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Introduccion

La cherna es una de las especies més grandes de la familia
Serranidae, alcanzando un tamafio de 100 kg. Es un pez de
aguas profundas que se distribuye por casi todo el mundo y
se caracteriza por una prolongada fase peléagica juvenil
(Sedberry et al., 1999; Ball et al.,
2000; Deudero et al., 2000). La cherna es una de las
nuevas especies para acuicultura mas interesantes, gracias a su rapido crecimiento (Suquet & La
Pomélie, 2002; Rodriguez-Villanueva et al., 2011), a una madurez reproductiva tardia (Sedberry
et al., 1999), al alto precio de mercado y a las capturas limitadas — las cotas de captura se
redujeron un 90 % en 2012 en EE.UU. (NOOA, www.fishwatch.com)- y a la facilidad de
manejo en cautividad (Papandroulakis et al., 2008) Rodriguez-Villanueva et al., 2011). Su gran
tamafio lo hace apropiado para el procesado y el desarrollo de productos con valor afiadido, y su
distribucion cosmopolita podria facilitar las exportaciones desde la UE.

La cherna se adapta facilmente a la cautividad y a pesar de su gran tamafio, no se ha informado
de mortalidades debido a la manipulacién. Acepta el alimento inerte con facilidad y es un
carnivoro voraz. En un estudio realizado con individuos capturados en el medio natural se
observo que los peces crecian de 1 kg a 5 kg en un periodo de 10 meses (Rodriguez-Villanueva
et al., 2011). La lenta maduracion reproductiva de la cherna, que en cautividad tiene lugar a una
edad entre 5y 10 afios, puede ser un problema para la obtencion y gestion de los reproductores.
Por el contrario, su prolongada fase juvenil es una gran ventaja desde el punto de vista de la
acuicultura, ya que permite la comercializacion antes de la madurez sexual, y por tanto evitar
problemas ligados a la maduracion tales como la reduccion del crecimiento o la pérdida de
calidad de la carne y de las propiedades organolépticas. Se ha demostrado que el crecimiento
estd intensamente determinado por el sexo y que las hembras de cherna son significativamente
mas grandes que los machos, tal y como se ha observado en muchas otras especies (Rodriguez,
J.L.2017).

La cherna es una especie no tropical, distribuida globalmente, que habita las costas
continentales y las islas oceanicas a profundidades de 100-1.000 m (Roberts, 1989), formando
tres poblaciones genéticamente diferenciadas, en el Atlantico norte y el mar Mediterraneo, en
Brasil y en el Pacifico sur (Ball et al., 2000). Se trata de una especie gonocérica sin dimorfismo
sexual, que desova en el talud continental a profundidades entre 300 y 500 m, formando
agrupaciones para desovar (Peres & Klippel, 2003). El establecimiento de métodos para el
control del desove y la produccion de huevos de buena calidad es esencial para la produccién de
cualquier especie animal. La descripcién del ciclo reproductivo, aunque no permite la
identificacion del periodo de desove y las preferencias para desovar de cada especie
(temperatura y fotoperiodo), permite reconocer posibles disfunciones reproductivas y el
desarrollo de protocolos para la induccion al desove y la produccién de huevos viables
(Mylonas et al., 2013).

La ausencia de control de la reproduccion y de protocolos consolidados para el cultivo larvario
ha sido el mayor cuello de botella que han impedido hasta el momento la acuicultura de la
cherna. Se ha logrado con relativo éxito la recoleccién de huevos de reproductores en cautividad
mediante induccién hormonal (Papandroulakis et al., 2008) y mediante presién abdominal en
peces madurados de forma natural (Peleteiro et al., 2011). Se han descrito el desarrollo
embrionario y las primeras fases de vida (Papandroulakis et al., 2008; Peleteiro et al., 2011), y
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ambos indican que el gran tamafio de los huevos de esta especie (~2 mm de didmetro) puede
ofrecer notables ventajas para el cultivo larvario. Recientemente se ha logrado en Nueva
Zelanda la reproducciéon y el desarrollo larvario de un pariente muy cercano, el hapuku
(Polyprion oxygeneios) (Anderson et al., 2012; Symonds et al., 2014; Wylie et al., 2018a3;
Wylie et al., 2018b). La escasez de reproductores es una desventaja para esta especie, pero su
claro potencial biolégico y econdmico justificé la asignacion de parte de los recursos de
DIVERSIFY a reunir a casi todos los socios implicados actualmente en la domesticacion de la
cherna en Europa, para superar sus bien documentados cuellos de botella —es decir, la
reproduccion y el cultivo larvario- con el fin de producir el nimero necesario de juveniles para
iniciar la produccién comercial.

En este manual técnico proporcionamos toda la informacion obtenida durante los 5 afios del
proyecto DIVERSIFY relativo a la adquisicion de nuevos reproductores, la gestion de
reproductores y el control de la reproduccion, la nutricién y el cultivo larvario. Esta informacion
estad dirigida a organizaciones empresariales y de investigacion que estén interesadas en
investigar el potencial de la cherna para la acuicultura. Debido a que el trabajo sobre la cherna
todavia est4 en marcha, todavia no se han evaluado en detalle todos los datos, y por tanto no se
presentan todos aqui. Sin embargo, estaran disponibles préximamente en el sitio web del
proyecto (www.diversifyfish.eu).

Reproduccion y genética

Adquisicion de ejemplares salvajes y establecimiento de un grupo de
reproductores en cautividad

Fatima Linares, Centro de Investigaciones Marifias (CIMA), Conselleria do Mar, Xunta de
Galicia, Espafia. José Luis Rodriguez Villanueva, Instituto Galego de Formacion en
Acuicultura (IGAFA). Conselleria do Mar, Xunta de Galicia, Espafia. Antonio Vilar, Aquarium
Finisterrae Museos Corufieses A Corufia, Espafia.

La cherna es un pez de aguas profundas distribuido por todo el mundo. Los individuos
demersales habitan fondos rocosos y fangosos, a profundidades entre 40 y 200 m; sin embargo,
con frecuencia se encuentran individuos a profundidades mayores de 300 m, y la profundidad
méaxima registrada es de 1.000 m (Fischer et al., 1987). La primera parte de su vida (desde la
eclosion hasta un tamafio corporal sobre 60 cm) es pelégica y los juveniles viven asociados a
residuos flotantes cerca de la costa. En Galicia, las ciudades de Vigo y A Corufia son los dos
puertos mas importantes para la venta de cherna (Fig. 1). Las ventas han disminuido de 60,5 t
(2007) a 10 t (2017) en A Corufia y de 102 t (2007) a 10 t (2017) en Vigo. El precio en los
Gltimos 10 afios ha variado entre los 13 y los 22 €/kg (Fig. 2). La mayoria de las capturas
proceden de la pesqueria de las Azores.

Hay dos métodos principales de captura: mediante red (similar al cerco) que rodea los objetos
flotantes y los juveniles (<3 kg) y mediante linea para los adultos (>3 kg) (Fig. 3). La época de
pesca de la cherna es entre abril y julio.

Manuales técnicos — Cherna (Polyprion americanus) 4
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Figura 1. Evolucion de las ventas de cherna en los puertos de Galicia (2007-2017). A Corufa
(rojo) y Vigo (azul).
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Figura 2. Evolucion de los precios de la cherna en Galicia (2007-2017).

