 0,8%-8 LC-PUFA,; (B) 1.4% r3 LC-PUFA.
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Destacados sobre los requerimientos de acidos grasos esenciales por parjevamiles de corvina.

V La corvina demostro la capacidad de conservar selectivamente la FA clave, en partil
DHA y ARA sobre la otra FA, en respuesta a la deficiencia de EPT.
V Los alevines de corvina tienen un requerimiento de HURBAIa 2.1% de M$n dietas que
contienen 16.5% de lipidos de DM, 0.9 EPA / DHA y 0.4% de ARA del contenido total d|
V La corvina deficiente en EFA mostré una mayor incidencia de granulomas que los
alimentados niveles adecuados de HUF2\en la dieta

V Las alteracioes esteatéticas hepaticas disminuyeron linealmente con el aumento
niveles de LEPUFA n-3 en la dieta.
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3. Cultivo Larvario

Condiciones Optimas para la cria de larvas.
(Dirigido porIRTA, Alicia Estevez)

La crianza de larvas de corvina se realiza generalmente siguiendo un protocolo basado en
larvas de lubina y dorada europea. Sin embargo, diferentes estudios han revelado que estos
deben adaptarse a las demandas bioldgicas de estéeegpeque las larvas de corvina son n
sensibles al estrés producido por la alta intensidad de luz (mas de 500 lux), fotoperiodos larg

a cria de
protocolos

uy
DS 0 altas

densidades de presas vivas ( Roo et al., 2010; Vallés y Estévez, 2013). Aungue se estan est
requeimientos nutricionales precisos, las larvas muestran muy buenas tasas de creci
supervivencia utilizando productos de enriquecimiento disponibles comercialmente para pres
(Vallés y Estévez, 2015). Los productores de Corvina no considegda gria de larvas sea un cue
de botella importante para el cultivo de corvina (Lazo et al, 2010). Por otro lado, el canibalis

diando los
iento y
as vivas
llo

mo y la

distribucion de tamafio variable en los juveniles se consideran-una preocupacion principal
reducen el rendimi¢a de la produccion y aumentan el costo de produccién. Ademas, estos pr
pueden derivarse de o modularse mediante la alimentacién de alimentos vivos como los n
Artemia. Por lo tanto, avanzar en el destete temprano de.as larvas de s¢eipethel Artemia a
alimento seco es una prioridad y el enfoque principal del trabajo larvario en'la corvina. El d
define como el cambio de alimentos vivos a una dieta inerte, en un momento muy critico d
desarrollo, que requiere protdes dietéticos graduales y especificos para-el éxito del proceso (P
Bonaldo, 2013). En este sentido, un mejor conocimiento-de la fisiologia digestiva de las larva
nuevo protocolo de alimentacion contribuira a la optimizacién del processstidaly puede ayuda
comprender las limitaciones funcionales en la capacidad de procesamiento del sistema dige
suministrar nutrientes a los tejidos larvales de rapido crecimiento. un protocolo de destete ant
En el proyecto Diversify, llevamos a cabo 2 ensayos con-huevos fertilizados de corvina obte
2014 y 2015 de un reproductores silvestres mantenidos en tanques circulares de 4000 L co
unidades de recirculacion (IRTAMar®) en el Centro IRTAS#n Carles de la Rapita (Espafia)

Condiciones controladas y después de la induccion hormonal. Los huevos flotantes se almac
recipientes cilindricos de PVC de 35/ provistos de sistemas de transporte aéreo y un alto su
aireacion. Elia 2 después de la eclosion (dph), las larvas se almacenaron en tanques de 100
densidad de 100 larvasly se cultivaron.de 2 a 37 dph en diferentes tratamientos dietético
tanques de 100 L también se conectaron a unidades IRTAMAR®nipetatura (18.2 + 0.5 °C),

salinidad (35.4 +°0.3 g-11), el oxigeno disuelto (7.9 + 0.3 mgl) y el pH (7.9 £ 0.2) se verificarq

diariamente, mientras que los nitritos (<0.25 mfy Ly amoniaco (<0.07 mg-1) fueron revisadogna

stete se
rante el
rmay
bajo un
a

tivo para
rior.

idos en
ectados a
ajo

naron en
nistro de

| con una
5. Los

a
n

vez por semana. Liatensidad de la luz se mantuvo a 500 lux en la superficie del agua y el réginen de

luz fue de 12 h de luz: 12 h de oscuridad. Las larvas fueron alimentadas con rotiferos enri
(Brachionus sp) desde 2 dph hasta 14 dph y Artemia metanauplii ddptie 8mbas presas vivas
enriguecieron utilizando pimiento rojo (Bernaqua, Bélgica) durante 12 h a 28 °C en el caso de
y6 h a 25°C en el caso de Artemia. Las larvas fueron alimentadas con dos dosis de presas vive
y tarde) cada dia, ientras que la alimentacién seca (Gemma Micro, Skretting) se administro &
cada mafiana a'las 9 h y utilizando alimentadores automaticos cada hora, de 9:00 a 20:00 h. L
de alimento se ajust6 para alcanzar el nivel de saciedad de alimentzaniénte Todos los dias,
fondo de los tanques se sifonaba para eliminar los peces muertos, los alimentos no consum
heces. Dos experimentos se llevaron a cabo con larvas de corvina en 2014 (ensayo 1 con 4
diferentes para el destetarprano, vea el esquema a continuacién) y 2015 (ensayo 2 con 2 prg
para el destete temprano) como se describe a continuacion y se muestra esquematicamente

nuecidos
se
rotiferos
s (mafiane
mano
A cantidad
el
dos y las
brotocolos
tocolos
Fig.21).
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Figura 21. Grupo A: el destete en alimento seco comenzé a partir de 20 dph mgkettoen 30 dph, (grupo de

control); Grupo B: el destete comenzd a partir de 20 dph y se completé con 30 dph (igual que el corjtrol pero
usando la mitad de Artemiauplii de Artemia); Grupo C: el destete comenzo apartir del 15 y se completd ¢l 25 dph;
GrupoD: el destete comenzé a partir de 12 dph y se completé con 23 dph, con tres repeticiones cada umfo.

En el experimento realizado en 2014, se recolectaron aleatoriamente 10 larvas cada semana para medir
el crecimiento (SL y DW). Los peces fueron anestesiado MS222. Para el peso seco, las larvap se
colocaron en cubreobjetos de vidrio, se secaron en un horno a 60°C durante la noche y se pedaron en ur
micro balance (Mettler, MX5, Espafia). Para examinar el desarrollo del sistema digestivo, se ftomaron
muestas de 10 larvas de cada uno de los tres tanques replicados en 10 dph (grupos A, B, C, ), 15 dph
(grupo D), 18 dph (grupo C), 23 dph (Grupos A, B, C, D) y 35 dph (grupos A, B, C, D). Las lajvas se
recolectaron al azar cuando se inicio el destete y se @danblimentacion de dietas vivas a inertds a

12 dph (grupo D), 15 dph (grupo C), 20.dph (grupos A, B) y-35 dph, para analizar el desarrollg. de las
enzimas digestivas, y actividades enzimaticas antioxidantes.

Resultados- Los resultados en términos de demiento de crecimiento de las larvas se muestran n la

Fig. 22, mientras que los valores de supervivencia se muestran en la Fig. 23. El grupo C, dest¢tado a 15
dph y alimentado con la mitad de Artemiauplii de Artemia mostro resultados finales simil@esoen

gue el grupo control (A) (P> 0.05), pero exhibié una longitud mas larga que en todos los otro$ grupos
(P <0.05). Aunque en este grupo la incidencia de canibalismo y, posteriormente, el crecimiefto en la
longitud de algunos individuos, fue mayor queeéresto de los grupos, con la excepcion del grullo D

gue mostro la tasa de mortalidad mas alta (P <0.05). Por otro lado, el grupo B mostré un crgcimiento
significativamente menor en peso y longitud y la tasa de supervivencia mas alta con menor irjcidencia
de canibalismo (ver fotografias en la Fig. 24) (P <0.05) y una distribucién similar de tamafio gntre las
larvas

q
ocowm»
OO ®m>

 Dry weght (mg)
5 s 5

Length (mm)
Dry weight (mg)

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Age (dph) Age (dph)

Figura 22. Rendimiento de crecimiento de larvas de corvina (media + desviacidn estandar), longitud (izquierda)
y peso sec@derecha). La figura insertada a la derecha muestra el crecimiento larvario durante el primed periodo
larvario (£15 dph). Diferentes letras mindsculas muestran diferencias significativas (ANOVA, P <0.05)
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La tasa de supervivencia fue muy baja en todogrlgsos (1.2 a 2.8%, Fig. 3), y al final del experimgnto

se detectaron grandes diferencias en el crecimiento de larvas en cada tanque como se muest

en la Fig

24, debido a la alta incidencia de canibalismo. Las diferencias en el peso seco entre lagfspeq

medianas y grandes también se muestran en la Tabla 13, con larvas que pesan de 1.28 a 3
peso seco dependiendo del grupo

%
1,7£0,F
2,8+0,6
1,2+ 0,3
1,8+0,3

4.0
35 <

I

25 1
A : ¢ . ANOVA P=0,005

2,0
Treatment

15 |
10 |
05 -
00—

0w >»|d

Larvae survival (%)

Figura 23. Supervivencia de larvas de corvina de cada tratamiento.

Figura 24. Diferencia en etanibalismo y una distribucion similar de tamafio entre las larvas.

Tabla 13.Diferencias en peso seco (mg, media + desviacion estandar) entre larvas pequefias,
y grandes en los cuatro grupos de alimentacion (grupos A, B, C y D).

T Small Medium Large

A 4,52+0,97 16,06+9,58 38,28+8,41
B 1,28+0,16 800+7,69 18,67+9,75
C 3,73+£1,55 12,27+3,79 23,17+5,11
D 3,01£1,29 8914389 26,41+£2,77

.28 mg de

medianas

Losresultados del ensayo realizado en 2015 fueron diferentes. El crecimiento en peso y longitud de las

larvas se muestra en la Fig. 25. El crecimiento fue significativamente mayor para las larvas de

grupo A

(control) en comparacién con las larvas destettgtapranamente. Las tasas de supervivencia fueron

alrededor del %% al final del estudio (Fig. 26); estos datos estuvieron dentro del rango de
observados en criaderos de peces comerciales. El uso de baja intensidad de luz (reducida de
200 lux) y el mayor nimero de dosis de alimentacion suministradas tuvo un claro efecto ¢
reduccion del canibalismo que, al mismo tiempo, permitié una mayor tasa de supervivencia.
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Figura 25. Crecimiento en longitud (izquierda) y peso seco (deredddgrvas de corvina. Las letras minUscy
diferentes indican diferencias significativas (prueba t de Student, P <0,001):
Z -

as

a

w

;54 If Survival Rate (%)

i A 4,86+ 0,68

£ B 3,93 £ 0,47

_-.]7 Studentds t te
-

Treatinents

Figura 26. Supervivencia de larvasbtenida en el ensayo.realizado en 2015 y prueba t de Student que fnuestra

diferencias significativas indicadas por letras mintdsculas entre los dos grupos (Grupos Ay B) (prueba de Student
P =0.032).

Actividades enzimaticas digestivaResultados de la actividad enzimatica expresada como actjvidad
especifica (U mg proteirB de las larvas del ensayo 1, al inicio del destete (12 dph grupo D, 15 dph
grupo Cy 20 dph grupos Ay B) y al final del ensayo (24 dph), asi como al final dgd @n&¥ dph
se muestran en las Figuras 8 y 9. Los resultados muestran claramente que todas las larvas myiestran un:
actividad enzimatica similar cuando se alimentan Presas vivas (Fig. 27) y solo se pudieron gncontrar
diferencias en la produccion de fosfsa alcalina, siendo mas altas en las larvas mas jovenes (grupos C

y D). Al final de la fase de destete (Fig. 28), las enzimas pancreéticas tendian a ser mas alfas en las
larvas destetadas tempranas, especialmente en las larvas del ensayo 2 y en tid pnvas C, e
ensayo de larvas, con una actividad lipasa significativamente mayor en comparacién con grupgo control
(A) (p <0.05). La alfeamilasa no mostro diferencias entre las larvas destetadas tempranamentg y las de
control, y la tripsina también miwé una mayor actividad en las larvas destetadas tempranas (P ¥0.05).
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Figura 27. Resultados de la actividad de la enzima digestiva medida en las larvas a partir de 2014 al

final del

periodo de alimentacion de presas viviaas diferentes 'letras mindsculas indican diferencias significativas

e

(ANOVA, P <0.05)
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Figura 28. Resultados dealactividad de la enzima digestiva medida en las larvas del ensayo de 2015 al
los experimentos. Las letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, datos d
prueba de la t de Student, datos de 2015, p <0,05).

CONCLUSIONES Y DISCUSION

El destete, la transferencia de alimentos vivos a una dieta artéeiekitosa en la mayoria de los pe
marinos con un tracto digestivo completamente desarrollado (Person Le Ruyet et al., 1993). En
actual, el destete se realizé con una dieta de destete comercial (Gemma Micro, Skretting) utiliz

inal de
2014y

ces
b| estudio
ando una

transfeencia gradual de la presa viva a la dieta artificial durante un periodo minimo de cin¢o dias,

aunque en algunas otras especies marinas como la lubina hay una Reposicion brusca (Person
1990). Duran et al (2009) que utilizaron un protocolo deetlesimilar al utilizado en la Prueba 2 (20

1 Le Ruyet
15)
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obtuvieron resultados similares en crecimiento y supervivencia. Por lo tanto, el destete tempraho puede
llevarse a cabo con larvas de corvina si existen varias medidas para reducir el canibalismo.

El canibalsmo se controld en la Prueba 2 mediante el aumento de las frecuencias de alimenjacion, la
eliminacion de los individuos dominantes, la clasificacién regular y el mantenimiento de las Igrvas en

la oscuridad cuando los alimentos no estaban disponiblesseabea. El uso de poca intensidad dg luz

antes de alimentarse por la mafiana aumento la supervivencia de las larvas en el ensayo rdalizado en
2015 al reducir el canibalismo.