La disminucion de las capturas de cherna en Galicia dificulta la obtencion de individuos para
incrementar los stocks de reproductores en cautividad. Se capturd un pequefio nimero de peces
en la costa atlantica (NO de Espafia) que se mantuvieron en cuarentena. Previamente a los
muestreos, los animales fueron anestesiados y se midieron la longitud, el perimetro y el peso. Se
tomo también una muestra de la aleta para anélisis genético. La captura de adultos (>3 kg)
resulta dificil ya que la subida a la superficie debe realizarse muy lentamente para evitar
problemas de descompresion que pueden causar la muerte del pez.

La muerte en los peces se debe principalmente al barotrauma, una sobreexpansion del gas de la
vejiga natatoria. Cuando el pez se sube demasiado rapido a la superficie, el gas se expande y
ocasiona la ruptura de la pared de la vejiga natatoria, causando una hemorragia y el colapso de
los dérganos internos que provoca la muerte del pez a las pocas horas. Por tanto, el pez debe
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subirse lentamente para dar tiempo a evacuar el gas expandido. Tan pronto como el pez cae en
el anzuelo, la linea debe subirse lentamente. Una vez que el pez estd en la superficie, debe
evitarse izarlo fuera del agua mediante la linea. Es aconsejable recoger el pez del agua mediante
una red no abrasiva. El pez debe ser transferido a un tanque con agua y anestésico. Una vez los
individuos estan sedados, se puede proceder a la extraccion del anzuelo. A continuacién se
transfiere el pez a un tanque nuevo con oxigeno y agua limpia. Al llegar al puerto, los peces se
transfieren a un camidn equipado con un tangque con oxigeno. Después de esto, los individuos se
trasladan a las instalaciones y se mantienen en cuarentena.

Figura 3. Pesca con anzuelo (izquierda) y con linea de profundidad (derecha).

Descripcion del ciclo reproductivo en cautividad

Constantinos C. Mylonas, Centro Helénico de Investigacion Marina, Grecia.

Cuatro lotes diferentes con nimeros variables de reproductores (capturados del medio natural
como juveniles) se estabularon en instalaciones de investigacion en Grecia y Espafa: el Centro
Helénico de Investigacion Marina (HCMR, n=3) en Heraklion, Creta y en 3 instalaciones en
Espafa: Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO, n=13) en Vigo; Aquarium Finisterrae (MC2,
n=21) en A Corufa; and Conselleria do Medio Rural e Marifio (CMRM, n=11) en Pontevedra.
Con la excepcién del lote del HCMR que se mantuvo a una temperatura del agua constante (15-
16 °C) durante todo el afio, los otros tres grupos se mantuvieron en condiciones de temperatura
relativamente similares, entre 12 y 18 °C. Se examiné el estado de desarrollo reproductivo de
los peces entre marzo de 2015 y octubre de 2016, comprendiendo dos épocas de desove (2015 y
2016) y una época reproductiva completa. Las muestras se llevaron a cabo mensualmente entre
febrero y junio y bimensualmente de julio a enero.

La vitelogénesis en la cherna es un proceso largo y comienza en octubre (Fig. 4), muchos meses
antes de que pueda lograrse los primeros desoves. Durante la época prevista de puesta, de
maduracion ovocitaria temprana o vitelogénica, el diametro de los ovocitos alcanza un méximo
entre 1.200 y 1.600 pm. Los machos pueden encontrarse en condiciones de producir esperma
durante todo el afio, como se observo en los cuatro emplazamientos (Fig. 5).

Manuales técnicos — Cherna (Polyprion americanus) 6
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Figura 4. Diametro (media * d.e.) de los ovocitos de las chernas (Polyprion americanus) del
HCMR (a) y de los tres lotes de reproductores en Espafia (b) durante los ciclos reproductivos
anuales de 2015 y 2016. Los nameros en el interior de las barras indican el nimero de hembras
biopsiadas en cada mes. Los asteriscos (*) indican valores significativamente méas bajos que los
méaximos observados (abril 2015).

El porcentaje de motilidad del esperma mostro valores altos y poco variables durante los dos
afios de estudio (60-90 %). La duracion de la motilidad del esperma fue de entre 2 y 6 minutos,
y fue més prolongada que la de muchas de las especies comunes de la acuicultura mediterranea.
La densidad espermatica mostrd valores elevados durante todo el afio (4-18 x10°
espermatozoides ml™), y la supervivencia de los espermatozoides a 4 °C vari6 entre 3 y 14 dias.
Los desoves esponténeos se lograron a finales de la primavera en todos los afios monitorizados,
pero el éxito de la fertilizacion fue generalmente bajo y variable (Fig. 6).

Los resultados de DIVERSIFY ponen de manifiesto que las hembras de cherna pueden
adaptarse a la cautividad, madurar y producir huevos tanto bajo temperaturas naturales
fluctuantes como bajo temperaturas bajas constantes. Las hormonas sexuales esteroideas en el
plasma de las hembras se correlacionan bien con los estadios de maduracién (datos no
mostrados). Sin embargo, en algunas hembras el desarrollo de los ovocitos cesa en el estadio de
alvéolo cortical y éstos no crecen més de 350 um, o dejan de hacerlo en la fase de vitelogénesis
y no alcanzan la maduracion.

Por otra parte, los machos producen esperma de buena calidad y en buena cantidad, capaz de
fecundar los ovocitos producidos. Ademas, los machos pueden producir esperma a lo largo de
todo el afio, estando disponible para los acuicultores para proceder a la fecundacién artificial en
cualquier momento. Los niveles de hormonas sexuales esteroideas en los machos aumentan
cuando éstos estan espermiando, lo que sugiere que excepto para la 17,20B-P, los niveles de

Manuales técnicos — Cherna (Polyprion americanus) 7
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hormonas se correlacionan correctamente con los estadios de maduracion (datos no mostrados).
Una disfuncion reproductiva que puede atribuirse a las chernas macho es el bajo porcentaje de
fecundacion observado en gran nimero de desoves espontaneos. En algunos casos, aunque las
hembras ponen una gran cantidad de huevos, éstos no son fecundados, un fenémeno que puede
ser atribuido a un fallo en el comportamiento del cortejo por parte del macho.
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Figura 5. Porcentaje de chernas macho en diferentes fases de espermiacién en funcion del mes
en el HCMR (a) y en los tres lotes de reproductores en Espafia (b), desde febrero de 2015 hasta
octubre de 2016. El indice de espermiacion se determind segln una escala subjetiva, con SO =
sin liberacion de esperma; S1 = solo una gota de esperma liberada después de multiples intentos
de presion abdominal; S2 = esperma liberado facilmente después del primer intento de presién
abdominal y S3 = esperma liberado de forma abundante incluso sin necesidad de presion
abdominal. Los numeros en el interior de las barras indican el nimero de machos examinados
cada mes.

En el dltimo afio de proyecto, se han obtenido mejores resultados en términos de desoves
espontaneos y la produccion de huevos fertilizables, 1o que dio lugar a un mayor nimero de
larvas viables. En una ocasion, dos machos fertilizaron 40 desoves, con un porcentaje de
fecundacion entre el 80 % y el 100 %. Los resultados estan siendo evaluados y no se han
incluido en este manual, pero estaran disponibles préximamente en la pagina web del proyecto.
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Figura 6. Fecundidad relativa y fertilizacion (%) medias de los desoves espontaneos de los
reproductores de cherna obtenidas en el HCMR (a), IEO (b) MC2 (¢) y CMRM (d) durante

2015, 2016 and 2017.

Procedimientos para el desove espontdneo e inducido

Blanca Alvarez-Blazquez, Instituto Espafiol de Oceanografia, Vigo, Espafia.

Durante los afios 2014 a 2018, los cuatro lotes de cherna en sus respectivas instalaciones: MCA,
IGAFA AND IEO (Fig. 7) fueron observados para analizar los aspectos reproductivos, de
cultivo larvario y nutricion, con el objetivo de determinar las mejores condiciones para que esta
especie se convierta en candidata para la acuicultura europea.

Manuales tecnicos — Cherna (Polyprion americanus)
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Fig 7. Differentes lotes de reproductores de cherna en las cuatro instalaciones, de izquierda a
derecha: wreckfish broodstock at the fourth facilities: HCMR (Creta). MC2 (A Coruiia), IGAFA
(Illa de Arousa) e IEO (Vigo).

Los peces se mantuvieron en una variedad de condiciones ambientales en cuanto a tamafio de
tanque, régimen fototérmico, incluyendo tanques en interior y en exterior bajo condiciones
ambientales naturales, y tanques en interior con condiciones fototérmicas simuladas o
temperatura constante. Esta especie exhibe una alta tasa de crecimiento y facil adaptacion a
ambientes de cautividad, asi como tolerancia al manejo. Durante la época reproductiva (de
marzo a julio) se observaron bajas tasas de alimentacion, mientras que durante el otofio la tasa
de alimentacion fue més alta (Fig. 8). La tasa de ingestion vario entre el 0,2 y el 0,5 % para los
peces alimentados con dieta semihimeda, y entre el 1 y el 1,8 % para los alimentados con
pienso seco.
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Figura 8. Ingestion de alimento total por tanque y dia durante un afio en los dos stocks de
cherna del IEO.

Por otra parte, se analizé la composicion bioquimica de los huevos y las gdnadas de las hembras
con el fin de desarrollar una dieta apropiada para los reproductores de esta especie. La mayoria
de los resultados figuran en la seccion Nutricion de este manual (ver mas adelante). Se
encontraron algunas diferencias entre el contenido de carotenoides y vitaminas de las gdnadas
de hembras salvajes maduras y el de los huevos obtenidos en distintas condiciones de
estabulacion y alimentacion. Estos datos se estan evaluando y se publicardn préximamente en la
pagina web del proyecto DIVERSIFY.
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Existen tres procedimientos para obtener desoves de cherna en cautividad (Fig. 9):

1. Desoves naturales y espontaneos en tanques grandes (>40 m3), recogiendo los huevos a
medida que salen por el desaglie del tanque (Fig. 9a)

2. Induccion del desove mediante hormonas exdgenas (GnRHa) (Fig. 9b). Este método
puede llevarse a cabo en tanques grandes (>40 m3) en condiciones fototérmicas
controladas, permitiendo que los peces desoven espontaneamente.

3. Induccion del desove seguida de presion abdominal de las hembras y machos maduros
mantenidos en tanques pequefios, y fecundacion in vitro (Fig. 9c).

Implante

hormonal

(b) Desoves por
presion

abdominal
(<) Fecundacion

__artificial

Recogida
espontaneos
de huevos
(a)

Desoves
de cherna
en
cautividad

Huevosenagua de l ’
mar (huevos
viables flotantesy

huevosnoviables
enelfondo)

Figura 9. Distintos procedimientos para obtener puestas de cherna en cautividad.

Las hembras experimentan la vitelogénesis y la maduracion de los ovocitos de forma
espontanea en cautividad, y tuvieron puestas naturales sobre todo en los grupos mantenidos en
Espafia, con mayor regularidad y tasas de fecundacion a medida que el proyecto progresaba y
aumentaba la experiencia en el manejo de los peces (Fig. 10)

En estos ultimos afios, el nimero de puestas espontaneas se ha incrementado, y se ha reducido
el nimero de puestas inducidas. La razon es probablemente una mejor adaptacion de las
hembras a condiciones de cautividad y la promocién del ciclo natural de maduracion, lo que da
lugar no solamente a la vitelogénesis, sino también a la maduracion espontanea de los ovocitos

(Fig. 11).

Manuales técnicos — Cherna (Polyprion americanus) 11
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Figura 10. Puestas naturales totales de los tres grupos de reproductores en Galicia (IEO, MC2 y
CMRM) entre 2015 y 2018.
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Figura 11. Porcentaje (%) de puestas espontaneas, inducidas mediante presién abdominal e
inducidas mediante GnRHa (analogo de la hormona liberadora de gonadotropina) de los lotes de
reproductores de cherna de Galicia en los Gltimos 3 afios.

m GnRHa
induction (5)

El comportamiento natural de puesta se caracteriza por la persecucion de las hembras por parte
de los machos, y la liberacion de los gametos a continuacién. La puesta tiene lugar durante la
noche o muy temprano por la mafiana. En 2017 y 2018, las puestas espontaneas en el IEO, el
MC2 y en la CMRM dieron lugar a un gran nimero de huevos fecundados y una alta tasa de
fecundacion. La frecuencia de puesta fue de 3-5 dias en todos los lotes y la hora de la puesta fue
principalmente entre las 05:00 y las 08:00 h, con alguna excepcion de puestas al mediodia. La
tasa de fecundacion se situd entre el 50 % y el 100 %, siendo la calidad de los huevos mejor
hacia la mitad o el final de la época de puesta de cada hembra. Se observé que una hembra es
capaz de desovar unas diez veces por cada época de puesta.
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Con respecto a los machos, la maduracion sexual tiene lugar en la misma época que la de las
hembras, alcanzando su pico en los meses de abril a junio, con concentraciones maximas de 25-
35 x 10° espermatozoides/ml. La motilidad de los espermatozoides es alta, con valores medios
de 2-3 minutos, y supervivencia media a 4 °C de 4 dias. Sin embargo, en algunos casos los
espermatozoides pueden llegar a los 18 dias de supervivencia tras la recogida. En las
instalaciones del IEO, se comprobd que un macho puede fecundar al menos 30 puestas en un
periodo de 150 dias.

Se han registrado las caracteristicas de los huevos y la embriogénesis de la cherna. Los huevos
presentan un didmetro grande (1.996+0,034 mm) y contienen una gran gota lipidica. La eclosion
tiene lugar después de cinco dias de incubacién a una temperatura del agua de 16+0,8°C (Fig.
12). Los experimentos de incubacién se describen en la seccidn de cultivo larvario.

Figura 12. Desarrollo embrionario de la cherna a 16+0,8°C.

Durante los experimentos de induccion hormonal, se implantaron 500 pg de GnRHa a las
hembras de tres de los cuatro lotes. La respuesta de las hembras a los implantes de GhRHa
varid, desde la ausencia de respuesta en 2015, puestas espontaneas o inducidas mediante presion
con huevos no viables en 2016, hasta los buenos resultados en fecundacion pero no en eclosion
en 2017. Solamente hubo una puesta que permitio el cultivo larvario con éxito hasta los 25 post-
eclosion en 2016.