El éxito del destete de cualquier larva de peces de peces vivos en una dietadpdapende en pafte
de la composicién de la dieta y la capacidad de las larvas para seleccionar y digerir una dieta nerte. En
este sentido, el desarrollo adecuado de protocolos de alimentacién y formulaciones de [dieta en
condiciones de cultivo de larvae peces requiere un profundo conocimiento y comprension de los
procesos de digestién que se producen durante la ontogenia temprana-para sincronizar diferg¢ntes tipos
de alimentos (presas vivas y microdiets) con la produccion de diferentes Enzimas digBstivia
tanto, la evaluacion de la presencia y el nivel de actividad de las enzimas digestivas se puede utilizar
como un indicador comparativo de la tasa de desarrollo de larvas de peces, la aceptaci¢n de los

de alimentos en vivo a microdiets. El proceso de secrecion pancreatica madura dysanteras tre
0 cuatro semanas después de la eclosion en larvas de peces marinos templados. Este
maduraciéon puede interrumpirse cuando las larvas se alimentan con dietas que no satisfacen sus
necesidades especificas. Las enzimas proteolitidg@dcreas.exocrino se consideran particularnjente
significativas en las primeras etapas de la vida de los peces precoces y altriciales debido a I ausencia
de un estémago funcional con pepsina. La lipasa desempefia un papel activo en la digestiés,de lipido
especialmente en la descomposicién deltriacilglicerol en diacilglicerol y luego en monoacilglicgrol. En
muchas especies de peces, incluida la'corvina, la lipasa es activa durante la reabsorcion del globulo de
aceite y la transicion completa a la alirrsandn exégena es relevante para la digestion de altos njveles

de triacilgliceroles presentes en‘la presa de vida enriqguecida como Artemia. Por el contrario, la
capacidad de digerir proteinas€n el estbmago (actividad de la pepsina) fue significatimanentn
las larvas destetadas tempranamente, lo que coincidié con la tasa de crecimiento significatjvamente
menor alcanzada por este grupo. Teniendo en cuenta que la actividad de la pepsina se detedta despué:
de la formacion de un estdmago funcional gqundaecorvina generalmente ocurre entre 15 y 20|dph
(Papadakis et al., 2013; Suzer et al., 2013), varios autores han sugerido que esta edad es la jnejor Pare
el destete de larvas de corvina. Esto se respalda en el presente estudio que indid¢@ giph {ades
de destete utilizadas en los experimentos) podrian ser prematuras para el destete de larva$. La débil
capacidad de las larvas destetadas tempranamente para la desnaturalizacion y la escision progeolitica de
las proteinas de los alimentos artificigbeslria ser la razén del pobre crecimiento larvario alcanzgdo al
destete temprano.

Enconclusion, en base a estos resultados, las larvas de corvina pueden ser destetadas de la glimentacio
en vivo a una dieta artificial tan pronto como a 10 dph, pero sendeonsiderar otros aspecfos
importantes para el éxito de la produccién, incluido el rendimiento de las larvas y la superviverjcia.
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4. Engorde

Metodologia para evitar la variabilidad de tamafio en juveniles de colyvina.

(Dirigido porIRTA, Alicia Estévezy Neil Duncan)
La variabilidad en el tamafio en el fmeecimiento juvenil hace que la clasificacion regular sea esé

ncial

para evitar el canibalismo y las calificaciones de peces mas pequefios pueden estar relacionaflas con ur

bajo rendimiento cuando se tramsén a las jaulas marinas. Se llevaron a cabo experimentg
juveniles de corvina de una mezcla de 4 a 6 familias conocidas (de grupos de reproduccion es
para simular la situacion de los criaderos comerciales y para estudiar las difererleigdasa d
crecimiento. Los peces juveniles se almacenaron en tanques por triplicado en la'misma densi
y se alimentaron con la misma dieta comercial (IRTA). Al final del experimento, los pe
caracterizaron genéticamente por parentesa gmtablecer si las diferencias enla tasa de creci
eran una consecuencia del origen genético. Los peces con tasas de crecimiento bajas se utili
estudios de crecimiento compensatorio para determinar el potencial de crecimiento de s
pequefios y estimar el costo econdmico del uso de estos peces para la produccion, en comp
descartar y usar solo juveniles mas grandes.

MATERIAL Y METODOS

Se llevaron a cabo dos experimentos, uno en 2014 que mantuvo a las familias separadas dur
de larvas y otro en 2015 que mantuvo a las familias unidas durante la cria de larvas. En
obtuvieron seis desoves diferentes a partir de la inglatcirmonal de peces pareados, que se utili
para la cria de larvas. Dos familias (¥& C2 desovando el 24 de abril) nacieron el 28 de abiril
otras cuatro (V& (2), C1, V6 y V&, desovando el 1 de mayo) nacieron el 5 de mayo (Tabla 14
puestagueron de familias de ha#fib (familias 13) ytresdereproductoreso relacionados (familias 4
6). Dos hembras cultivadas ssaroncomo reproductoras y todos los demas eran de origen silves

s con
ecificos),

ad inicial
es se
iento

aron para
uveni
racion con

nte la cria
2014 se
aron

las

. Tres

ma

tre.

Tabla 14.Padres que contribuyeron a‘cada fanalfamilia de medio sib y fecha de desove. El nimero femgnino

y masculino se refiere a la identificacién Unica de los criadores y el nombre de origen del criador es salva

Related halr Fecha de Puesta
Familia sib family (Tanque) Hembra Macho
1 2y 3 24/04/2014 (V&l) 5-salvaje 19 salvaje
2 1 01/05/2014 (V8&l) | 5-salvaje | 20 salvaje
3 1 01/05/2014 (V&) 1- salvaje | 19 salvaje
4 - 24/04/2014 (C2) | 16-cultivado | 21- salvaje
5 - 01/05/2014 (C1) | 2-salvaje | 22- salvaje
6 - 01/05/2014 (V6) | 13-cultivado | 17- salvaje

En 2015, el disefio experimental se cambi6 de acuerdo con las sugerencias de los demas pa

e o culto.

rticipantes

enéesta tarea. En este ensayo, se utilizaron cuatro desoves diferentes obtenidos de la inducciéfh hormonal

de peces pareados (Tali) para la cria de larvas. Todos los desoves se obtuvieron el mismo
de mayo de 2015) y después de la incubacion, las larvas recién nacidas (15 de mayo de
mezclaron y distribuyeron en cuatro tanques de 1500 .

dia (13
2015) se

Tabla 15. Padres que contriferon a cada familia y fecha de desove en 2015. El nimero de hembras y mdchos se

refiere a la identificacién Unica de los criadores y el nombre de origen del criador

Fecha de Puesta Larva
Familia (Tanque) Hembra Macho eclosionada (N)
1 13/05/2015 (V7) 5-salvaje | 19- salvaje 122617
2 13/05/2015 (V6) 6- salvaje | 23-criad. 141983
3 13/05/2015 (V&1) 1- salvaje | 20- salvaje 66500
4 13/05/2015 (V&) 8- salvaje | 22- salvaje 8050
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Las larvas se criaron en condiciones intensivas siguiendo el protocolo estdndar de la cultur

corvina

(Vallés y Estévez, 2015). Se utilizaron cincuenta larvas por litro como densidad inicial, un fotoperiodo

de 16L: 8D, intensidad de 500 lux (Vallés y Est#&\2013), en la superficie del agua, y se alimen

ron

con rotiferos enriquecidos de 2 a 14 dias después de la eclosion (dph), artemia enriquecida Metanauplii
de 8 a 30 dph y destet6 una dieta comercial (Gemma Micro, Skretting, Noruega) de 20 dph tnjadelan

Para el enriquecimiento, el producto comercial Red Pepper se utilizé siguiendo el procedi

ento de

enriquecimiento proporcionado por Bernaqua (Bélgica). Cada semana, se tomaron muest&s|de 20
larvas y se anestesiaron con MS222 para estimar el @etinen peso y longitud. La longitud estandar

se determind mediante observacion en un estereomicroscopio Nikon SMZ800 (Nikon, Japén) ¢quipado
con una camara digital Olympus DP25 (Olympus, Alemania) y un analizador de imagenes (and|isis, SIS

GmbH, Alemaniq Las mismas larvas se utilizaron para estimar el peso himedo y seco, coloc
larvas en un cubreobjetos previamente pesado y después de secarlas a 60°C durante 24 h e
con un microbalance Mettler Toledo MX5 (Mettler Toledo, Espafia).

Los juveniles fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial para lubina europea (M

r
Skretting, Noruega) en 2014 y utilizando una tasa de alimentacion fija en 2015 (7,5% de pesolcorporal

para peces entre 8D gramos, 5% para peces de-80 grama). El‘crecimiento de juveniles tambi
se registro cada-2 semanas durante el crecimiento y la tasa.de crecimiento especifica calculag

ndo las
N un hornc

Perla,

n
a segun

la formula: SGR = (InWf InWi x100) / t, donde W§ Wi son 1os pesos finales e iniciales yt el tiemipo

(dias).

Problemas observados durante la crianza, el destete y el crecimient&n 2014, el crecimient
larvario fue muy diferente entre las seis familias, por lo que-las larvas de la primera semana

|}

recieron

mas rapido y mas grandes que las de la segunda seémamgaupos C1 y V6 crecieron muy lentameite,

las larvas siempre fueron muy pequefas.y el destete se volvié muy dificil porque las lar
demasiado pequefias para comer el microdiet. Durante la fase de destete se detect6 una altg

as eran
incidencie

de canibalimo que causo tasas de mortalidad muy altas y se detect6é una dispersion de tam

flos muy

alta. Como consecuencia, el 19 de junio, cuando se llevé a cabo la primera clasificacion, la supdrvivencia
fue muy baja y se detectd una clara dispersién de pesos, cem@e 8 gy 0,4 g juntos en el misjno
tanque. En 2015 intentamos evitar el canibalismo-reduciendo la intensidad de la luz de los|tanques,
aumentando el nimero de dosis de alimentacion (ya sea Artemia y dietas de destete durantejel destete,

pero también aunmtando_el nimero de dosis de microdiet después del destete) y separando |
pequefias destetadas flotantes de Los grandes se distribuyen generalmente en la parte inf
columna de agua.

RESULTADOS

Prueba 1 (2014). Los resultados enrecimiento (peso seco) de las larvas se muestran en la Fig.
crecimiento en peso seco fue variable entre las familias obtenidas en la primera (desove del 2
y la segunda semana (desove del 1 de mayo).

30000

Larval growth second group

Larval growth first group 25000 4

V81(2)
c1

V6
V82

—— C2 20000 -

— - — V81l

15000

10000 -
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5000

T T
20 30

Age (dph)

T T T
20 30 10

Age (dph)

40 40

Figura 29. Crecimiento (DW, g) de los seis grupos de larvas durante el primer mes

s larvas
erior de la

29. El
| de abril)
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El 19 de junio, todos los peces se clasificaron segun el peso, separados en grandes (8 g parf los pece:

del primer desove el 24 de abyiB g para los peces del segundo desove el 5 de mayo) y juven

les de

tamano pequefio (0,6 g del primer desove). y 0,4 g del seguadtaver Tabla 16). Los resultados del
namero de peces clasificados se muestran en la Tablad8yrilucion de los tamafios de los difererjtes
tanques en la Fig. 2. Después de la clasificacion, los peces se transfirieron al vivero. Los peg¢es de las

diferentes fechas de desove (12 fecha 24 de abril y 22 fecha 1° de mayo) se mantuvieron sep
dar un total de cuatro grupos en el vivero: peces grandes y pequefios de los primeros 1 deso
abril y peces grandes y pequefios de la zona de cria. 2° desove el 1 de mayo.

Tabla 16.J6venes grandes y pequefios transferidos a la guarderia el bbde ju

Tamue V8-1 C2 V8-1(2) C1 V6 V8-2
Grande 5 8 5 14
Mediano 219 141 176 36 89
Total 224 181 181 14 36 89
% Sipervivencia 0.64 0.43 0.52 0.04« 0.10 " .0.25

El nimero y peso de los peces transferidos al vivero (tanques de 1500 |) se mueStablanilla. Los
peces se almacenaron en tanques de 1500 | con> 400% de flujo a través del suministrg

rados pare
e el 24 de

de agua

diariamente. La temperatura del agua y el fotoperiodo era natural. Los peces fueron alimentados con

una dieta de corvina comercial hasta la saciddath con alimentacién manual como con alimentad

automaticos.
Tabla 17.Distribucién de peces en vivero el 19 de junio.

1stspawn 15t spawn 2" spawn 2" spawn
April 19 April 19" May 5" May 3"
Big Small Big Small
No° 13 360 19 212
Avg Weight (g) 8.83 0.64 2.82 0.35
SD 2.24 0.30 0.8 0.16
Biomass () 114.73 230.4 53.66 73.78

ores

Una nueva clasificacion de todos los peces (grandes y pequefios, ver Tabla 18) se llevo a ca

0 el 24 de

julio para separar a los peces dar@afos: peces grandes, medianos y pequefos (Tabla 18). En I& nueva

clasificacioén, las calificaciones pequefias del 19 de junio se separaron en calificaciones
pequefias para cada fecha de desove para dar un total de 6 grupos: medianas graneféss
cada fecha de desove: 12 generacion el 24 de abril y 22 generacion el 1 de mayo (Tabla 18, fig

Tabla 18.Resultados de la segunda calificacion el 24 de julio.

Week 1 Week 2
Big Medium Small | Big Medium  Small
N° 12 46 168 19 49 122
Av Weight 11454 14.14 9.22 |59.59 16.60 11.01
SD 8.71 3.73 148 |584 358 3.80
Min 50.60 11.00 5.20 |23.26 12.97 5.65
Max 78.50 30.3 11.80 | 41.23 23.70 22.70
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El 21 de agosto, todos los peces se pesaron, se midieron (longitiet)gsafiaron y se tomaron cli

los peces mostraron un buen crecimiento, el grupo mas grande desde el primer desove (el 2
crecio de 8.8 £ 2.2 ga 101.8 + 22.3 g y el pez mas grande del segundo(&t4ode mayo) crecid
2.8+0.8gab6.7 +13.6 g (Fig. 3). Los grados pequefios y medianos de peces crecieron de
a 21.8 £ 5.0 g (grado pequeiio) y de 35.2 + 4.3 g (grado medio) para el primer desove y de O.
26.0 + 4.1 g (grado pegfio ) y hasta 50.7 £ 12.7 g (grado medio) para el segundo desove. Lo
grandes exhibieron una SGR de 5.6 y 6.9%lddara el primer periodo (junio a julio)y 1.8y 2.1%
1 para el segundo periodo (julio a agosto). Los grados medio y pequefierexhibi SGR de 8.0
10.1% dial para el primer periodo (junio a julio) y un rango de 3.1 a 4.0% piéaia el segundo perio
(julio a agosto). La proporcion o el porcentaje de la poblacion que alcanzé un mayor peso fue
gue indica que algunos peccrecen mas rapido que la mayoria de lapoblacion. Los grados d
grandes representaron 3y 8% de la poblacién, los grados medios de 21y 26% y los grados pe
76 y 65%de la poblacién (Fig. 30).

1o —=—Spawn 24/04/2014 Large 3%
—s—Spawn 24/04/2014 Medium 21%
~=—Spawn 24/04/2014 Small 76%
—=—S5pawn 01/05/2014 Large 8%
—=—Spawn 01/05/2014 Medium 26%
—=—Spawn 01/05/2014 Small

120

100

oo
=1

65%

Weight (g)
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Figura 30. Crecimiento, peso himegoomedio (g) con 1 desviacion estandar de los juveniles de diferentes
de desove y clasificada por peso. Inicialmente, la poblacion se dividia en peces grandes y medianos, ¥
peces medianos'se dividian en medianos y pequefos. Los porcentajésyenda se refieren al porcentaje d
poblaciéon en.cada grado.
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Los peces se almacenaron en tanques de 1500 | con> 400% de flujo a través del suministr
diariamente. La temperatura del agua y el fotoperiodo era natural. Los peces lioentados co

b de agua

una dieta de lubina comercial (Perla Skretting, Noruega) a saciedad, tanto con alimentaciéry manual
como con comederos automaticos. Una muestra aleatoria de 50 peces de cada grupo se peso y midi6

(longitud) los dias 18 de septiembre, 8 deibiet, 29 de octubre y 19 de noviembre. El rendimien
crecimiento de estos tres grupos fue similar y la SGR en el primer periodo (De agosto a septie
del 2% en el dia 1 en todos los grupos, del 1,6 al 1,8% en el dia en todos los gruposerde
periodo (de septiembre a octubre), del 1,4 al 1,7% en el dia de todos los grupos en el Tercé
(octubre) y 0.80.9% dial en todos los grupos en el cuarto periodo (octubre a noviembre). Los
grandes han crecido de 27.2 £ 1.5g a 113.9 @21os peces medianos han crecido de 22.7 + 12
94.2 + 19.8g y los peces pequeiios han crecido de 17.9 £ 1.8g a 71.6 + 21.3g (Fig. 31) . En
fechas de la muestra, ha habido diferencias significativas (P <0.05) entre los grados y los pelee
grupo han crecido significativamente (P <0.05). Los grados de diferente tamafio parecen

de

bre) fue
seg
r periodo
peces
.20 a
todas las
senc
tener un
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potencial de crecimiento muy similar, pero los grados grande y medio siempre presentaron
crecimiento ligeramente mas alto que el de grado pegisfesendero terminé en noviembre de 2

160
=——Large 25-30g

140 =——Medinm 20-25g
———Small 15-20g

Weight (g)

+ =T T T + = = = = =+ = =T =T = =T =T =T =
- = = = - = = = = = = = = = = = = =
o o o o S o o 2 2 o 92 2 o 9 2 o o 9
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Figura 31.Crecimiento, peso himedo promedio (g) con 1 desviacién estandar de los juveniles clasificad
grados grande (inicialmente-3® g), medio (inicialmente 285 g).y pequefio (inicialmente -8 g. Estos pece

| mismo
14.

s entres

representaron el 70% de la poblacién de cmoesta en dos fechas diferentes. Las letras mayusculas reprepentan
diferencias significativas (P <0.05) entre las fechas de la muestra para la misma calificacién de tamafio.|Las letras

minudsculas representan diferencias significativas (P <0.05) entre las calificaciones de tamafio en la mi
de muestra.

Los resultados obtenidos en 2014 también se resumen en la Tabla 19 y la Fig. 32, incluidas
declasificacion, la edad del pez (dias después de la eclosion), el peso y la tasa de crecimientd

Tabla 19.Resumen de los resultados obtenidos en el crecimiento en peso de juveniles 2014
2014

53 dph 88 dph 116 dph 144 dph 164 dph 185 dph 205 dph 227 dph
19/06/2014 24/07/2014 SGR 21/08/2014 SGR 18/09/2014 SGR 08/10/2014 SGR 29/10/2014 SGR 19/11/2014 SGR 11/12/2014  SGR
s 043 037 942 182227 1785 1786280 31488 6052335 4555 857365 6101 1514404 7156 2131407 79,47 24,40 4,18
M 1547 391 226821288302 41,214 4488361 585¢ 855 3,88 7813 1481428 9416 1979433 101332348441
L 526 336 4323 167372 27,184 1544317 47,768 5311375 6526 9,06 3,99 9439 1346447 11393 2100451 125552649 4,62

Juvenile ongrowing 2014

160

140 A

120 A

100 A
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Weigth (g)
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20 1

Sampling date
1/6/14 1/7/14 1/8/14 19/14  110/14 Y1114  1/12/14 1115

50 100 150 200 250 Age (days)

ma fecha

as fechas
(SGR).

Figura 32. Crecimiento en peso de los juveniles obtenidos en 2014 después de la calificacion en pegpefa (S),

mediana (M) y grande (L)
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Prueba 2 (2015)Todas las larvas obtenidas de Igassta se criaron mezcladas en 4 tanques. El
julio, se pesaron 150 pexidividualmente para verificar la distribucion del tamafio antes de sep
en individuos pequefios, medianos y grandes. El 17 de julio, todos los peces se contaron y cl
en peces grandes, medianos y pequefios y se distribuyeron en dos mA&uliesaRuerdo con la Tak
20.

Tabla 20.Distribucién de peces en tanques en crecimiento el 17 de julio de 2015.
14/07/2015

Mod 5 Mod 3
Tank 2
Average WW (g)

0,43

Tank 2
Average WW (g)
0,43

Tank 3
Average WW (g)
1,20

Tank 1
Average VWW (g)
0,44

Tank 1
Average WW (g)
0,26

N
650

N
551

N
361

N
660

N
802

291,90
21,89

27857
20,89

Biomass (g)
7 5% feeding rate (g)

145,00
10,88

34372
2578

433,94
2,55

Los peces se mantuvieron en estos tanques (se realizé un movimiento adicional en agosto pa
redistribuir peces de tamafio M y reducir lanhésa en el tanque 2 Mod 5 y los tanques 1y 2 Moo
durante 2 meses y se alimentaron con comederos automaticos a la velocidad de alimentacion
desde el 17 de julio hasta el 3 de septiembre, cuandodos peces se clasificaron nuevamente e
peces grandes y medianos (L-28 g), medianos (M, ¥94 g) y pequefios (S, 415 g) tomados para
los padres asignacion. Los peces se clasificaron en L, M y S,y se distribuyeron en tanques p
triplicado, cada uno con 100 peces que también fueron alimem@dcsmederos automaticos a u
tasa de alimentacion del 7,5% para peces entre 12 y 30 gramos y un 5% para peces que peseé
de 30 g . Cada-2 semanas hasta el 5 de noviembre de 2015, 10s peces se pesaron para const
curva de crecimiento y callar la tasa de crecimiento estandar como en 2014. Los resultados sé
resumen en la Tabla 21 y la Fig. 33:
Tabla 21.Resumen de los resultados obtenidos en el crecimiento en peso de los juveniles 2015
110 dph 1 122d[:1:13
SGR 01/092015 SGR 03/09/2015
1.20 161 17.841 5646 2.82 1396

1.83 197 22171 5776 3,03 21,50
569 2.51 37950 14961 354 2918

49 dph
02/07/2015

0263 0,030

0434 0093

1202 0494

83 dph
05/08/2015
4,806
7.030
12359

134 dph
SGR 25/09/2015
139 120 19.07
147 152 3043
1,56 1,56 39,76

155 dph
SGR 16/10/2015
279 283 2613
3,53 328 3861
540 353 5512

190 dph
SGR 05/11/2015
4.04 312 2989
6.13 349 45,83
240 383 66.62

SGR
531 330
879 372
11,88 408

S
M
L

Juvenile ongrowing 2015

100

80

60 -

40

Weight (g)

20 A

N= 100 x 9 tanks

1/9/15

1/10/15 11115 ~ Sampling date

w0 1.0 1m0 Age (dph)
Figura 33. Crecimiento en peso de los juveniles obtenidos en 2014 después de la calificacién en peq

mediana (M) y grande JL

? de
rarlos
sificaron
la

a
3)

,I,de 7.5%

clips de

r
a

ban mas
uir la

pefia (S),
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Con los resultados obtenidos, hemos calculado las curvas de crecimiento para 2014 y 2015
peces S, My L y hemos calculado las diferencias en el crecimiento para los diferentes grupos
Los resultados se presentan en la Tabla 22 y monedaemmente que los peces S siempre crecer
lentamente que los peces M y L y no hay un crecimiento compensatorio cuando los peces se
en diferentes tamafios. Por lo tanto, si los peces S se mantienen en la piscifactoria, tendran ur
alrededor de 6 meses para alcanzar el mismo tamafio de L peces. Aunque el crecimiento de
fue diferente entre los dos afios (2014 y 2015), las diferencias en el crecimiento de los peces ¢
fueron casi iguales.

Tabla 22.Crecimiento tedrico de los peces S, My L en 2014 y 2015
Growth of fish in 2014

S M L
100d 7.82 10.84 15.67
200d 66.67 85.94 104.18
360d 16083  206.10 261.79
540d 266.76 34128  439.11
Growth of fish in 2015

S M L
100d 12.27 19.26 2424
200d 33.17 5033 73.33
360d 66.61 100,04  151.87
540d 10423 15597 24024

Hemos observado que eorvina no hay crecimiento compensatorio cuando los peces se clasifi
tamafos durante el crecimientos Los peces de crecimiento lento (S) siempre muestran un
crecimiento mas baja que los peces de crecimientormedio o rapido (L) que tienen como cons
un retraso de alrededor de 6 meses para obtener el tamafio comercial con claras cons
economicas para los productores (Tabla 23). Los precios utilizadastisvieron de un productor
piensos (Skretting) y del mercado central de Madrid, Espafia.

Tabla 23.Coste de produccién del pescado de cultivoL y S
COSEDE PRODUCCION DEL PESCADO QUE CRECEEN L Y S (100(

L- fish S fish
Wdz@SyYy At S& 6ndcekdzyA 600 600
Alimentol0on 3 OHPnekY3AL 90 136,8
30Hpn I O6HPANnekYIO 1526 25577
250500 g 1943,1 3243,6
Total 4159,1 6538,1
Precio deMercadod pZ 0 € K Y3 0 4650 4650

40

para los
de peces.
mas
clasifican
retraso de
los peces
b contra L

an en

tasa de
acuencia
ecuencias
e
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CONCLUSIONES

1.- Existe variabilidad de tamafio y diferente tasa de crecimiento en juveniles de corvina y paréce tener

un origen genético (la asignacién de los padres todavia esta en progreso)

2.- No haycrecimiento compensatorio de los juveniles de pequefio tamafio cuando se calific
transfieren a tanques nuevos y se les ofrece suficiente comida.

3.- Después de la clasificacion, los peces grandes siempre muestran una mayarresmigato que
se mantiene a lo largo del periodo de crecimiento. Por el contrario, los peces de crecimie
siempre muestran una tasa de crecimiento mas baja que se mantiene durante todo el g
crecimiento, causando un retraso de aprox. £emen logro de tamafio comercial.

4.- Nuestra recomendacién para los productores de criaderos es eliminar y eliminar los |

an y se

1to lento
eriodo de

eces de

crecimiento lento de la cadena de produccién antes de transferirlos a las instalaciones de cultivo.
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El efecto de la profundidad de la jaula y la intensidad de la luz so

crecimiento.
(Dirigido porHCMR, Nikos Papandroulakis)

Los objetivos de este trabajo fueron las adaptaciones en las metodologias existentes para crec
relacionadas con el entorno de crianza (condiciones de profundidad y luz). Se implement
ensayos para estudiar el efecto de la profundidad de la jaula y el efecto de la intensidad de la
jaulas.

Para la profundidad de la jaula, los ensagsealizaron en jaulas de 180 (6x6x5) y 290 (6x6x8) m

la granja piloto de HCMR utilizando peces pertenecientes a dos grupos de tamafiosed® (Z0%

(800 1.5 kg).

Para el primer ensayo, se crearon cuatro grupos, dos de ~ 5,150 para las [B80as8ey dos de
8,240 para las jaulas de 290 m3 con el fin de mantener densidades de‘poblacién similares pa
condiciones. El peso humedo al comienzo del ensayo fue de 200 + 20 g. Para el segundo, s€

re el

er en jaulas
ron dos
luz en las

3 en

ra las dos
crearon 4

grupos, dos de ~ 2,000 individuogpé#as jaulas de 180 m3 y dos con ~ 3,200 para los de 290 m3. El

peso inicial al inicio del ensayo fue de 867 + 18 g.
La duracion de cada ensayo fue de 8 meses. La alimentacién se realizé con alimentaciones a

tomaticas

y el rendimiento de crecimiento setie® con muestras mensuales. Cada dos meses se realigd una
evaluacion hematoldgica (hematocrito, hemoglobina), bioquimica (presion-osmatica, glucosh, acido
lactico, acidos grasos libres), inmunoldgica (lisozima, mieloperoxidasa sérica), hormonal (cprtisol)

Ademas, la distribucion vertical en jaulas se monitarizé utilizando un integrador de eco.

Para estudiar el efecto de la intensidad de la luz en la jaula; la crianza se realizé con y sin so
una granja de pymes (ARGO) aplicando procedimientommales estandar. La crianza fue p
periodos de crianza (cada uno con 2 jaulas).

Se utilizaron dos jaulas rectangulares de 10x10x8 m (V =800 m3) para cada ensayo. Uno d

reado en
r2

b ellos se

cubrié con una red de sombreado de€998 (Fig. 34), mientras que el seglo se cubrié solo con uha
red de proteccion de aves.

. Sombreado (a) y no sombreado (b).

Figura 34. Jaulas experimentales en ARGOSARONIKOS SA

El primer ensayo comenzo con grupos de 11,000 individuos cada uno con un peso individual
25 g. Para el segundo ensayo, los grupos de peces iniciales fueron 10.940 y 10.200 en cad
peso inicial fue de 270 y 240 g respectivamente. La duracion de cada prueba fue minima de
Los grupos se alimentaron manualmente, 3 veces alalialietas comerciales estandar. Se tom
muestras regularmente para estimar la tasa de crecimiento, mientras que se monitorizo la di
vertical en jaulas.

Efecto de la profundidad de la jaula. El rendimiento de crecimiento (Fig. 35) obserdadales fase
experimentales (200 gy 800 g de pescado) fue sin diferencias entre las condiciones probadas
la primera fase, la tasa de crecimiento fue de ~-2 guientras que para la segunda fase se increr
a3.5gdl.

de 135 +

b jaula. El

8 meses.
Aron
stribucion

\"2)

. Durante
nenté
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Growth Performance
(1st phase)

1000

Wet Weight (g)
a1
o
o

~—&— Shallow 1
—o— Shallow 2

0
0 50 100 150 200 250
Time (days)
2.500
©2.000
5, 1.500
<)
= 1.000
@
= 500 —e&— Shallow 1
0 —&— Shallow 2
0 50 100 150 200 250
Time (days)

Figura 35. Desempefio del crecimiento en términos de peso promedio, de corvina. Las barras verticales
la desviacién estandar (n = 10)

muestran

conversion d alimentos (FCR). Se obtuvieron diferencias significativas solo durante el primer

eriodo

Con respecto a otros indicadores de desempefio, la Tabla 24 muestra la mortalidad (%) y el{ndice de

con los grupos criados-en las jaulas profundas (D1 y D2) que muestran casi la mitad de |
mortalidad y también un FCR un 25% menor en comparacion con fossguoco profundos (S1y S

Tabla 24.Indicadores de rendimiento durante las dos fases experimentales.

23,5 24,2 12,1 13,9

‘Mortality (%) 108 9.7 7.9 8.1
1.67 1.70 150  1.47

Con respecto al estado fisiolégico, durante la 12 Fase, la glucosa y el lactato (Fig. 36) m

tasa de

).

ostraron

diferencias entre las dos profundidades, pero las interacciones estadisticas dificultan la interpretacién
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Figura 36. Nivelesplasmaticos de glucosa y lactato durante el periodo comprendido entre mayo de 2014

y marzo

de 2015. Las letras indican diferencias entre los diferentes muestreos (meses), mientras que asteriscds muestran

diferencias entre las diferentes jaulas, p <0,05.

Los niveles de cortisol en plasma (Fig. 37) presentaron solo fluctuaciones estacionales. Los ni
altos observados en marzo pueden reflejar estrés debido al hacinamiento 0 a una temperatura

CORTISOL

2.5+
Em SHALLOW

b

2.0 l_l [ DEEP
1.5 a
1.o-|i| i |i| a
0.5- -
o.ola..i..i..w.