La necesidad de mas informacion en este aspecto hizo necesario utilizar mas hembras. Asi, se
utilizo el lote de la empresa Isidro de la Cal (Espafia), y se trabajé con dos de sus hembras en el
marco de un acuerdo realizado para este proposito. Los experimentos se llevaron a cabo durante
los meses de junio y julio de 2017. Como resultado, se obtuvo mas informacion sobre el tiempo
de ovulacion tras la induccién con GnRHa (Fig. 13). Los resultados sugieren que el tamafio de
ovocito apropiado para la implantacion de la GnRHa es >1.200 um, pero podria ser mejor si los
ovocitos superan los 1.300-1.400 um. Ademas, se observé que las inyecciones de GnRHa son
més efectivas que los implantes, y generan una respuesta méas rapida. Uno de los riesgos es la
formacion de tapones gonadales, si la dosis de hormona no es adecuada. Los resultados
muestran un periodo de respuesta de unos seis dias tras la inyeccion de hormonas.
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Figura 13. Experimentos de induccion a la puesta con una hembra de la empresa Isidro de la
Cal (Espafia).

En 2018 se realiz6 otro experimento con una hembra de MC2 inducida mediante un implante
con una dosis mayor de GnRHa, con buenos resultados en cuanto a tamafio de puesta tras 6 dias
de induccidn. Estos mismos resultados se habian alcanzado el afio anterior mediante inyecciones
en las instalaciones de Isidro de la Cal.

Por otra parte, los métodos de induccion de la maduracion y la puesta mediante hormonas
gonadotrépicas (FSH y LF de Rara Avis, Espafia) han demostrado ser bastante eficientes para
estimular el desarrollo ovocitario completo en algunos individuos de cherna en los que esto no
ocurre de forma natural en cautividad. Los resultados de este trabajo muestran que el uso de
FSH y LH estimula el desarrollo gonadal, pero es necesario llevar a cabo pruebas con un mayor
namero de individuos y diferentes dosis de hormonas.

En cuanto al método de induccion de la puesta mediante presion abdominal en la cherna, éste es
factible en hembras maduras que presentan dificultades para desovar espontdneamente tras la
induccidn con GnRHa, pero no en hembras que desarrollan la maduracion ovocitaria de forma
natural (sin hormonas exdgenas). Esto se debe a que los individuos adultos son pesados y el
estrés causado por la presién abdominal puede dar lugar a problemas con la calidad de los
huevos y el éxito de la fertilizacion.

Caracteristicas del esperma y criopreservacion

Christian Fauvel, IFREMER, Francia.

En DIVERSIFY se establecié un Andlisis de Esperma Asistido por Ordenador (CASA) para la
evaluacion de la calidad del esperma de la cherna. El método estd disponible en forma de un
video que describe el procedimiento de activacion del esperma y el analisis CASA en la pagina
web del proyecto (www.diversifyfish.eu). Se determinaron los pardmetros del CASA que mejor
se adaptaban al analisis del esperma de la cherna, para optimizar la capacidad del analisis para
evaluar el potencial de fertilidad del esperma en el transcurso de futuros experimentos de
desove. Los analisis demostraron que el esperma de las chernas en cautividad comparte patrones
de motilidad tanto con peces marinos como de agua dulce, basados en una activacién general de
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todos los espermatozoides en el momento de la eyaculacion en un ambiente activador; a
continuacion se produce un descenso de la motilidad hasta su cese total en un breve intervalo,
entre 30 segundos a algo més de 20 minutos debido al agotamiento de las reservas energéticas,
gue no se recuperan debido a la escasa respiracion.

La concentracion media de espermatozoides en el semen de la cherna fue 2,41 x10%° (sd: 0,4
x10", n=9) por ml en Galicia en el mes de enero, mientras que de abril a septiembre en Creta,
Grecia la concentracion permanecié en valores alrededor de 1 x10%, sin diferencias
significativas entre muestreos. En 2015, la concentracion alcanz6 valores superiores de hasta 2
x10%. La desviacion estandar fue muy alta entre las distintas localizaciones y entre los distintos
machos, y no es posible concluir que hubiese diferencias significativas en la concentracion de
espermatozoides entre las chernas de Galicia y las de Creta. Estas concentraciones no difieren
de valores previos (entre 1,5 y 2,71x10" espermatozoides/ml) de los reproductores del HCMR.
Finalmente, la concentracion en el esperma extraido mediante presién abdominal fue del mismo
orden de magnitud que en especies pelagicas como la lubina (Dicentrarchus labrax), la dorada
(Sparus aurata) o la corvina (Argyrosomus regius) y fue mayor que en el lenguado (Solea
solea) y el rodaballo (Scophthalmus maximus).

El esperma fresco mostro un elevado porcentaje de motilidad inicial en el momento de
la activacion, y una disminucién regular a lo largo del tiempo durante 5 minutos. La
velocidad inicial media a lo largo de una trayectoria lineal fue de unos 230 pm/s,
descendiendo progresivamente a 0 tras 5 minutos (Fig. 14). Esto fue corroborrado por la
disminucion de la linearidad de las trayectorias calculadas mediante la relacion entre la
velocidad media y la velocidad en linea recta (Fig. 14).

Las chernas macho produjeron un gran volumen de esperma féacilmente extraible con una
concentracion considerada como media para peces marinos, y desde luego muy superior a la de
los peces planos. Ademas de estas caracteristicas generales, la puesta en marcha de un protocolo
de CASA adaptado al esperma de la cherna demostrd que éste presenta un alto porcentaje de
espermatozoides moviles en el momento de activacion y una de las velocidades iniciales méas
altas registradas en esperma de peces. Esta velocidad tan alta esta asociada a una gran duracion
del movimiento en comparacion con otras especies de peces marinos. Esta larga duracién
mostrd una trayectoria de doble forma. La primera trayectoria es recta (ligada a la busqueda de
ovocitos), pero a continuacion la trayectoria comienza a curvarse, lo que se interpreta como una
fase de busqueda del micropilo en la superficie del huevo. Ademas, los resultados obtenidos por
el CASA estan en linea con las observaciones de campo realizadas al microscopio, y las
complementan con datos objetivos que pueden ser analizados estadisticamente con mayor
facilidad.
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Figura 14. Parametros de motilidad de los espermatozoides de cherna. A) representacion
esquematica del movimiento de un espermatozoide ilustrando los tres parametros de velocidad
generados por CASA,; B) variaciones del porcentaje de espermatozoides moviles a lo largo del
tiempo; C) descenso de la velocidad de desplazamiento a lo largo del tiempo tras la activacion;
D) descenso de la linearidad de las trayectorias de los espermatozoides tras la activacion.

Nutricién
Eficacia del alimento vivo e influencia de los enriquecedores

Fatima Linares, Centro de Investigaciones Marifias, Conselleria do Mar, Xunta de Galicia,
Espana.

Los resultados de los anélisis bioquimicos realizados en la CMRM de las goénadas de chernas
hembra salvajes, y huevos y larvas obtenidos de peces mantenidos en cautividad se enviaron a la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (FCPCT) para desarrollar varios enriquecedores
para el alimento vivo destinado a las larvas de cherna. Durante 2017 se formularon tres
productos experimentales que reproducian los niveles de EPA, DHA y ARA encontrados en los
tejidos de chernas salvajes. Para la preparacion de estos enriquecedores experimentales, se
utilizé una combinacién de diferentes productos basados en microalgas: Chlorella en polvo
(>1% lipidos, > 12% proteina; Shaanxi Pioneer Biotech Co., Ltd, Xi’an, China), Microalgae
DHA Powder (>40% DHA; Shaanxi Pioneer Biotech Co., Ltd, Xi’an, China), and ARA Powder
(>40% ARA); Shaanxi Pioneer Biotech Co., Ltd, Xi’an, China)( Tabla 1).
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Tabla 1. Enriquecedores experimentales.