9

)

Month / Group

cortisol (ng ml™)

Figura 37. Niveles de cortisol en plasnd@rante el periodo de mayo de 2014 a marzo de 2015. Los valores

eles mas
mas baja.

se dan

como media £ S.D. (n = 10 por grupoy mes‘de muestreo). Las letras indican diferencias entre los diferentes

muestreos (meses), mientras que asteriscos difieren entre las difereae$jad.05.

Durante la <22 fase, los niveles plasmaticos de cortisol y lactato (Fig. 38) presentaron

valores

estadisticamente significativos mas altos en los peces criados en la red SHALLOW que 4n la red

PROFUNDA al final del ensayo

LACTATE CORTISOL

@l SHALLOW
0O DEEP

W SHALLOW
b [ DEEP
|

cortisol (ng / ml)
o
o
o
o

Lactate (mg dL™')

2 QO 2 Q AR 2 QO 2 Q 2 O 2,9 2.9 2 Q 2,90 2O 2 QO 2.9
RN r LSS A OO S e AT GG AR QAR L0
F& F& Y L 88 ¢ FF FF FF OV L O ¢ FY

Month / Group Month / Group

Figura 38. Niveles de cortisol en lactato y plasma durante el periodo de marzo de 2015 a enero de 2
valores se dan como media + S.D. (n = 10 por grupo y mes de muestreo). Las letras indican diferencia
diferentes muestreos (meses), P <0.05.

A partir de los parametros inmunolégicos medidos, se dispone de una primera estimacion d

016. Los
5 entre los

| estado

inmunitario innato de la corvina. En comparacion con otras especies mediterraneas, la activiflad de la
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lisozima (Fig. 39) fue doble en corvina que en la lubina eurgjie@eces mas fuerte que en la dorhda
de Gilthead, pero 5 veces menor que en el tambor shi.

600 - b« 200-800g 600 - d 1-2kgfish
d
_ 500 - @deep @Osup 500 - bed o o g
£ ab ab Fab =
£ 400 A a a £ 400 - abc
5/ £ ab
z 300 - S 300 g g
= >
5 ] s
g 200 ag 200 -
1S
= | o
I € 100 -
2 N
> o
- 0 - — 12 0
— = 1
May 2014 July 2014 Sep 2014 Nov 2014 March May 2015July 2015 Sep 2015Nov 2015
Sampling Period 2015 Sampling Period

Figura 39. Actividad antibacteriana de lisozima en suero de peces pequefie80RQ) y grandes (2 kg)
mantenidos en jaulas a diferentes profundidadesypdaf o superficial). Los asteriscos * muestran diferer
significativas entre los diferentes tiempos de muestreo. El hashtag # muestra una diferencia significativa

cias
entre las

2 profundidades. Diferentes letras muestran diferencias significativas epireflaslidades en diferentes tiemgos

de muestreo (ANOVA de una via, P <0.05, prueba de StidnmanK e ul s 6t ) . n = 10.
La actividad de la mieloperoxidasa (Fig. 40) también fue muy fuerte en la corvina.
* 200-800g 1-2k
9] o 45 - g
— 4 a @deep ' @deep
(a] 4 -
O 351 Osup ) 35, b p * Osup
2 3 e = b ab ab .
= * > 3 a ab b
S 25 - = ab a ab
@ ’ 5 2,5 -
© 2 < a
(2] o 2 -
3 3
< 157 g 15
o =<
@ 14 5] 1 -
s @
S 05 S 05
o o
b= 0 - 3 0 -
May 2014 July 2014 Sep 2014 Nov 2014 = March May 2015 July 2015 Sep 2015 Nov 2015
. . 2015
Sampling Period Sampling Period

Figura40. Actividad demieloperoxidasa sérica de peces pequefios&§20Q) y grandes (2 kg) mantenidos e
jaulas a diferentes profundidades (profundas o poco profundas). Los asteriscos * muestran di
significativas entre los diferentes tiempos de muestreo. El hasimagstra una diferencia significativa entre
2 profundidades. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre las profundidades en diferent
de muestreo (ANOVA de una via, P <0.05, prueba de StidlenmanK e ul s 6t ) . n = 10.

La conparacion entre peces pequefios y grandes mostro que los peces pequefios tienen un ars

1
erencias

las

s tiempos

enal fuerte

contra las infecciones bacterianas (tanto Gram positivas como negativas). La profundidad d¢ la jaula

afecto significativamente a la lisozima y complementé lavideld antibacteriana (Fig. 41) de pe

es

pequefios de manera opuesta, lo que hace imposible dar una recomendacion sobre la profundiglad 6ptima

de la jaula. La profundidad de la jaula no esté significativamente involucrada en el estado de

salud de

los peces i@ndes. Las variaciones estacionales (temperatura del agua y fotoperiodo) tuvieron aTJn efecto

mas fuerte en los parametros inmunitarios de los peces probados que la profundidad de las j
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Figura 41. Actividad antibacteriana del complemersérico de peces pequenos (BIDg) y grandes (2kg)

significativas entre los diferentes tiempos de muestreo. El hashtag # muestra engidifegnificativa entre |

mantenidos en jaulas a diferentes profundidades (profundas o superficiales). Los asteriscos * muestran %ferencias

2 profundidades. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre las profundidades en diferent
de muestreo (ANOVA de una via, P <0.05, prueba de StienmanK e ul s 6t ) . n = 10.

ninguna alteracion significativa dentro ni entre los grupos experimentales. EI comportamiento

durante el dia fue evidente en todos los casos, con la-mayoria de Vaduirsliconcentrados en |
capas inferiores de la jaula y con los movimientos observados hacia la superficie cuando @
alimentacion.

Por lo tanto, la distribucion vertical de la corvina fue mayoritariamente en la mitad inferior de

Con respecto al monitorelel comportamiento, se analizaron todos los datos recopilados y no se {bserv()

s tiempos

sperado
S
currio la

a jaula

duranteun periodo de aproximadamente 12 horas, mientras que el resto del periodo la cdrvina se

distribuyé casi homogénea en todo el volumen disponible de la jaula (Fig. 42)

[sraliow1
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Figura 42. Distribucion vertical de corvina en las jauagerimentales por un periodo de 3 dias.

El Unico periodo en el que los peces parecian estar en estrés fue durante el periodo de alta t

 mperature

de finales de agosto a septiembre, cuando los individuos con peso corporal ~ 1,5 Kg eran lerjtos y con

poco agtito. Este no fue el caso de los grupos mas jévenes (peso de aprox. 500 g).

Este comportamiento es, en general, diferente de lo que se observo en el salmén o la lubinf europea

criada en jaulas. La corvina en general aparece como una especie con ataidabkercondicion

variables y con un patrén de comportamiento muy conservador. EI comportamiento nocturno observado
gue, por lo que sabemos, se observo por primera vez, puede representar un periodo potendial de cria

alternativo para la especie, es daairperiodo en el que la especie puede recibir una hipotesis de
y los resultados se presentan en la siguiente seccion.
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Efecto de la intensidad luminosa en la jaula.

El rendimiento de crecimiento no presentd diferencias entoeialiciones probadas (Fig. 43) Dura
el primer ensayo, la tasa de crecimiento fue de 1:2 gatra los peces en la jaula sombreada, mie
que fue de 1.3 para el segundo grupo. Durante el segundo ensayo, ambos grupos se des
significativamentanejor que el primer ensayo, pero nuevamente no se observaron diferencias
condiciones experimentales. Las tasas de crecimiento fueron 1-64/d %8 g dl para los peces &
la jaula sombreada y la jaula sin sombra, respectivamente.

Growth performance

1000 1st trial
C 800
S 600
‘©
2 400
()
= 200 :
—eo—light
0
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Time (days)
Growth performance
1.000 2nd trial
800
2 600
=
=)
(3]
= 400
200 —e— shadow
—o—light
0
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

Time (days)

nte

ntras
empefaror
pntre las

n

Figura 43.Desemperio del crecimiento de los grupos experimentales. Las barras verticales muestran la desviacion

estandar de la media:

Algunos indices adicionales para el rendimiento bioldgico de los grupos se presentan en la Tapla 25.

Tabla 25.Parametros de rendimiento de los grupos experimentales.

Trial 1 Trial 2

Shadow Light Shadow Light
FCRecon 3.0 2.9 2.0 1.8
Survival (%) 91.4 92.7 98.3 93.3
Final Body Weight (g) 825.84240.1 | 910.6+274.0 714.3£169.8 796.5+181.9
Variation Coef. (%) 29.1 30.1 23.8 22.8

La variacion de tamafio fue mayor en el primer ensayo, mientras que hubo una variabilidad caksi

similar entre las condiciones experimentales.
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rendimiento de los peces en jaulas profundas fue mejor, basado principalmente en los resultados de la
mortalidad y la Relacién de conversion de alimentos (FCR), mientras que para el otro los pafadmetros
probados, no se observaron diferencias edtedinente significativas entre las profundidades y sojo se
detectaron diferencias estacionales. Especificamente, tanto el FCR como la tasa de mortalidall tuvieron
mejores valores en jaulas con redes netas profundas. Para la 22 fase de la crianzara6 ddarybseia
entre las condiciones probadas. Lo mismo vale también para el experimento de sombreado.

Los resultados mostraron que en el primer experimento, y solo en la primera fase dezk
It

Desarrollo de metodologia de alimentacion.
(Liderado porHCMR, Nikos Papandroulakis)

Para el desarrollo de una metodologia de alimentagid@piada se implementaron los siguientes p
El primer paso fue probar en tanques si la corvina responde a diferentes estimulos de ali
(mecanicos, oOpticos, etc.) y también probar diferentes métodos de alimentacion. Para esto, sejutilizaron
grupos de dos tamarios individuales diferentesl@Dy 706900 g) a diferentes tamafios de tanque (500

y 5000 | respectivamente) para probar los estimulos de alimentacion Gptica y mecanica ddrante un
periodo de 4 meses (cada grupo). El monitoreo con gralesaitenvideo permitié la definicion de Ips
estimulos de alimentacién 6ptimos. Se probaron tres métodos con peces de dos edades difefentes (50
100 y 700900 g) a diferentes tamafios de tanques (500 y 5000 I) durante un‘periodo de 4 mepes (cada
grupo). Los médos probados fueron: (i) auto alimentador, (ii) alimentacion automatica tres vgces al
diay (iii) alimentacion manual. Se realiz6 monitoreo con grabaciones devideo y registros de la actividad
de autoalimentacion. El segundo paso fue probar. en-jaulazendde periodos de alimentacipbn
relacionados con la presencia de luz {tahe) y también diferentes métodos de distribuciop de
alimento. Para esto se implementé un experimento para probar el rendimiento de la corvina en jaulas
cuando se alimentaba exdsmente durante el dia o durantela noche. En un segundo experimgnto se
comparo la distribucion de alimento desde la superficie y desde el fondo. Las pruebas se rgalizaron
durante dos ensayos duplicados en la granja piloto de HCMR en jaulas (6x6x8 uillizdSen grup
de talla por un periodo de 8 meses para cada ensayo. El rendimiento del crecimiento se eptimé con
muestras mensuales, mientras que cada dos meses se realizd una evaluacion hematoldgica, pioquimica
inmunoldgica y hormonal. Ademas; la disticion vertical en jaulas se controlard mediantg un
integrador de eco. El tercer paso fue la comparacion de la alimentacién automatica y del tipo defjdemanda
en tanques para un ciclo de produccién. Comparacion en cada estacion del afio de (a) alimefptacion
demanda y (b) alimentacion con alimentadores automaticos programados para seguir las
alimentacion que‘se utilizan habitualmente en las granjas de jaulas de corvina (la alimentacion gn granjas
ahora se basa principalmente en la alimentaciéon#tica). Se compararan tres tanques de cagntrol
duplicados (alimentacién automatica) con tres tanques experimentales de alimentacion a derpanda. Se
instalaran camaras de video y sensores para registrar la actividad de los peces y los compojtamientos
relacbnados con la alimentacion y la agresion. Las condiciones experimentales seran el fotpperiodo
natural y la temperatura natural simulada controlada para que sea similar a las areas de cultivg en jaulas
marinas para la temporada especifica. Los parameteaseggvaluaron fueron el tiempo de alimentagion,

el alimento suministrado, el crecimiento, la variacién de tamafio en la poblacion, el FCR, el pptron de
actividad de los 'peces, el nivel de comportamiento agresivo y la condicion de la aleta. Todos egtos paso
proporcionaron informacion suficiente para proponer una Metodologia para la alimentacion de [corvina.

El efecto de diversos estimulos en el comportamiento alimentario.
(Liderado porHCMR, loannis Papadakis)

Tres experimentos consecutivos se llevaroal® en las instalaciones de HCMR, en Creta, Grecid. Los
dos primeros se realizaron en interiores con individuos que oscilaron entre 50 y 100 g en pesojcorporal,
mientras que el tercero se realiz6 en exteriores con individuos que oscilaron entre 690 y 900
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Para los peces pequefios, se utilizaron cuatro grupos experimentales relacionados con e

estimulo

utilizado. Para el primer grupo, llamado "Luz", el estimulo era una luz que se apagaba, provefiente de

lamparas LED impermeables que se colocaron emllenna de agua a 10 cm por debajo de la supe

ficie

del agua debajo del alimentador utilizado. Para el segundo grupo, llamado "Aire", el estimulojfue una

burbuja de aire liberada de un tubo de plastico de 5 mm que se coloc6 en la misma posicion

que antes

del alimentador. Para el tercer grupo, llamado "Aire y Luz", se utiliz6 una combinacion de los e
anteriores, "pero los estimulos de" Luz

"se realizaron durante la mafana y la tarde, mientrap que los

:}[imulos

estimulos de" Aire "durante el mediodia. El cuarigpo experimental fue el grupo control sin estimgilos

antes de la alimentacion. Para controlar el comportamiento del pez, se colocé una camara de
sobre cada tanque (Fig. 44).

Chmeri

Feoder i

SLight™ & “Air™.

“Light™ SAIrT : : Control
Stlightin the waler Zrair bubhles Thgh_:ld'u{mg Foeding
colurmm Frirm a1 tubeal I;‘T;.Jll_'lbluh dui wilhuwl
e bottarn UD0ILS durdis stimli
AT

Figura 44. Una representacion esquematica de los tanques exptaiesecon los diferentes tipos de estimulg

grabacién

Sobre la base de los resultados de los experimentos con peces pequefos, se crearon
experimentales de peces grandes {800 g). Para la primera, llamada "Luz", el estimulo era un

€S grupos
luz

gue se desmnecia, de una cinta impermeable de LED, colocada en la columna de agua a 14 cm por
debajo de la superficie del agua debajo del alimentador utilizado. La intensidad de luz maxinja de las

lamparas, tal como se‘'midié desde una distancia de 40 cm, osc@8®400 Ix. La intensidad de

luz natural al mediodia con sol tuvo un valor de 24,000 Ix a 34,000 Ix. Para el segundo grupo,
"Aire", el estimulo eran burbujas de aire liberadas de un tubo de plastico de 5 mm colocado en
posicion en laolumna de agua que el estimulo de luz. El tercer grupo experimental fue el grupo
sin estimulos antes de la alimentacion.

Del total de 60 dias experimentales, se seleccionaron 14 dias para el analisis, uno cada 4 dias
procedimientos sirfares a los presentados en los experimentos anteriores, de cada video de 581
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extrajeron y analizaron 70 imagenes y se determinaron las coordenadas de cada pez (la caljeza) en el
tanque. En particular, cada tanque se dividié en seis @radsadas iguales (Fig. 45).