Enriquecedor experimental DHA-Rot ARA-Rot ARA-Art
Ingredientes (g kg™ dieta)

Polvo de Chlorella 500 500 400

Microalgae DHA Powder 400 400 500

ARA Powder 20 100 100

Los enriquecedores experimentales para rotifero se formularon con dos niveles de ARA
diferentes (3 % y 10 % de los &cidos grasos totales), mientras que el enriquecedor para Artemia
contenia un 9 % de ARA sobre el total de los acidos grasos. La composicion de todos los
productos se muestra en la Tabla 2. Se evalu6 el efecto de los nuevos enriquecedores en la
composicién bioguimica de los rotiferos y Artemia y los resultados muestran un
enriquecimiento eficiente de ambos tipos de presa. La influencia de los enriquecedores en las
larvas de cherna no pudo evaluarse, dado que en 2017 la cantidad y la supervivencia de las
larvas obtenidas no fue suficiente para llevar a cabo los experimentos necesarios.

Tabla 2. Composicion proximal (% material seca) y de acidos grasos (% de &cidos grasos
totales) de los enriquecidores experimentales. HUFA: acidos grasos altamente insaturados;
ARA, &cido araquidonico; DHA, &cido docosahexaenoico; EPA, acido eicosapentaenoico.

| DHATot |  ARARot |  ARAAR
Analisis proximal (% materia seca)
Lipidos 9,34+0,14 9,34+0,24 9,23+0,34
Proteinas 25,58+0,21 30,08+0,13 22,54+0,09
Contenido de acidos grasos (% total acidos grasos)
Saturados 19,39 17,61 21,95
Monoenoicos 8,30 8,76 8,35
n-3 48,82 45,72 45,14
n-6 20,87 25,43 24,26
n-9 4,55 5,65 4,88
Total HUFA n-3 44,20 41,42 44,62
20:4n-6 (ARA) 3,10 9,86 9,03
20:5n-3 (EPA) 6,33 5,87 6,40
22:6n-3 (DHA) 33,06 31,16 33,55
EPA/ARA 2,04 0,60 0,71
DHA/EPA 5,22 5,31 5,24
n-3/n-6 2,34 1,80 1,86
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En base a los resultados obtenidos en 2017, tres nuevos enriquecedores (dos para rotifero y uno
para Artemia) se formularon en 2018 y los experimentos sobre el efecto de las presas vivas
enriquecidas con estos productos en las larvas de cherna estdn todavia en desarrollo. Los
resultados estaran disponibles en la pagina web del proyecto proximamente.

Influencia de la alimentacion de los reproductores en la fecundidad y la
calidad de las puestas

Fatima Linares, Centro de Investigaciones Marifias, Conselleria do Mar, Xunta de Galicia,
Espafia.

Los requerimientos nutricionales de la cherna son por el momento desconocidos, y solamente
existen algunas referencias relacionadas con los lugares de alimentacion de las capturas
comerciales (Brick Peres & Haimovi, 2003), y las tasas de alimentacién en cautividad
(Papandroulakis et al., 2004). Recientemente, se han realizado algunos estudios sobre la
composicion de la cherna salvaje (Roncarati et al., 2014; Linares et al., 2015). El desarrollo de
dietas optimizadas para los reproductores es esencial para el futuro de la acuicultura de esta
especie. Los lipidos de la dieta y especialmente los &cidos grasos tienen un papel critico en la
produccion con éxito de gametos de alta calidad en los peces marinos (lzquierdo et al., 2001,
Sargent et al., 2002).

Los experimentos llevados a cabo en DIVERSIFY incluyeron:

v"Un estudio preliminar de la composiciéon bioquimica de algunos tejidos de chernas
salvajes y la comparacion con la composicion bioquimica de los tejidos de individuos
mantenidos en cautividad.

v' La composicion bioquimica de varios alimentos para reproductores con especial
atencion al contenido de 4cidos grasos.

v' El efecto de diferentes regimenes de alimentacion basados en alimento natural y
comercial seco en la composicion de &cidos grasos de los ovocitos y los huevos.

v' El efecto de los regimenes alimentarios en la fecundidad y la calidad de huevos y
esperma.

Para los experimentos preliminares, se muestrearon 91 peces de las Azores entre febrero de
2014 y abril de 2015. Los objetivos de este experimento fueron obtener informacion béasica
sobre esta especie, avanzar en el conocimiento de los requerimientos nutricionales de la cherna,
identificar potenciales déficits nutricionales y finalmente formular dietas adecuadas para los
reproductores.

Se extrajeron muestras de musculo, higado y génadas para su analisis y comparacion con la
composicién de los tejidos de peces mantenidos en cautividad (Fig. 15).
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Figura 15. Proteinas, lipidos y acidos grasos del musculo de chernas salvajes y mantenidas en
cautividad.

Los resultados muestran que la cherna presenta un cantidad de proteinas en el mdsculo muy
elevada (84 % en peces salvajes y 78 % en peces en cautividad) y que el nivel de lipidos es méas
bajo en los peces salvajes (7 % del peso seco) que en los peces en cautividad (25 %). En
relacién a la composicién de acidos grasos del masculo, los valores de PUFAs (acidos grasos
poliinsaturados) y n-3 totales son mas altos en las chernas salvajes (39 % y 34 % del total de
acidos grasos respectivamente) que en los peces mantenidos en cautividad (30 % y 24 %
respectivamente). EI DHA representa un 12 % en los peces cultivados y un 26 % en los salvajes.
El contenido de EPA es de un 7 % en los peces cultivados y un 4 % en los salvajes, y el ARA
representa un 1,6 % y un 3,1 % en peces cultivados y salvajes respectivamente. La relacion
EPA/ARA mostro valores de 4,6 en los peces cultivados y 1,5 en los salvajes.

Ademas se analizaron algunas muestras de gonadas maduras de machos y hembras salvajes,
mostrando altos contenidos de proteinas (60 % en hembras y 44 % en machos). El contenido de
lipidos representd un 21 % en las hembras y un 13 % en los machos). Los PUFA n-3 alcanzaron
valores superiores al 35 % tanto en hembras como en machos, con una gran cantidad de DHA
(25-31 %), mientras que el ARA represento un 7 % y un 10 % de los acidos grasos totales en
hembras y machos respectivamente.

En DIVERSIFY se utilizaron diferentes dietas para alimentar a los reproductores de cherna.
FCPCT y Sparos S.A. formularon en 2015 la primera dieta seca (50 % de harina de pescado,
12,5 % de harina de calamar, 6 % de krill). Esta dieta tenia un 60 % de proteinas y un 16 % de
lipidos. Se llevé a cabo un experimento en las instalaciones del IEO para comparar el efecto de
la composicion de &cidos grasos de este alimento seco y de una dieta semihimeda en la
composicién de acidos grasos de los ovocitos. En base a los resultados obtenidos en 2015, los
datos obtenidos de peces salvajes y el andlisis de muestras de huevos obtenidos de peces
capturados, se formuld un nuevo alimento seco (25 % de harina de pescado, 34,2 % de harina de
calamar, 4,5 % de krill). Los ingredientes de este alimento seco figuran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Ingredientes del alimento seco.