Figura 45. Representacion de las diferentes areas en que se dividieron los tanques: El area 1 incluif tanto el
estimulo como el area de alimentacion, mientras que el circulo verde representa la posicion del alimentador.

Las hurbujas de aire y la luz se aprendieron rapidamente y respondieron como estimulos de alimentacion.
Tanto las burbujas de aire como la luz o una combinacion de ambas se pueden utilizar en uh entorno
industrial, ya que los sistemas para aplicar estos esrealpueden fabricar, implementar y gestignar
facilmente con las tecnologias existentes en las jaulas marinas. Sin embargo, las condiciones bajo las
cuales se lleva a cabo la crianza se deben considerar para seleccionar el estimulo apropiado. Hor lo tanto
el uso de burbujas podria incorporarse facilmente en la crianza de corvina, mientras que eljestimulo
luminico podria usarse en condiciones donde la alimentacion se realiza con intensidades de luz
relativamente bajas (temprano en la mafiana, tarde, nhacér)¢casos donde en general La crianza se
realiza con poca luz, por ejemplo, En tanques.o jaulas cubiertas. Los estudios adicionales que utilicen
diferentes estimulos serian utiles, ya que la informacion general sobre el comportamiento de Ih corvina
se casidera limitada. Por ejemplo, podria ser recomendable estudiar la respuesta de la corving en otros
tipos de estimulos, como los estimulos acusticos, y probar su efectividad cuando se usan como|estimulos
para la alimentacion.

El efecto de losnétodos de distribucion de alimentos.
(Liderado por HCMR, Nikos Papandroulakis)

El objetivo de la prueba fue probar dos métodos de distribucion de alimentacion que eran de la $uperficie
de la jaula y usando un dispositivo de distribucion sumergido. Ey@searealizé en instalacioneg a
escala piloto de HCMR por duplicado utilizando jaulas de 290 (6x6x8) m3 indicadas como Nermal y
Sumergidas. El peso corporalinicial humedo al comienzo del ensayo fue de 290 + 20 g. La durfcion del
ensayo se planed en 8 raesComenz6 en mayo de 2017 y se completo en diciembre de 2017. La
alimentacion. fue similar en todos los casos (proporcional a la biomasa de cada grupo)|pero la
distribucion fue diferente segun la condicion analizada. La alimentacion estandar con atiresptad

jaula, mientras que un mecanismo de dosificacion eléctrico entregaba la cantidad de ali
requerida(Fig. 46). Durante el periodo experimental, el rendimiento de crecimiento se esti

hormonal (cortisol). La distribucidon vertical de las poblaciones en jaulas se ha supervisado me
integrador de eco (CageEye 1.3, Lindem Data Acquisition AS, Noruega).
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Figura 46. Alimentadorinstalado durante la prueba para la alimentacion sumergida.

La tuberia de alimentacion se instalo en el centro de la jaula. Una terminacion en forma de S
aseguro una distribucion uniforme de‘los granulos (Fig. 47).

Figura 47.La terminaciéren forma de S del sistema de alimentacion sumergido.

Durante el periodo experimental, la crianza se implemento sin ningun problema en particule
patologias que podrian haber provocado cambios significativos en las condisipeesmentales. L
tasa de crecimiento fue de ~ 3.8-4 gara todas las condiciones probadas sin que se observa
diferencia significativa entre o dentro de las condiciones probadas (Fig. 48). El peso final pre

probadas. La distribucién de tamafios al final del ensayo fue normal para todos los grupos,
observo una tendencia hacia tamafios mas grandes para los grupos alimentadatosumergi

giratoria

r, CoOmo
31

ra una
sentd un

coeficiente de variacion paradims los grupos entre 20.6 y 25.7% sin diferencias entre las condJ:iones

ungue se
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Figura 48. Desempefio del crecimiento, peso medio, de la corvina«<Las barras de error son la desviacior
(n =10).

Con respecto al comportamiento de los peces.en los diferentes grupos, en términos de su di
vertical en lgaula, el patrén fue similar al observado en experimentos previos en la granja de j
Souda (Fig. 49). Los peces se encontraban principalmente en el fondo de la jaula durante
diurnas del dia y se extendieron en todo el volumen disponitdetdua oscuridad.

ﬂ}w I

ur

Figura 49. Ecogramas con la
Alimentacion sumergida. Eje horizontal es el tiempo, mientras que Vertical es la profundidglitie(de abajc
hacia arriba). Diferentes colores (de violeta a rojo) representan diferentes densidades.

estandar

stribucion
ulas de
las horas

istribucion vertical de los grupos criados en (a) Alimentacion estandar y (b)
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Comparativa de alimentacion automéatica y de demanda en tanques.
(Liderado por IRTA, Neil Duncan y Alicia Estevez)

El experimento utilizé 120peces entrenados distribuidos al azar en seis tanques de 1500 L, 2

0 peces

por tanque. Los tanques se conectaron en pares a un sistema de recirculacion (IRTAmar®) (Hg. 50). A

medida que los peces crecian, la biomasa se eliminaba de los tanques re@liciémadoo de pec
por tanque. Todos los tanques fueron equipados con una red para evitar que los peces salten
El fotoperiodo era natural y el régimen de temperatura simulaba la temperatura del agua de

S
el tanque
ar en la

costa mediterranea de Espafiandio las corvinas se cultivan en jaulas marinas. El fotoperioflo se
mantuvo con un reloj que encendia y apagaba las luces en relacion con el fotoperiodo natural d¢ la region

(latitud: 40.628° de longitud: 0.665°). La iluminacion diurna fue proporcionadages fluorescent
diurnas que proporcionaron 120 + 12 lux en la superficie del agua. Se utiliz6 una iluminacién

n poca

luz de un LED blanco cubierto con una lamina de aluminio perforada durante la noche para s|mular la
iluminacion de la luz de la lumade la estrella. La iluminacion fue suficiente para ver visualmerjte el
contorno de las formas de los peces, pero no registré una intensidad enel medidor de lux (O I§x)

Figura 50. Configuracién experimental con seis tanques conectados en pB&S,dRTAmar. Cada par d
tanques era un régimen de alimentacién programado (Prog) y un sistema de alimentacion de demanda
(AD).

El crecimiento entre los dos tratamientos fue similar (Fig. 51). Los peces en los dos sist
alimentacion, programados y de demanda automatica, crecen significativamente (P
respectivamente de 58.0 £ 0.9 gy 58.5 + 1.0 g a 340.5 £ 9.5 gy 3226lgt No hubo diferencie
significativas en el peso de los grupos de los dos tratamientos durante 10 meses. Sin embar
meses los grupos de alimentacion programados fueron significativamente (P <0.05) mas gr
los grupos de demanda autoroatiEn marzo de 2017, el peso medio de los peces con el sist
alimentacion programado fue de 188.2 + 3.5 g en comparacion con 171.4 + 3.4 g con el si
alimentacion automatica y en mayo, el sistema de alimentacién programada fue de 268.%knr
comparacion con 251.2 + 5.9 g con el sistema de alimentacion déeamémda. Las diferentes réplig
de los mismos tratamientos se mantuvieron en diferentes sistemas de recirculacion y no hubo ir
significativa entre el efecto del tratamientcel sistema de recirculacion sobre el crecimiento.
embargo, el sistema de recirculacion tuvo un efecto significativo en el crecimiento y en los

febrero, marzo, mayo y junio los peces en el sistema de recirculacion 2 fueron significati;

e
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<0.05) mas grandes que los otros sistemas de recirculacion. No se observaron diferencias] entre los
sistemas de recirculacion en ningun otro.mes
400 = = 80.0
350 Z g 700
300 z 5 d 60.0 =
5 g g £
=250 E < A 500 o
= & [-% i =
% 200 3 = Reduced 40.0 @
w densit: @
g 150 i 300 £
100 200 @
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‘all Bl
Figura 51. Crecimiento en el peso medio humedo (lineas del eje izquierdo)'y biomasa del tanque. (codiinnas d

eje derecho) de corvina (Argyrosomus regius) alimentado con dos sistemas de alimentacién, programados (azul)

y autademanda (marrén) (n = 180, 60). réplica de 3 tanques). Las flechas indican cuando se redujo el
densidad de peces. Un asterigatica diferencias significativas entre los tratamientos de alimentacion con
de p real.

Umero de
valor

El crecimiento de los peces en los dos sistemas de alimentacion exhibié un patrén similar durarjte el afio.
No hubo diferencias significativas en la tasa deigneato especifico (SGR) entre los peges

alimentados con los dos sistemas de alimentacion o entre los peces mantenidos en diferent

sistemas

de recirculacion. ElI mayor crecimiento y SGR se ohservé al comienzo del experimento. A medida que

las temperaturadisminuyeron, la SGR disminuyé a un minimo durante febrero y marzo. L
aument6 durante la primavera con el aumento de la temperatura antes de disminuir en may
julio debido a la alta biomasa, la alteracién de los inimeros reducidos y lasmafiesaturas del veran
La SGR aumenté hacia el final del juicio en agosto y septiembre.

SGR
D, junio y
0.

No hubo diferencias en la FCR _entre los alimentos para peces con los dos sistemas de alir]:entacién,

programados y de demanda automética. No hubo diferencias en ®dmeemento y los peces ¢
alimentacion programada tuvieron una FCR media de 1,50 + 0,02 y los peces con alim
automatica a demanda tuvieron 1,42 + 0,01. Tampoco hubo diferencias dentro de cada mesy €
para peces con los dos sistemasaldaentacion exhibio FCR similares que variaron desde menos

n
pntacion
alimento
del

durante octubre y marzo hasta un maximo de mas de 3 en agosto (Fig. 52). El FCR por encifa de 1.5
coincidié con los.extremos de temperatura (15°C y 25°C) y / o las densidades de almatenaslen
altas> 20 kg //m3 (Fig. 52). Las reducciones en los numeros para reducir la densidad de goblacion
también parecieron tener un impacto negativo en la alimentacion y el crecimiento, particularmente en

junio.

5.00
450
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

B Prog mAD

Feed conversion ratio

Feb. I
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Figura 52. Relacion deconversion de alimentacion media (FCR) de corvina alimentada con dos siste
alimentacion, programada (azul) y adgtemanda (marrén) (n = 3 tanques de réplica). No hubo difere
significativas entre el sistema de alimentacion (P = 0.252).

mas de
ncias
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El nimeroacumulado de demandas durante todo el experimento fue significativamente mayor
la noche en comparacién con el dia (Fig. 53). Durante la noche (de 19:00 a 06:00) hubo una
720 + 22 demandas / hora en comparacion con el dia (de 07:00 ad@10)a media de 439 + |
demandas / hora. El patrén de alimentacion durante la noche parecié cambiar de la primera
experimento a la segunda parte del experimento. Durante el periodo de octubre de 2016 a abr
hubo mas demanda de alin@m en la primera parte de la noche, de 19:00 a 22:00 (Fignédio),
mientras que durante el periodo de abril de 2017 a septiembre de 2017, el nivel méas alto La
fue todo el periodo de la noche de 20:00 a 08:00 (FigdéBcha)

1200

RAS

1000

800

Figura 53. Cantidad acumulada de demandas durante cada hora de corvina (Argyrosomus regius) en tre
en diferentes sistemas de recirculacion, RAS 1 (amarillo), RAS 2 (naranja) y RAS 3 (rojo). Las tre
representan demandas durante todo el experinfectidbre de 2016 a septiembre de 2017) (izquierda), dur

periodo de octubre de 2016 a abril de 2017 (medio) y el periodo de abril de 2017 a septiembre de 2017

Corvina exhibié un comportamiento social no agresivo haciadnespecificos y un comportamie
de alimentacién oportunista durante toda lajornada de 24 horas. Los peces presentaron clar
comportamiento nocturno, alimentando y utilizando todo el tanque desde el fondo hasta la s
durante la noche, eszomparacion con el'dia, cuando los peces permanecieron bajos en la col

agua. Sin embargo, el comportamiento no fue exclusivamente nocturno y los peces estuvieron
alimentados durante el dia. El sistema de alimentacion, programado o deldemtmatica no tu
un efecto significativo en el crecimiento, la variacion de tamafio o el indice de conver
alimentacién (FCR). El objetivo del ensayo. fue determinar los patrones de alimentacion qu

mejorar el crecimiento, la’FCR y redutarvariacién de tamafio. Otras especies que se aliment
sistemas de demanda automatica han mostrado un mejor crecimiento, mejor FCR, menos va
tamafio y comportamientos menos agresivos en comparacion con sistemas con tiempos de ali
egecificos. Sin embargo, la corvina no presentd un patron de alimentacion claramente definido
todo el afio, la cantidad acumulada de alimento consumido cada hora mostré un patrén
alimentacion elevada durante la noche en comparacién coa. éalrealiz6 una media de 720 +
demandas / hora durante la noche (19:00 a 06:00) en comparacion con 439 + 22 demandas / h
el dia (07:00 a 18:00), lo que indicé que durante todo el afio. El afio 62% de la alimentaci

demanda durante fooche y el 38% durante el dia. La alimentacion observada a lo largo de las 2
del dia en comparacion con las alimentaciones programadas a las 09:00 y a las 17:00, no tuvg
en el crecimiento, la variacién de tamafio o el FCR.

No hubo diferencis en la tasa de crecimiento (SGR), distribucion de tamafio o FCR en ning
durante el experimento. Sin embargo, hubo una variacion considerable tanto en la SGR como
entre los meses, lo que indica que factores distintos al sistema de alibmeimhacyeron en la SGR
la FCR en ambos sistemas de alimentacion. El factor més obvio fue la temperatura y el bajo in
15°C eliminé claramente el apetito y el crecimiento. Las condiciones 6ptimas de crecimiento fu
octubre y marzo, con UBGR por encima de 1,5 g / dia en octubre y 0,75 g / dia en marzoy F

durante

media de

2
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de 2017,
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eron en
CR por

debajo de 1 en ambos meses. Octubre tuvo temperaturas de 23°C y densidades de almacerfamiento de

menos de 10 kg / m3 y Marzo tuvo temperaturas de 16°C y densidades de almacenanderkg

m3. Sin embargo, parece que durante los meses de verano el crecimiento y la FCR ge vieron
influenciados negativamente. Entre los posibles factores negativos se encuentran las altas terpperaturas
(25°C de julio a septiembre), las densidades delsie (> 25 kg / m3 en mayo), el tamafio de los pgces
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en relacion con el tamafio de los tanques y la reduccion de numeros (enero y junio) . Pare
densidad de poblacion y la reduccién en el nimero impactaron negativamente durante mayo
el tamdio o la temperatura de los peces impactaron negativamente en julio y agosto. Aunque a
experimento los pesos medios fueron de 322 a 340 g, las poblaciones sesgadas altament
contenian peces de 700 a 800 g. Esta variacién de tamaialasaia situacion en el cultivo en jau
y el Entregable 20.1 demostrd que los peces juveniles de crecimiento mas rapido obtienen y
una ventaja de crecimiento. La variacién de tamafio no estuvo relacionada con el sistema de ali

En gereral, el sistema de alimentacion no afectdé el comportamiento de la corvina. Corvin
agresiva hacia los consespecificos, las observaciones del comportamiento general y en los

ce que la
Y junio y
final del

2 positivas
la
nantienen
entacion.

aTno fue

videos no

identificaron comportamientos agresivos como perseguir o morenybo diferencias en la condici
de las aletas entre los peces en los dos sistemas de alimentacion. Las aletas pectorales, dor
cola mostraron un dafio ligero en las aletas que era normal para la condicion de retencion.

automatica tenian una velocidad de nataciébn mas baja que los peces en el sistema de ali

programado. Esto parecéstar relacionado con la alimentacién y la disponibilidad de alimentd.

peces en el sistema de alimentacién de demanda automatica tenian disponibilidad de alimen

momento y ho aumentaban la velocidad de natacién/en respuesta al hambrentregdede alimentg.

Sin embargo, los peces en el sistema de alimentacion programada tenian velocidades de na
altas en respuesta al hambre y al suministro periédico de alimento. Esto también se destacé,
peces en el sistema de alimemnacprogramada. tuvieron una velocidad de natacién cambia
respuesta al hambre y la entrega de alimentos durante el dia..La velocidad de natacion de lo

n
ales y de |
No hubo

0 en todo

acion mas
a que los
e en

5 peces en

el sistema de alimentacién programada fue mayor en la mafiana (10:30) inmediatamensedédsbué

alimentacion

En general, el sistema de alimentacion no afecté el comportamiento de la corvina. Corvina no fue

agresiva hacia los consespecificos, las observaciones del comportamiento general y en los

videos no

identificaroncomportamientos agresivos como perseguir o morder y no hubo diferencias enlac

ndicién

de las aletas entre los peces en los dos sistemas de alimentacion. Las aletas pectorales, dordales y de |
cola mostraron un dafio ligero en las aletas que era normaalgpaondicion de retencion. No hupo
diferencia en el sensor superior e inferior en los tanques con diferentes sistemas de alimenfacion. Se
observo que todos los peces permanecen bajos en el tanque durante el dia 'y se elevan para llgnar todo €
tanque duainte da noche. La Unica diferencia observada en el comportamiento entre los sisttmas de
alimentacion fue en la velocidad de natacion. Los peces en el sistema de alimentacién de Jdemanda
automatica tenfan una velocidad de natacidon mas baja que los pedesistena de alimentacidn

programado. Esto parecia estar relacionado con la alimentacion y la disponibilidad de alim
peces en el sistema de alimentacion de demanda automéatica tenian disponibilidad de alimen
momento y no aumentaban lasgibDad de natacion en respuesta al hambre y / o la entrega de al
Sin embargo, los peces en el sistema de alimentacion programada tenian velocidades de na
altas en respuesta al hambre y al suministro periédico de alimento. Esto taml@gstase, ga que Ig
peces en el sistema de alimentacidon programada tuvieron una velocidad de natacion cam
respuesta al hambre y la entrega de alimentos durante el dia. La velocidad de natacion de lo
el sistema de alimentacién programade fmayor en la mafiana (10:30) inmediatamente después
alimentacion (09: 0A0: 00) y disminuyé al nivel mas bajo a las 18:30 inmediatamente despué
alimentacion por la tarde (17:40@: 00) que completo la racion del dia para cumplir con elgiéade
alimentacion diaria de los peces.
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5. Salud de los Peces

Granulomatosis sistémica.iderado poHCMR Pantelis Katharids
La granulomatosisistémica (SG) es una condicion patoldgica que afecta a la mayoria de las pobjaciones
cultivadas de corvina. La SG se caracteriza por multiples granulomas en todos los tejidos blados, que
progresivamente se calcifican y son necroticos (Ghittino etGfl4; 2P Katharios et al., 2011). La $G

no esta asociada con altas mortalidades; sin embargo, puede llevar a un menor crecimiento y rgndimiento
fisioldégico durante el crecimiento y, ademas, afecta el producto final, lo que lo hace inaceptable para el
consumilor. La etiologia de la enfermedad es desconocida; sin embargo;'se han planteado dos|hipétesis.
La primera es que es causada por patdgenos bacterianos muy probablemente Nocardia spp.|(Elkesh et
al., 2013) y el segundo es que puede ser un trastorno metafsliittino et al., 2004; P Katharios|et

al., 2011) similar a los granulomas sistémicos observados en otras especies de peces cultivagos.

Externamente, los peces muy afectados pueden ser demacrados, con erosion de las aletas, gxoftalmia
en varios casogseguera unilateral. Los granulomas visibles. de varios tamafios generalmgnte se
encuentran dispersos en los érganos internos. Higado, rindn y bazo son los 6érganos mas afectados por
SG. En peces muy afectados con muchos granulomas visibles, gran partadtelhdgrifion pued

ser necréticos y calcificados, mientras que el corazén puede estar completamente cubierto pgr nédulos
de color blanco a crema (Fig. 54, 55). A nivel estereoscopico, las preparaciones de calabazalfresca de
los tejidos afectados revelmpresencia de granulomas encapsulados por varias capas de tejidd fibroso
con una apariencia de "cebolla" (Fig. 56). Esta apariencia caracteristica de "cebolla" tampién fue
evidente en las fotos de microscopia electrénica de barrido (Fig. 57).

Figura 1. A,B. Lesionesxternaenel ojo y la colade corvinarelacionados co8G. C,D.Calcificacion distréficg
del higado y del rifian
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Figura 55. A. Granulomas mdltiples en los tejidos blandos de la corvina. B. Corazéordea totalmentd

cubierto por granulomas.

A

Figura 56. Preparaciorirescade aplastamientale higado (A) y rifion (B) con granulomas (A: estereoscopig x1,

B: estereoscopio x2.5).

20KV . X50 500pm Vi pX250  100um -

Figura 57. A. Microfotografia SEM del corazéon cubierta por granulomas. B. Microfotografia SEM de un

granuloma de corazdn con apariencia de "cebolla".

por una capa multilamelar de células epitelioides y tejido fibroso. Se pueden identificar varias

apas de

Histol6gicamente, la morfologia de los granulomas consiste en un area amorfa necrética centr% rodeada

la formacién de granuloma con las célulasedjpitdes caracteristicas en los tejidos examinados qu
desde granulomas inmaduros, granulomas maduros de mudltiples capas hasta nédulos
posiblemente como resultado de la fusion de varios granulomas adyacentes que tenian grand
necross central con calcificacién distrofica (Fig. 58, 59)
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Figura 58. A. Granuloma inmaduro en.el rifién de corvina. Hay un &rea amorfa, acelular, que esté rodgada por

células inflamatorias. B. Un granuloma inmaduro en. el rifién (flecha roja) en un area paguetianion cor

apariencia normal. En este pez en particular hubo una necrosis caseosa extensa en este érgano, una ppquefia par

de la cual esta indicada con flechas negras. C. Dos granulomas adyacentes seccionados a diferentes ni
pequefiapaet del tej i do renal (flecha roja). D. Aspe

<

Figura 59. Calcificacion distréfica en el rifion de la corvina.

En algunos casos, principalmente en higados, las etapas iniciales de los granulomas se locall

eles en un:
cto t

zan en las

vesiculas sanguineas que se asemejan a una vasculitis (Fig. 60). En estos casos, tambi
participacion de las células de Rodlet. Las célulaBai#let estan presentes en grandes cantida

n hay une
sen
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todos los tejidos. Las varillas se alinean como las células epiteliales en las membranas peritone
también se encuentran en los higados, el pancreas y el intestino. (Fig. 61). Las caractetisticas
de estas células en forma de pera son la coleccion de rodlets (estructuras cristalinas lineales
su citoplasma y la membrana gruesa circundante.

En condiciones especificas, las células rodlet expulsan sus rodlets en el entorno extraex
composicién de los rodlets no se conoce, sin embargo, se ha demostrado que contienen
antimicrobiano piscidina. Por lo tanto, su naturaleza secretora podria estar conectada al mec
defensa de la corvina contra la infeccion. Sin @mb, esto no puede ser totalmente soportado y.
no hay datos sobre la presencia de estas células en especimenes normales o salvajes.

Figura 60. La implicacién de los vasos sanguineos es evidente en la manifestacion de la enfermedad. Se
varias secciones de vasos‘sanguineos de las membranas peritoneales y el higado de los peces afecta
crecimientos especificos compuestos de células inflamatorias en el endotelio de los vasos, que se if
flechas rojas. En etapas méas avanza@a®Jj, estos crecimientos parecen bloquear la luz del vaso.
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Figura 61. Células de Rodlet (flechas negras) alineadas en las membranas peritoneales (A, B) y las pare¢
vasos sanguineos circundantes (C, D).

Dado que la hipotesis del ageintiéeccioso también se investigbé en el proyecto, se examind un
cantidad de peces para el aislamiento y la caracterizacion.de Nocardia spp. que ha sido prop
el factor etiologico de la SG. Para demostrar la presencia de agentes infecciogmss apkcadd
tinciones especiales en muchas muestras de corvina diferentes con granulomas. Los resultad
tinciones especificas (Zibleelsen, FiteFaraco y Gram Stain) fueron negativos. Tras un e
muestreo, solo hemos identificado un casmadeardiosis en corvina, originados en el mismo |
geografico donde se informd por. primera vez. El andlisis histologico de los peces positivos a

revel6 la presencia de bacterias filamentosas, con cuentas y ramificadas, morfologia considte
descripcion de Nocardia spp. en corvina (Elkesh et al., 2013). La tincion deNgielkken fue
débilmente positiva en las colonias ubicadas en las lesiones de la piel. Las colonias bacterianas

des de los

DS de estas
tenso

gar
ocardia
nte con

no fueron

demarcadas por unaformacion granulomatosaggig., B, C). Los granulomas tipicos también estgban

presentes en todos los tejidos examinados. En estos granulomas, no se pudieron ver bacterias
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Figura 62. A, B. Corte histolégico de unaesion dérmica de una corvina Nocardia positivaléamtileno
azul Il / tincién de fucsina basica). Hay varias colonias bacterianas, que han provocado una respuestajmoderada
del huésped. C. Mayor aumento de las colonias bacterianas de lesiones dérmicas. Tenga en cuenta lajmorfologia
de ramificacion filanentosa de las bacterias que son consistentes con las descripciones de Nocardia spp. En otras
especies de peces. Ziehl Neelsen mancha. D. Un granuloma no bacteriano en el bazo con la morfolggia tipica
observada en SG (azul de metileno / azul 11 / tincidm faicsina basica)

Andlisis bioquimico
Los analisis de enzimas hepaticas séricas como ALT, AST y ALP se han propuesto como los pijincipales
biomarcadores para las enfermedades hepéticas. En general, la elevacion de las concentraciolpes de ALT
y AST puedendicar enfermedades hepatocelulares, mientras que la elevacion de ALP puedé¢ indicar
enfermedades colestasicas del higado. El analisis de estas enzimas séricas mo$tré que,
independientemente de las dietas, la actividad de ALP, ALT y AST aumenté en pegesnctoma
o calcificacion de tejidos en comparacion con peces sin (Fig. 63). Los aumentos en las actividades de
AST y ALT indican lesiones de las células hepaticas causadas por diversos quimicos o pergxidacion
lipidica; mientras que la actividad ALP phadtica elevada corresponde a una reaccién inflamatofia de

los conductos biliares. En tejidos dafiados, las membranas celulares se vuelven més pgrmeables,
liberando algunas enzimas a la sangre y modificando asi los valores plasmaticos normales. Enjlos peces,
la ALP y AST plasmaticos elevados se han asociado con trastornos hepaticos o dseos, por Id que esos
resultados pueden asociarse con la SG, pero es necesario realizar mas investigaciones
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Figura 63. Concentraciones medias (+ SD) de ALP, ALT y AST en corvina sin granulomas, granulgmas y

calcificacién de un solo tejido al final.del experimento de Vitamina D3 (Tarea 24.1). Letras diferente
muestran diferencias estadisticamente significativas &grres condiciones (p <0,005).

Se realizaron varios ensayos nutricionales en el proyecto DIVERSIFY para investigar la hip6
trastorno metabdlico.

5 (a, b)

lesis del

La hipétesis del trastorno metabdlico (Ghittino et al., 2004; P Katharios et al., 2011) setbéad

debido a los granulomas sistémicos similares observados en otras especies de peces cultivadgs, como Iz
dorada (Sparus aurata), la trucha arcoiris ( Salmo gairdneri) y el rodaballo (Scophthalmus maximus). En

todos los casos, el desarrollo de la enftad se ha asociado con un desequilibrio nutricion
minerales y vitaminas o una insuficiencia debido al uso de fuentes de proteinas vegetales o
formulados almacenados a largo plazo o pescado congelado.

Realizamos varios ensayos de alimeritagiara evaluar el efecto de los niveles de vitamina D y C
en los alimentos (HCMR), el efecto de los ingredientes de las plantas en los alimentos (HC
como el efecto de los niveles de minerales y vitaminas (FCPCT)

Ensayo 1. El efecto de lasclusiones de vitamina D3 en las dietas en el desarrollo de SG en corv
(HCMR)

Para el ensayo de vitamina D3, se prepararon cuatro dietas experimentales con niveles cre
vitamina D3 en HCMR (Atenas, Grecia). Se utilizaron juvenileSaw®ina de 4 g de peso promedio
= 600) para el ensayo de alimentacion. Se utilizaron tres réplicas para cada dieta. La p
alimentacion duré 93 dias. Al final de la prueba de alimentacién, se tomaron muestras para la e
de granuloma e higlogia, estimacion de biomarcadores especificos (enzimas CYP27, CY
actividad de enzimas antioxidantes y andlisis de plasma.

64

| en
alimentos

alP
VR), asi

na

cientes de

(n

fueba de

aluacion
p24) y
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Para evaluar el estado de los peces con respecto a la presencia de granulomas, se desarrolld
semicuantitativo basadm la evaluacion gradual de la gravedad de las lesiones en los érganos

un métod
nternos

de los individuos examinados. Cada pez fue diseccionado y los érganos internos fueron ex
macroscopicamente. Las preparaciones de calabaza fresca de corazén, hégido, ibazo, vejig

minados

natatoria, peritoneo y rifién se evaluaron bajo un estereoscopio. Para el estado general de cadg individuo,

se calculé la suma de las puntuaciones de los distintos tejidos. La escala de evaluacién utiliz
acuerdo con el siguige sistema de puntuacion que se muestra en la Tabla 26.

Tabla 26.Escala de evaluacion utilizada para la evaluaciéon de granulomas

Score 0 No granulomas

Score 1 Granulomas visible only with microscopy
Score 2 Granulomas visiblenacroscopically
Score 5 Tissue calcification

Resultado principal: la suplementacion con vitamina D3 no-tiene ningdn efecto en el desarro
SG.