Ingrediente % en el alimento seco
Harina de pescado 70 LT FF Skagen 25,00
CPSP 90 10,00
Harina de calamar 34,20
Harina de krill (Aker Biomarine) 7,50
Gluten de trigo 7,00
Harina de trigo 7,25
Aceite de atun 1,00
Algatrium 70 % DHA 0,20
Incromega DHA 500TG 1,00
VEVODAR 1,30
Premix de vitaminas y minerales PV01 2,00
Lutavit E50 0,05
Lecitina de soja en polvo 1,50
Mezcla de macroalgas 1,00
Antioxidante en polvo (Paramega) 0,20
Antioxidante liquido (Naturax) 0,20
SelPlex — levadura enriquecida en Se 0,02
Carophyll Pink 10 % astaxantina 0,05
Nucleétidos (Nucleoforce) 0,03
L-taurina 0,50
Total 100,00

Se evaluo el efecto de las distintas dietas: semihimeda y seca suministrada a dos lotes de
reproductores en las instalaciones del IEO y una mezcla de merluza y calamar (mitad y mitad)
suministrada a los reproductores del IGAFA en la composicion de acidos grasos de los ovocitos
y los huevos. Los experimentos se llevaron a cabo durante 2016 y 2017.

La dieta semihiimeda consistia en una mezcla de 14,8 % de pescado blanco, 14,8 % de pescado
graso, 18 % de mejillones, 17,6 % de calamar y 34,8 % de harina de pescado. Esta dieta
contenia un 65 % de proteinas y un 17 % de lipidos. La dieta seca contenia un 68 % de proteinas
y un 12,5 % de lipidos, y la dieta de merluza y calamar contenia un 63 % de proteinas y un 8 %
de lipidos. El perfil de &cidos grasos de estas dietas se muestra en la Fig. 16.

Se extrajeron muestras de ovocitos y huevos viables mediante biopsia a las hembras alimentadas
con las tres dietas, con el fin de determinar la influencia de la composicion de &cidos grasos de
las dietas en ambos. La cantidad total de lipidos fue mayor en los huevos de las hembras del lote
del IEO alimentadas con dieta semihimeda o con alimento seco (25 % y 19 % del peso seco
respectivamente), que en las hembras del IGAFA alimentadas con merluza y calamar (9 % del
peso seco), lo que indica que este pardmetro esté claramente influenciado por la dieta. El mayor
contenido de PUFAs n-3 se observd en los ovocitos y los huevos de hembras alimentadas con
merluza/calamar, mientras que los valores de PUFASs n-6 fueron mucho mayores en los ovocitos
(12 %) y los huevos (10 %) de las hembras alimentadas con alimento seco. En el caso del ARA,
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los valores mas altos se encontraron en los ovocitos y huevos de las hembras alimentadas con
dieta seca, 7 % y 5 % respectivamente. Se observo correlacion entre el perfil de &cidos grasos de
la dieta de los reproductores y el de los ovocitos y huevos.
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Figura 16. Perfil de &cidos grasos de las dietas: semihumeda, seca y merluza/calamar.

Por otra parte, se obtuvieron los primeros datos del perfil de acidos grasos del esperma de
machos de diferentes lotes, observandose que no existian diferencias significativas en los
principales grupos de acidos grasos entre los distintos lotes, con valores de acidos grasos
saturados entre 32 % y 33 %, monoinsaturados entre 9 % y 11 % y poliinsaturados entre 56 % y
58 % del total. EI contenido de PUFAs n-3 varid entre el 49 % y el 51 % de los &cidos grasos
totales, y el de PUFA n-6 entre el 5,5 % y el 9 %. Los primeros resultados obtenidos acerca de
la fecundidad relativa (n° de huevos/kg de hembra) y el nimero de puestas de las hembras
alimentadas con las distintas dietas mostraron que las alimentadas con dieta seca presentaban la
mayor fecundidad relativa y el mayor nimero de puestas. Estos valores se fueron incrementando
entre 2015 y 2018. Sin embargo, estos resultados deben confirmarse en el futuro con un mayor
namero de datos.

Las conclusiones obtenidas a partir de los estudios en nutricion de la cherna son:

v Se formularon enriquecedores para el alimento vivo (rotifero y Artemia). Se usaron dos
niveles de ARA para los enriquecedores de rotifero y uno para Artemia, y se evaluo el
efecto de estos nuevos productos en la composicion bioquimica de los rotiferos y de
Artemia,

v’ La cherna presenta una elevada cantidad de proteinas en el musculo, 84 % en los peces
salvajes y 78 % en los peces mantenidos en cautividad,

v Los individuos salvajes presentan menos lipidos en el musculo y el higado (7 % y 39 %
respectivamente) que los mantenidos en cautividad (25 % y 34 %), y también se observan
algunas diferencias en el perfil de &cidos grasos entre las chernas salvajes y las
mantenidas en cautividad, siendo el contenido de PUFAs y n-3 (% del total de &cidos
grasos) mayor en los peces salvajes,

v' Se encontrd una clara relacion entre el perfil de acidos grasos de las dietas para
reproductores (semihimeda, seca y mezcla merluza/calamar) y el perfil de acidos grasos
de ovocitos y huevos de las hembras alimentadas con las distintas dietas,
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v" Los resultados obtenidos con el alimento seco mostraron que una dieta para cherna debe
contener una elevada cantidad de proteinas, un bajo nivel de lipidos, un nivel elevado de
PUFAs n-3, y que la relacion EPA/ARA debe ser similar a la observada en las gonadas de
hembras salvajes,

v’ Se obtuvieron los primeros datos acerca del perfil de acidos grasos del esperma de los
machos de diferentes lotes,

v’ La fecundidad relativa (n° de huevos/kg de hembra) y el nimero de puestas por hembra se
incrementaron en las hembras alimentadas con dieta seca a lo largo de los afios, de 2015 a
2018.

Cultivo larvario

Desarrollo del aparato digestivo en la cherna

loannis Papadakis, Centro Helénico de Investigacion Marina, Grecia.

El cultivo larvario es en la actualidad el principal cuello de botella para el cultivo con éxito de la
cherna, debido a las bajas tasas de supervivencia observadas durante este periodo. Uno de los
principales objetivos en el cultivo larvario de la cherna es el desarrollo de protocolos de acuerdo
con los requerimientos especificos de las larvas durante las etapas iniciales del desarrollo. El
estudio del desarrollo de los érganos relacionados con el comportamiento alimentario de las
larvas ofrece parte de la informacion necesaria para la optimizacion de los protocolos de cultivo
larvario. Durante las fases larvarias, los sistemas estrechamente ligados al comportamiento
alimentario son los 6rganos de la visién, a través de los cuales los peces perciben las particulas
alimentarias presentes en el entorno, y el sistema digestivo, que permite a las larvas capturar,
ingerir, digerir y absorber nutrientes del alimento. Estos dos sistemas y las estructuras que los
componen estan relacionados con los protocolos de cultivo y alimentacion de las larvas. El
sistema de vision (es decir, el 0jo) determina la capacidad de las larvas de identificar las presas
bajo las condiciones de luz presentes en el entorno, mientras que el sistema digestivo esta
también influenciado por la composicion cualitativa y cuantitativa de los protocolos de
alimentacion usados en la crianza.

La mayoria de los 6rganos (excepto los dientes maxilares y la mandibula superior que se hacen
visibles a dia 19 post-eclosion) aparecen sobre el dia 8 post-eclosion (Fig. 17).