Ensayo 2. El efecto de la relacion Ca: P en la dieta sobre el desarrollo-de SG (HCMR)

Para este ensayo, se formularon nueve dietas experimentales con diferentes niveles de Ca

da fue de

lo de la

y P en el

Centro de Investigacion de Acuicultura SKRETTING (SARC), Noruega. La dieta basal se formd

16 para

contener aproximadamente un 53% de proteina cruda y un &3fgidb crudo. P se suplementd fpor
separado a la dieta basal de la mezcla‘para obtener varias concentraciones de P, mientras qug la cantida
de Ca que se suplement6 en la dieta basal se calculé que era igual o doble a la cantidad de jdveniles de
P. Corvira de 1 g de peso promedio (se utilizaron n = 1350 para el ensayo de alimentacién. Se @signaron
tres réplicas a cada dieta. El ensayo de alimentacion durd 4 meses. Al final del ensayo de alirpentacién
se tomaron muestras para la evaluacion e histologiaatellgma, la composicién corporal y minejal,

la estimacion de biomarcadores (enzimas CYP27, CYP24) y analisis de plasma. La granulonfatosis se

evalué mediante el sistema de puntuacion de escala ordinal semicuantitativa descrito enla T

Resultado priaipal: el alto contenido de P en las dietas (15 ¢l)kgnejoré la gravedad de
granulomatosis.

Prueba 3. El efecto de las dietas altas en proteinas vegetales en el desarrollo de SG (HCMR)

El propdsito de este tercer ensayo fue examinar si el reemptag® cpor fuentes de PP afecta
desarrollo de SG. Ademas, debido a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, también inv

la 1.
a

el
estigamos

si la suplementacion con P en las dietas de PP tiene algun efecto sobre la SG. Se formulajon cuatro

dietas experimentas en el Centro de Investigacion de Acuicultura SKRETTING (SARC) con
(FM) y 14% de harina de pescado (PP) y niveles crecientes de P en las dietas con 14% de
pescado (PP + medio P, PP + alto P). Se utilizaron juveniles de Corvina de 2 g peopexiio (n 3
600) para el ensayo de alimentacion. La prueba de alimentacion duré 3 meses@gestbre 2016

60%
harina de

Al final de la prueba de alimentacion, se tomaron muestras para la evaluacion de granuloma, lpistologia

y analisis de plasma. La granulonsisose evalu6 utilizando el sistema de puntuacion de escala ¢
semicuantitativa descrito en la Tabla 1.

Resultado principal: Se encontré que las proteinas vegetales en las dietas de corvina
negativamente a la SG, mientras que la supleméntacin P en las dietas PP no afect6 la cond
general, pero tuvo un efecto positivo en el higado de los peces.

Prueba 4.El efecto combinado de las vitaminas E, C y carotenoides en el desarrollo de SG (F(

rdinal

afectaban
cion

PCT)
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Se prepararon seis dietas experimentalesgagqdo diferentes niveles de vitamina E, C y astaxa
Se obtuvieron juveniles de Corvina de 79 g de peso promedio (n = 900) mediante desove ind

reproductores en las instalaciones de ECOAQUA (FCPCT, Universidad de Las Palmas de Grar

Tdliarte, Islas Canarias, Espafia). La prueba de alimentacién duré 135 dias. Se tomaron muest
evaluacion macroscopica de granulomas, histologia, analisis bioquimico y expresion génica de

tina.

cido por
Canaria,
as parala

glutation

peroxidasa (GPX), superoxido dismutasa (SOD) yiasag(CAT). La gravedad de la granulomatosif se
calificé en cada érgano utilizando un método cuantitativo que se desarrollé de acuerdo con los diguientes
criterios que se muestran en la Tabla 27. La puntuacion fue dependiente del érgano, porque la cantidad

de granulomas en cada 6érgano fue variable.

Tabla 27.Puntaje de severidad de granulomas en higado, rifion y corazén.

Score Liver Kidney Heant
0 No granulomas No granulomas No granulomas
l I < 10 granulomas < 3 granulomas 1 granulomas
10 < 30 granulomas 6 granulomas 2 granulomas
30 granulomas 6 granulomas 3 granulomas

Resultado principal: La combinacién de un alto contenido dietético de los antioxidantes vitamirn
aumenté la incidencia y el nimete peces con menor gravedad de SG.

Prueba 5. El efecto de Se, Mn y Se en el desarrollo de SG. (FCPCT)

aEyC

agregando diferentes niveles de vitamina C, Mn, Zn y68ebtuvieron juveniles de Corvina de 1
de peso promedio (n = 2100) mediante desove.inducido por los reproductores en las instala
ECOAQUA (FCPCT, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Taliarte, Islas Canarias,
La prueba de alimeacion duré 90 dias. Se tomaron muestras para la evaluacion macroscqg
granulomas, histologia, -analisis bioquimico .y expresion génica de glutation peroxidasa
superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). La gravedad de la granulomatosisceeeralifada
organo mediante un-método cuantitativo que se desarrollé de acuerdo con los siguientes criter
muestran en la Tabla 2.

Se prepararon cinco piensos isolipidicos e isoproteicos de pescado y a base de aceite dE

pescado
g
iones de
Espafia).
pica de
(GPX),

0S que se

Resultado principal: la adiciéon de minerales diana no mejoré la incidencia o gravedad del grgnuloma,

pero los nivele recomendados de minerales son: 40 mgl &g Mn, 200 mg - kg de Zny 1,5 mg
kg-1 de Se

Conclusiones generales.y recomendaciones para SG en corvina.

A

La nmnocardiosis est8 presente en Grecisa mu y
embargo, no es la causa de SG.
A La suplementaci-n con vitamina D3 no af ect
A El alto contenido de P en la dieta parfce n
A EI reempl azo de prote2?2nas vegetales aflcta
A Bd congehido dietético de los antioxidantes vitamina E y C aumento la incidencia y el iimero
de peces con menor severidad de SG
A La adici n de Se, Mn y Se no mejor - | alinci
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En conjunto, la mejora de la SG por el cambiceedi¢ta con la ausencia de patégenos en la pobl
afectada por la SG creemos que la hipétesis metabodlica es mas probable. La aparicion de un
de nocardiosis con diferentes caracteristicas refuerza esta hipotesis.

pcion

solo caso

Sin embargo, aln se desconaetiologia y se deben probar otros factores metabdlicos nutriciopales.

Teniendo en cuenta todos los resultados anteriores, nuestras recomendaciones para la prever
en corvina son

A Una dieta combinada @ascadod60d)y altp antenidodietética
P (15gkgl) y antioxidantes vitaminas E y C.
A Dado que no hay datos disponibles sobr
alimentar con esta dieta cuando el peso del pescado sea de aproxima@agnent
Dermatopatia ulcerativa cronica (CUD) en la corvina
(Liderado poHCMR, Pantelis Katharigs
La linea lateral es un sistema mecanosensguialse encuentra en todos los peces y en las lar

cion de SC

de d e

as de

anfibios acuaticos, que se utiliza para la deteccién de movimientos de agua y / o fluctuaciones ¢

e presion

(Bleckmann y Zelick, 2009; Webb y Shirey, 2003)./Los receptores de la linea lateral qtzn c
flujo de agua se llaman neuron@sy se distribuyen en la cabeza, el tronco y la cola de los pecds. Los

neuromas pueden ser superficiales en la piel o encerrados en los canales llenos de liquido
lateral que se abren al ambiente a tral®gna serie de poros (Bleckmann y Zelick, 2009; Webb, 1
En la Fig. 64 se presenta un aspecto esquematico del sistema de la linea lateral, los can
neuromasis. Se ha demostrado que los canales de la linea lateral se desarrollan a traygrs ks
de remodelacién ésea con la implicacion de ambos osteoblastos para la aposicién 6sea y 09
para la reabsorcion 6sea (Wada et al., 2014).

trunk canal system

head canal system

cupula
Sensory hair

water displacement

pore epidermis

sensory cells

nerves

lateral line nerve canal neuromast

Figura 64. Sistema de linea lateral en peces. Estructura del canal de la linea lateral y de un neuromast.
supraorbital, 10: canal infraorbital, MD; Canal mandibular (de Dagamseh et al., 2013 con modificaciones

e la linea
D89).
ales y los

teoclastos

SO: canal

).

La dermatopatia ulcerativa crénica (CUD, pois siglas en inglés) es una afeccion reciente

ente

descrita que afecta los canales de la linea lateral de muchos peces cultivados, tanto de agua dulce comc

marina. Se ha descrito en el bacalao de Murray de peces de agua dulce de Australia, Mac

llochella

peelii peelii en sitios abastecidos por agua subterranea (Baily et al., 2005; Schultz et al., 201|L, 2008).

La enfermedad produce una erosion focal, ulceracion y pérdida de epidermis alrededor de |

canales

de la linea lateral de la cabeza y el troncapy erosion de la aleta. Se ha asociado con la reduccjon de
las tasas de crecimiento, el aumento de la mortalidad y la reduccion significativa de la comerciglizacion
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debido a la desfiguracién grave de los peces afectados (Baily et al., 2005; SchuR2@8allL,a misma
condicion también se informé para el pez dorado Carassius auratus después de la exposicign a aguas
subterraneas de agua dulce (Baily et al., 2005). Con respecto a las especies marinas, se infomé que la

CUD afectaba a la dorada del marpbdus puntazzo, después del cultivo en aguas subterraneas
(Katharios et al., 2011). Para la dorada brisa, los autores sugirieron que hay una indicacién de
enzimatica osteoclastica en el pez afectado. Las enzimas implicadas en la mtmwdska de lo
canales de la linea lateral son la fosfatasa acida (TRAP) de resistencia a la tartrato y la cateps
la resorcion 6sea, y la vVATPasa para la aposicién ésea. Tanto para el bacalao Murray co

dorada parda, los autores infaran que las lesiones se resuelven si los peces se transfieren
dulce natural y agua de mar, respectivamente, y no pudieron asociar la enfermedad con ning
infeccioso. La conclusion final de ambos estudios fue que el desarrollo de la eafttamedrrelacio
con el uso de fuentes de agua subterrdnea. Sin embargo, la etiologia aun se' desconoce,
pudieron establecer el componente exacto del agua que resulta del desarrollo de la enfermed
al., 2005; Katharios et al., 2011¢t&iltz et al., 2011, 2008) . Una condicion similar bajo el térn
"despigmentacion de la linea lateral" ha sido reportada en el bagre de canal. En este caso, |
concluyeron que el agente causal del desarrollo de la enfermedad fue la exposisdredes al estré
nutricional crénico a los 12 meses de ayuno (Corrales et al., 2009).

La oorvina es una de las especies de peces sensibles de CUD. La enfermedad afecta al 1
poblacion y provoca ulceracion de la piel que recubre los canaladided lateral, sin embargo, no
asocia con mortalidades (Rigos y Katharios, 2010). El objetivo. de este estudio fue des
enfermedad en corvina usando histologia y SEM & investigar la actividad de los osteoclasto
marcadores moleculares. thavés de este estudio, el objetivo final fue investigar la etiologia
enfermedad y sugerir medidas preventivas.

Se realizaron dos pruebas de cria paralelas de corvina en._pozo y agua de mar natural para
desarrollo de la CUD. Los huevo®ducidos en las instalaciones de HCMR, Creta, Grecia, se utili
para la prueba de crianza, que se realiz6 en tanques duplicados de 40 m3. El ensayo de criar]
1 a 56 dias después de la eclosion (dph). Todos los dias, se realizaron medigbha3@2, O2 y T
en las dos fuentes de agua.

Al final de la prueba de crianza, todos los‘peces criados en el agua de pozo tenian lesione
asociadas con CUD en.comparacion.con los peces criados en agua de mar natural (Fig. 65).

Figura 65. Corvina criada en agua de mar natural (izquierda) y agua de pozo (derecha). Todos los pec
en agua de pozo tenian lesiones visibles en la cabeza asociadas con CUD.

La longitud y el peso promedio de los peces de las diferentes fuentema al final del ensayo
crianza (56 dph) se presentan en la Fig. 66. El rendimiento del crecimiento de los peces 1
afectado por la fuente de agua diferente (p> 0.05)
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Figura 66. Longitud y peso promedio de corvina criada en pozo y agusadeatural. Los valores son medid +
SD.

La transferencia de agua de pozo a agua de mar natural de la corvina afectada por CUD lleJ6 a una
recuperacion casi completa de las lesiones en 5 meses (Fig. 67).

n 7 =
= R

Figura 67. A. Corvina denueve meses criada Unicamente en agua de mar de pozo. B. Corvina de nueye meses
transferida a agua de mar natural durante 5 meses; con resolucion parcial de las lesiones. C. Corving de nueve
meses transferida a agua de mar natural durante 5 meses, daciGgasmmpleta de las lesiones.

Los resultados de los estudios en DIVERSIFY indicaron que la CUD en corvina se induce megliante el
uso de agua de pozo, que esta de acuerdo con las conclusiones de Baily et al. (2005) y Sc
(2008) para el bacalddurray y de Katharios et al. (2011) para la dorada brisa. Ademas, otra si

plantearon la hipotesis de que el agua de pozo que es rica en CO2, como lo indica también
bajo en comparacion con el pH del agua de mar natural, aumenta la actividad enzimati
osteoclastos. El CO2 activios osteoclastos, que estan muy cerca del medio ambiente, como los
osteoclastos de los canales de la linea lateral. En este escenario, habria un desequilibrio indugido por el
medio ambiente entre los osteoclastos (células que reabsorben los huesastsoldastos (célulds

que depositan los huesos) que causaria las lesiones observadas en los peces, ubicadas exgusivament
en los canales de la linea lateral. Sobre la base de estos resultados, realizamos un segundd ensayo d
cria para investigar si el Q2en el agua de pozo es el agente etiologico que causa el desarfollo de
lesiones CUD. En este ensayo, utilizamos 2 tanques de cria paralelos suministrados con agpa de mar
natural. En uno de estos tanques ajustamos el pH a 7.4 infundiendo CO2. Cultivewimas desde
huevos hasta 60 dph. La falta de lesiones en la cabeza y el tronco de los peces luego de un exdmen visua
en este estudio, sugiere que ni el pH ni el CO2 son los factores que afectan el desarrollo de Igs lesiones
de CUD.
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Eisler y Gardner (1973ncontraron que el cobre solo o en combinacion con zinc o cadmio dafia el
epitelio de los canales en la cabeza de mummichog (Fundulus heteroclitus). Las instalaciopes y las
fuentes de agua que utilizamos para este ensayo fueron las mismas que Katda(ld) utilizad
para el estudio de la CUD en la dorada brusca. Del analisis de metales pesauestras de ag
encontraron que el agua de pozo tenia mayores concentraciones de cobre, plomo, niquel y Zinc que el
agua de mar natural, sin embarg@stos niveles estaban dentro de los limites aceptables
acuicultura marina y mucho mas bajos que los limites toxicos. Nuestros resultados del a
metales de la cabeza de corvina criada en las dos fuentes de agua diferentes mostrarpn que la
concentracion de cobre fue significativamente mayor en la cabeza de corvina criada en aguq de pozo
que en la cabeza de corvina criada en agua de mar natural. Sin embargo, las_concentracionds de todos
los metales fueron comparables a los datos publicadaisadeespecies de peces cultivados y silvegtres
donde las lesiones estan ausentes (Alasalvar et al., 2002; Kalantzi et al., 2016, 2013; Zotos y Vduzanidou,

2012). Sin embargo, no se puede descartar la toxicidad de los metales como factor caupante del
desarollo de la CUD debido al menor pH del agua de poebmayore tiempo de exposicide los
peces

Ademas, otra similitud interesante entre la corvina afectada por la CUD_y el bacalao Murray
por la CUD es la presencia de las células enigméaticas de Rodlet. Schultz et al. (2014) enco
namero significativamente mayor de células rodletasnbranquias, rifiones e intestinos del ba
Murray afectado por CUD y asumieron que era una respuesta a un toxico en el agua subterran
tarea no examinamos los tejidos blandos de la corvina. Sin embargo, en los ensayos para inv
cawsas de la granulomatosis sistémica, utilizamos corvina criada en agua de pozo con lesion

asociadas a CUD. Como hemos descrito en los entregables 24.1, 24.2 y 24.5, las células de
corvina estan presentes en grandes cantidades,dameamo células epiteliales en las membr
peritoneales, higado, pancreas, intestino y rifion. Tanto en la corvina como en el bacalao de

se identificaron patégenos en ningun tejido, por lo que la naturaleza secretora o las células
podrian estar conectadas a los mecanismos de defensa-de los peces contra un téxico en e
embargo, esta hipétesis no puede respaldarse por completo, ya que no existen datos sobre

I
de estas células en condiciones'normales (no afectadgsapalomatosis sistémica o CUD) o cor\)rna

silvestre.

fectado
raron un
lao
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s visibles
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urray, no
e Rodlet
agua. Sir
presencic

Aunqgue la enfermedad esta directamente relacionada con el uso de agua de pozo, el agentelcausal aur

es desconocido para la corvina, asi como para el bacalao Murray y la dorada brisa. Par&a
las lesiones se resuelven cuando los peces se transfieren a agua dulce natural o agua de mar

Baily et al.