Desde el punto de vista ontogénico, el desarrollo del sistema digestivo hasta los 23 dpe puede
categorizarse en dos periodos distintos.

1: 0-5 dpe. Este periodo se refiere a los estadios prelarvarios, durante los cuales la alimentacion
de las larvas se basa exclusivamente en las reservas lecitotroficas. Durante esta fase, el tracto
digestivo aparece como un tubo cerrado y recto localizado dorsalmente al saco vitelino que
consiste en un epitelio de una capa de células simples cuboidales y columnares. A los 5 dpe
tiene lugar la apertura de la boca y del ano (Fig. 18). Al mismo tiempo, aparecen también el
higado y el pancreas. Las células hepéticas mas tempranas aparecen sobre el dia 5 post-eclosion
y se localizan al principio bajo el saco vitelino, bajo el intestino anterior; mas tarde las células
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hepaticas rodean la parte anterior del intestino (Fig. 18). El pancreas aparece también en el 5°
dpe alrededor de la region anterior del canal digestivo (Fig. 18).

Dias post-eclosion (dpe)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Bucofaringe
Apertura de la boca [
Papilas gustativas °
Dientes maxilares [
Esofago
Pliegues esofagicos
Células caliciformes
Estomago
Esfinter cardiaco
Esfinter pilérico
Intestino
Vélvula ileorrectal °
Apertura del ano [
Higado °
Pancreas [
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dias post-eclosion (dpe)
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Figura 17. Representacion esquematica de las principales estructuras del sistema digestivo
estudiadas. EI momento de aparicion de cada estructura se representa como un circulo negro en
funcidn de los dias post-eclosion (dpe, eje horizontal).

2: 5-23 dpe. La apertura de la boca en el dia 5 post-eclosion inicia la transicion del periodo 1 al
periodo 2, o de la fase prelarvaria a la fase larvaria. Hasta el dia 23 post-eclosion el material
enddgeno del saco vitelino esta visible en el interior del saco lecitotréfico. La valvula ileorrectal
que separa el intestino medio del intestino posterior aparece a los 6 dpe (Fig. 18). A los 8 dpe
son visibles la formacion de los pliegues esofagicos y las células caliciformes en el epitelio
esofagico (Fig. 18). Los esfinteres pilérico y cardiaco en el intestino de las larvas de cherna
también aparecen el dia 8 post-eclosion (Fig. 18) indicando el area en la que se formara el
estdmago. Las primeras papilas gustativas se forman alrededor de la bucofaringe el dia 8 post-
eclosion (Fig. 18). Las ultimas estructuras relacionadas con la ontogenia del sistema digestivo
son los dientes maxilares en la mandibula superior, que son visibles el dia 19 post-eclosion (Fig.
18).
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Figura 18. Microfotografias de secciones histoldgicas de larvas de cherna en diferentes fases de
desarrollo. (a) boca abierta a dia 5 post-eclosion; (b) aparicion del higado a dia 5 post-eclosion;
(c) aparicion del pancreas a dia 5 post-eclosién; (d) apariciéon de la valvula ileorrectal a dia 6
post-eclosién; (e) formacion de los pliegues y las células caliciformes en el es6fago a dia 8 post-
eclosion; (f) formacion del area del estémago a partir de los esfinteres cardiaco y pilérico; (g)
aparicion de las papilas gustativas a dia 8 post-eclosion; (d) formacion de los dientes maxilares
en la mandibula superior a dia 19 post-eclosion. BC = bucofaringe, CS = esfinter cardiaco, GA
= arcos branquiales, GC = células caliciformes, HG = intestino posterior, Int = intestino, IV =
vélvula ileorrectal, L = higado, MO = apertura de la boca, MG = intestino medio, MT = dientes
maxilares, Oes = es6fago, Oes F = pliegues esofagicos, P= pancreas, PS= esfinter pildrico, TB =
papilas gustativas, Y = vitelo.
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En la cherna, la ontogénesis del sistema digestivo se considera un proceso lento en comparacion
con otras especies. El desarrollo del sistema digestivo esta controlado por factores endégenos y
generalmente estd genéticamente programado, pero el momento de la aparicion de las
estructuras del sistema digestivo puede estar influenciado por una serie de factores exdgenos,
siendo la temperatura el mas importante (Kamler, 2002). La ontogénesis de los 6rganos
relacionados con los sistemas digestivos y de la vision no se completa hasta el dia 23 post-
eclosion. Las estructuras principales como las glandulas gastricas o los ciegos piléricos, cuya
aparicion caracteriza el momento en que se completa el desarrollo del sistema digestivo, no
fueron identificadas en este estudio. Sin embargo, los eventos ontogénicos que ocurren en el
sistema digestivo, como la apertura de la boca en el dia 5 post-eclosion, la aparicion de las
células caliciformes en el epitelio esofégico, la creacion de los pliegues esoféagicos y la
aparicion de los esfinteres pilérico y cardiaco, sugieren que el sistema digestivo de la cherna
adquiere la capacidad de procesar organismos del zooplancton en el dia 23 post-eclosion. La
aparicion de los dientes maxilares en el dia 19 post-eclosion indica que las larvas son capaces a
esta edad de capturar con éxito organismos zooplanctonicos. Esta afirmacion es reforzada por el
hecho de que el sistema visual de las larvas de cherna a partir del dia 6 post-eclosion esta ya
desarrollado hasta el punto de que las larvas son capaces de distinguir objetos en el entorno en
presencia de luz, ya que solamente se han desarrollado los conos.

La ontogenia de la retina de la cherna (no mostrada) resulté ser similar al patrén general
observado en la mayoria de las especies de peces. En el momento de la eclosién, la retira es un
tejido indiferenciado y no funcional, tal y como sucede en la mayoria de los peces marinos con
fases vitales iniciales pelagicas. Los conos son los primeros fotorreceptores en aparecer. Este
hecho indica que en esta fase del desarrollo las larvas de cherna son capaces de ver diferentes
objetos en el entorno solamente durante las horas de luz. Por tanto, es necesario proporcionar
luz a los tanques de cultivo tras el dia 5 post-eclosion. La agudeza visual de la cherna —la
distancia a la que el ojo puede discriminar entre dos puntos- se incrementa con el tiempo (no
mostrado). Aunque la densidad de conos (n° por 100 um de longitud) en la retina disminuye con
el tiempo, el radio de la lente ocular se incrementa, lo que contribuye a un aumento de la
distancia a la que los peces son capaces de ver particulas alimenticias como rotiferos y nauplios
de Artemia. Asi, la densidad de rotiferos, que se consideran las particulas alimenticias mas
pequefas presentes en el tanque de cultivo, podria calcularse de forma teérica de acuerdo con
las capacidades visuales de las larvas de cherna.