2005; Katharios et al.; 2011). Ademas para el bacalao de Murray, Schultz et al. (2011) encont

ron que

la retencion de agua subterraneausrestanque de tierra con vegetacion o en un tanque que c@ntiene
biopeliculas-que crecen en un macrofito artificial durante 72 h impide el desarrollo de la CUD} Por lo

tanto, se recomienda evitar el agua de mar de pozo para la crianza de corvingpsingeddisuent

naturales-de agua de mar y prestar especial atencion a la fuente de agua utilizada. Alternativamente, el

tiempo de residencia de la corvina en el agua del pozo debe reducirse al minimo necesario, y
debe trasladarse al agua naltaiel mar (por ejemplo, en jaulas marinas) tan pronto como sea p
una vez que se complete la fase de vivero, para permitir la regeneracion del tejido. Proc
completar antes de comercializar el pescado.

Temadde salud de los peces y tratamiesit@ntiparasitarios.
(Liderado poiRTA, Andre Karl andAna Roqué

| pescado
nsible
2SO para

En todos los sectores de la acuicultura, la salud de los animales es un factor limitante para el

ha emprendido estudios de varios problemas conocidos relacionados con la salud, co

anteriormente en las secciones sobre granulomatosis sistémica y dermatitis ulcerativa cré
estudios del sistema inmunitario de coavihan identificado varios genes invocados durante
respuesta inmunitaria. Entre otros genes examinados estdn los efectores de respues

econdmico sostenible. Para obtener alguna ventaja en este tema en benefindudéik, el proyecnt‘F
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(complemento C3, metalotioneina, lisozima, proteina MX, ciclooxigenasa 2), péptidos antimicrpbianos
(hepcidina piscidina, defensina) (Campoverde et al. 2017), algunas citoquinas (interleuginas e
interferones) e inmunoglobulinas (inmunoglobulina M e inmunoglobulina T). La ontogenia de expresion

se examino con el propdsito de comprender la tasa de maduraci@tedebshmunitario y obtener uha

mejor comprension del momento en que el sistema inmunitario es completamente funcipnal. El
desatrrollo futuro de la vacuna dependera de la capacidad de la memoria inmunoldgica especifica, y esto
depende del funcionamiento cpleto de todos estos genes y sus productos proteinicos. Gran pgarte de
esta respuesta inmune se lleva a cabo dentro de los tejidos linfoides y células especificas dg la sangre
periférica. En este trabajo nos centramos en cuatro tejidos: tejidos inmuaeswméa del intestinoly
branquias y tejidos linfoides del rifion y el bazo. Dos puntos importantes que<se notaron fugron los
cambios significativos en la expresion que se producen en el momento del destete, y la exprekion de la
serie completa de genes exaatos no se realizé hasta 86 dias después deda eclosién. Por lo tanto, 86
dias después de la eclosion seria la fecha mas temprana en la que el sistemainmunitario regponderia ¢
la vacunacion. El destete es una época de estrés fisiol6gico para lasiéapeses. El cambio de
alimentacion significa que el sistema inmune inmaduro esti siendo expuesto a nuevas fyentes de
antigeno por primera vez. Esto se ve claramente con la expresion de péptidos antimicrobianos cuya
expresion se desencadena por la exp@si@ proteinas bacterianas y sus péptidos antigénicos
componentes. Cada uno de estos efectores antimicrobianos se expresa diferencialmente fen tejidos
particulares. La piscidina se expresa preferentemente en las branquias, un. sitio primario de ekposicion
aantigenos del ambiente, mientras que la hepcidina se expresa mas altamente en el rinidn donde se filtra
la sangre y muchas particulas extrafias son fagocitadas por los glébulos blancos producidos ¢n el rifién
pronephron(Fig. 68).
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Figura 68. A). Expresion de piscidina en tres puntos de tiempo diferentes en‘cuatro tejidos distintos. B. E
de hepcidina en tres puntos de tiempo diferentes en cuatro tejidos distintos. C. Expresion de la defens
puntos de tiempo diferezg en cuatro tejidos distintos. La expresion de cada uno de los péptidos antimicn
identificados es especifica del tiempo y del tejido.

Las respuestas proinflamatorias estan controladas por multiples vias de sefializacién qu

presion
Ina en tres
bbianos

utilizan

citoquinas comanensajeros. Durante las investigaciones, se encontraron multiples isoformas dgl factor
de necrosis tumoral e interferon (Milne et al 2017; Milne-et-al. 2018). Las mudltiples isoformhas de
interferén (IFNc, IFNd e IFNh) son interesantes porque sugieren ef@ nespuesta antiviral dl

sistema inmunoldgico, ya que esta citoquina es una de las principales moléculas de sefializdcién para
provocar una respuesta inmunitaria antiviral. Como se ve.en la Fig. 69, las diferentes isof¢grmas se
expresan de manera distireén cada uno de los tejidos analizados (Milne et al. 2018).
IFN isoforms
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£ 0.03
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o | HEENC o C _ 14 C
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Figura 69. Expresion constitutiva de isoformas de IFN de corvina en cuatro tejidos inmunes. El ARN jotal se
extrajo de los tejidos y los transcritos de IFN se detectaron mediante gP@& maézaron a GAPDH. La grafida
muestra cédmo cada subgrupo se expresa en relacién con los demés dentro de un tejido. HK = cabeza dl rifién, SP
= bazo. Las barras son unidades arbitrarias medias + SEM, N = 10. Las letras denotan diferencias sigiftffcativas
<0.05) entre subgrupos dentro de un tejido.
Como se muestra arriba, el repertorio innato antibacteriano y antiviral de las respuestas dgl sistema
inmune de la corvina no es insignificante. La respuesta a los patdégenos parasitarios que contucen ala
pablogia esta algo menos bien documentada. Una revision de la patologia que afecta a I& corvina
muestra que hay algunos informes de enfermedades bacterianas (vibriosis, nocardiosis){ ciliados
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(Amioloodinium sp.) Y varios trematodos (Merella et al., 2009¢eifigo et al. 2010; Elkesh et al. . 20

12;

Soares et al. 2018). Se sabe que parasitos como Sciaenacotyle panceri, que se encuentra en I]s branquic

de corvina (Merella et al. 2009), causan mortalidad en granjas en el Mediterraneo y req
desarrollo deratamientos apropiados.

Con este objetivo, la investigacion se centro en el uso de aceites esenciales (OE) con propi

ieren el

pdades de

vermicida que tenian el potencial de mezclarse en el alimento, por lo que podian administrarge por via

oral. Se realizdé una prualpara evaluar la tolerancia de los peces a cada producto quimico
considero un tratamiento potencial. Al final de cada prueba, los peces se sacrificaron humana
tomaron muestras de las branquias y la sangre. Las branquias se fijaronay@mnalr histologia pal
evaluar cualquier dafio causado a nivel del tejido, ya sea por el tratamiento potencial o por e
en caso de que se encontraran en la poblacion de prueba durante el curso de los ensayos de
Se extrajo plasma d& sangre y se analizaron los niveles de cortisol, glucosa 'y lactato, g

que se
entey se
a

parasito
ratamientc
le son

indicadores generales de estrés. Se repitieron los tratamientos que demostraron una eficacialpotencial.

Se realizaron cuatro pruebas. El primero en elegir los aceites acepiagbpgscado, el segundo ¥

tercero evaluaron la toxicidad del aceite de canela y menta durante 6 semanas. Aunque el tract

el
digestivo

no se altero, los peces no se alimentaron bien y crecieron menos. Sin embargo, tenian nivelesjmas bajos
de glucosa eralsangre, un posible indicador de estrés reducido o relacionado con el comportamiento

de alimentacién reducido. También se desarroll6 un modelo de desafio en el que los peces se
utilizando huevos del parasito, Sciaenacotyle panceri, para gasbpropiedades terapéuticas de
aceites seleccionados.

Se realiz6 un experimento final para probar la eficacia de la.canela como parasiticida para

infectaron
0s

corvina

I
infestada con S. panceri. Se confirmé que los peces tenian parasitos antes de que coienzara el

experimento. Para el experimento de tratamiento se prepararon tres dietas, una dieta no tratad

con EO de canela y una nueva dieta preparada con un.extracto acuoso de Echinacea. Ech

seleccionada ya que recientemente varios estudioddmostrado sus propiedades inmunoestimul
en peces (Bulfon et al, 2017; Guz et al 2014; Oskoi et al 2012), y se decidié investig
inmunoestimulante beneficiaria a’'los peces con parasitos. Después de tres semanas, la pre
cada uno déos grupos de tratamiento se muestra en'la Tabla 28

Tabla 1. Resumen de resultados

Treatment Prevalence (%) Intensity (>5 ind/ gill) | Intensity (>8 ind/gill)
Control 100 15 2

Echinacea 100 15 10

Cinnamon 60 0 0

, una diete
nacea fue
ntes

r si un
alencia er

Se evaluaron los parametros de estrés y defensa inmune, pero no se detectaron diferencias significativas

entre los tratamientos. El aceite de canela también se prob6 in vitro y en una concentracion de
el que maté al 100% de los individuos de Shaesii en 4'21 ". El aceite de canela también mg
propiedades inmunoestimulantes. En general, la canela mostré un claro potencial para t
parasitosis con S. pancerii cuando se administra por via oral a la corvina juvenil.

73

| 0,2% en
Stro
atar una

Manual Técnicd CORVINA (Argyrosomus regius)




_ 48

»
v

<DEpa

EU-FP7, DIVERSIFY 603121

6. Mercado, percepmn del consumidor, nuevos productos y modeg

de negocio.
(Liderado poiGemma Tacken, Wageningen University and Research, The Nethgrlands

o

La investigacion socioecondémica en DIVERSIFY incluye un enfoque de desarrollo de mercado

plicado,

aclaraciones sobre la percepcion de los productos de la acuicultura, evaluacion de la denmpanda del
mercado, preferencias de los consumidores, desarrollo de nuevos productos (Fig. 70), valor agjregado y

desarrollo del mercado. Los estudios se han realizadmemmercados de pescado europeos: Fr
Alemania, Italia, Espafia y el Reino Unido.

Analisis de Mercados
Machiel Reinders, Wageningen University and Research, The Netherlands

El andlisis de mercado demostré que a los compradores imporotegafiplo, a los minoristas) e
los cinco paises les resulta muy dificil posicionar a las 6 nuevas especies (por ejemplo, co
relacion con las especies actuales en el mercado.

Las especies como la corvina a veces se conocen como capturas silvestrasnpsrcomo productgs

acuicolas. Sin embargo, los compradores industriales no posicionan facilmente este pescado
con otras especies de peces.
Los compradores estan abiertos a recibir nuevas especies en las siguientes condiciones:

A Edducto debe ser cultivado de forma sostenible,

cia,

N
vina) en

n relacion

A EI producto debe estar disponible como| prod
A EI producto debe ser f8cil de preparar|y |/
A EI pr od uugntpeciodca@npeaditive. e.n e
Desarrollo de Nuevos Productos
Marija Banovic, MAPP Centre, Department of Management, Aarhus University, Denmark; JRocio
Robles, Ctaqua, Spain
La cocreacioncon los consumidores identificé ideas de productos muy prometedoras para|nuevos
productos de pescado por pais investigado.
También se identificaron los.impulsores y las barreras mas importantes para la eleccion de lds nuevas
ideas de productos, asi conas recomendaciones para el desarrollo de nuevos productos de gspecies
de peces seleccionadas.
Doce.ideas de productos han sido evaluadas para determinar la viabilidad técnica y la vida Gtl, tres de
ellas de corvina: ensalada lista para comer con pesoathing), filetes de corvina congelados divididos

en porciones dobles y hamburguesa de pescado con la forma de un pescada (Fig. 70)
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Figura 70. Nuevos productos deorvina desarrollados en Diversify: ensalada lista para comer con pg

scado

(corvina) (arriba a la izquierda); Hamburguesa de pescado con la forma de un pescado (arriba a la dereclja) y filetes

de corvina congelados divididos en porciones dobles (abajo).

Caracterizacion sensorial de nuevas especies de peces y aceptacion potdglartasumidor de lo
nuevos productos desarrollados.
Luis Guerrero, IRTAEspafia

Las nuevas especies de peces deben introducirse adecuadamente para crear una diversific
mercado actual. Los pardmetros sensoriales, de composici@xtula instrumental y las propiedac
somaticas de DIVERSN-cinco especies de peces emergentes, a sdtsgnaseriola lisa, corvina y,
lucioperca se examinaron con fines de caracterizacion.

U7

acion en e
es

En cuanto a los parametros de composicion, el contenidorata due uno de los aspecjos

discriminatorios mas relevantes entre las especies, mientras que la dureza fue una de
diferenciadoras cuando se trato de textura.
Se describié una mayor cantidad de ambar.con sabor arhanigpgercase describié comorupescadg

las mas

blanco quebradizo, pastoso y un salmonete gris se caracterizd’por un sabor amargo. La firmez4q sensorial

era claramente distintiva para los pecios, mientras.que la corvina se relacionaba con la texturg
Las especies en este estudio exhdriarna amplia gama de caracteristicas fisicoquimicas y sens
gue muestran su potencial para ser explotadas aun mas al disefiar nuevos productos.

En una prueba de aceptacion del consumidor, se demostro la influencia de proporoiforandaion
del producto en el grado-de aceptacion del consumidor (Fig.71). En el caso de la corvina, se
como una ensalada de pescado lista para comer y una hamburguesa de pescado con la fq
pescado. En general, los productos con un ngnaoio de procesamiento fueron aquellos que gene

mayor aceptacioén esperaday real
FR ES DE UK IT Overall

MBlind

7.5

7,0

6,5

5

n

5,0

Expectations M Fullinfo

Figura 71. Resultados de las pruebas de aceptacién de los consumidores para los nuevos productos de
realizados en 5 paises europeos. Los consumidores no fueron informados sobre el producto (barra azu
conocer el producto que se iba a probates pregunté sobre sus expectativas (barra naranja) y finalmente tu
la informacion completa antes de probar el producto (barra verde).
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