Resumiendo los resultados de este estudio, se observa que tras los primeros 23 dias de cultivo,
el sistema digestivo y el ojo de las larvas de cherna estan desarrollados hasta el punto de que en
este momento los peces son, en principio, capaces de detectar, capturar y utilizar diferentes tipos
de organismos zooplanctonicos. Las larvas de cherna se caracterizan asimismo por el gran
tamafio del saco vitelino, cuya absorcion se completa el dia 20 post-eclosion a 17+0,5 °C. La
presencia de un saco vitelino y de una gota lipidica ambos de gran tamafio indica la existencia
de una prolongada fase larvaria autotréfica. Desde un punto de vista hidrodindmico, el gran saco
vitelino y la gran gota lipidica incrementan la flotabilidad de las larvas de cherna. Este
fendmeno se invierte a lo largo del tiempo, a medida que el volumen del saco vitelino se reduce
por la absorcion de su contenido por parte de la larva. La elevada flotabilidad puede afectar
negativamente la velocidad de desplazamiento horizontal de las larvas. Esto explica por qué las
larvas de cherna se sittan cerca de la superficie del agua en los tanques de cultivo durante las
primeras fases de desarrollo y muestran una capacidad de natacion relativamente limitada
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(observacion personal en previos experimentos de cultivo larvario). Sin embargo, durante la fase
de nutricion autotrofica el sistema digestivo y el sistema de visidn de las larvas se desarrollan de
forma que las larvas son capaces de detectar, capturar y asimilar organismos zooplancténicos, y
esto debe ser tenerse en cuenta en el protocolo de alimentacién. Dado que los 6rganos
principales, como las glandulas géstricas, no aparecen hasta que las larvas tienen una longitud
de 5,5 mm, el protocolo de alimentacion debe incluir una combinacién de presas faciles de
capturar y de digerir como rotiferos o diferentes tipos de copépodos en diferentes estadios de
desarrollo. Todo ello debe combinarse con la optimizacion de las condiciones de cultivo como
la hidrodindmica del tanque, el protocolo de temperatura durante el cultivo y las condiciones de
iluminacidn en el agua, para el desarrollo de los protocolos de cultivo larvario de la cherna.

Condiciones optimas para el cultivo larvario

Blanca Alvarez-Blazquez, Instituto Espafiol de Oceanografia, Vigo, Espafia.

Los principales objetivos durante el primer afio de proyecto (2015) fueron el desarrollo de un
protocolo de cultivo y el estudio de la influencia de la temperatura del agua. Los socios
implicados fueron HCMR, IEO, CMRM y MC2. Una puesta del MC2 se incubd a 14, 6 °C, con
una tasa de eclosion del 14 %. Se aplicé el protocolo de alimentacién utilizado generalmente
para peces marinos y las larvas sobrevivieron hasta el dia 20 post-eclosién. Se usaron dos lotes
de huevos para los experimentos iniciales, uno del lote del HCMR y otro de MC2,
transportandose 2.000 larvas desde Galicia a Creta en cajas de poliestireno (Fig. 19).

Figura 19. Huevos de cherna transportados de Aquarium Finisterrae (Galicia) al HCMR
(Creta).
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Los ensayos se llevaron a cabo en tanques conectados a un sistema cerrado de recirculacion.
Tras la incubaciéon y durante la fase autotréfica, la temperatura se mantuvo a 16 °C,
incrementandose a continuacion de forma gradual hasta los 17,5 °C. La primera alimentacion
tuvo lugar a los 10 dias post-eclosidn, y se basé en rotiferos enriquecidos, Artemia AF (desde el
dia 13 post-eclosion) y Artemia EG (desde el dia 24). El lote del HCMR sobrevivio hasta el dia
24 post-eclosion. Durante el periodo de cultivo se observaron algunos individuos con
malformaciones (Fig. 20).

Figura 20. Larvas de cherna con malformaciones observadas durante el cultivo en el IEQ.

El problema se identificé como similar al sindrome inflamatorio del saco vitelino (SYSS)
descrito en el bacalao de Murray (un pez australiano de agua dulce), que esté relacionada con
una nutricion inadecuada de los progenitores (Gunasekera et al., 1998). Ademas, se ha descrito
una apariencia similar en la enfermedad del saco azul (BSD), comin en la trucha (Brzuzan et
al., 2007). Se han propuesto varias causas, siendo la mas comudn la toxicidad causada por
compuestos nitrogenados como el amonio; el estrés oxidativo juega también un papel
importante. Aunque en la cherna parece ocurrir el SYSS, son necesarios mas estudios.

Las larvas de las puestas naturales en Aquarium Finisterrae (MC2) se cultivaron en tanques de
50 | en el propio MC2 (Fig. 21), con rotiferos enriquecidos con microalgas y copépodos en
circuito abierto hasta el dia 22 post-eclosion.

Las larvas del IEO obtenidas mediante fertilizacion in vitro se cultivaron en tanques de 500 | en
circuito cerrado hasta el dia 10 post-eclosion, a baja densidad (0,2 larvas/l), usando microalgas
(aguas verdes) y alimentando con rotiferos enriquecidos con T-1so hasta dia 14 post-eclosion.
Las larvas de las puestas naturales de MC2 se cultivaron a densidades altas (52 larvas/l), con
fotoperiodo natural durante la alimentacién enddgena. Tras la apertura de la boca y el
agotamiento del saco vitelino se usé luz artificial (410 lux) durante 12 h diarias hasta el fin del
periodo de cultivo. Se monitorizaron las larvas, el saco vitelino y la gota lipidica (Fig. 22), y se
tomaron fotografias (Fig. 23).
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Figura 21. Tanques de cultivo con recirculacion (renovacion de agua) en MC2.
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Figura 22. Temperatura del agua durante el cultivo larvario (izquierda). Crecimiento larvario y
consumo del saco vitelino y la gota lipidica (derecha).

Figura 23. Desarrollo morfométrico hasta el dia 22 post-eclosion.

Manuales técnicos — Cherna (Polyprion americanus) 28




hj % EU-FP7, DIVERSIFY 603121 i

Durante 2016, la calidad de las puestas en el MC2 se incrementé considerablemente, y los
reproductores del IEO comentaron también a tener puestas de buena calidad. Las larvas fueron
alimentadas con rotiferos y Artemia enriquecidos con T-Iso hasta el dia 27 post-eclosion
(Alvarez-Blazquez et al. 2016). Se calcul6 la eficiencia del crecimiento de las larvas hasta el dia
24, con resultados similares en los lotes del Mediterraneo y del Atlantico (MC2, CMRM e IEO)
(Fig. 24). La longitud de las larvas fue 4,70+0,27 a dia 1 post-eclosion. El agotamiento del saco
vitelino se produjo en el dia 11 post-eclosion a una temperatura del agua de 14-17 °C, y a dia 8
post-eclosién a 17-20 °C. La apertura de la boca tuvo lugar a los 7 dias post-eclosion a
temperatura entre 14 y17 °C, y a dia 8 post-eclosion entre 17 y 20 °C (Alvarez-Blazquez, 2017).

L jmm)

IE;,-;_/'—' ——HCMR

Dugs post hasching

Figura 24. Crecimiento de las larvas en los experimentos de cultivo en el Mediterraneo y en el
Atlantico.

Durante mayo de 2016, se realizaron dos experimentos para probar diferentes temperaturas de
incubacion con huevos de diferentes puestas de los reproductores del IEO (Fig. 25). Los
mejores resultados en términos de desarrollo embrionario normal y de tasa de eclosion se
obtuvieron a 16+0,8 °C. A 14+0,5 °C se obtuvo un 7,5 % de eclosion a los 5 dias post-
fecundacion (dpf). A 16+0,8 °C, la eclosidn se produjo un dia antes (4 dpf) y la tasa de éxito fue
mayor, 11, 9 % (Fig. 25).

Eclosion

; (5 dpf)
7,5%

Eclosion
11,9 %

75 % fec. E(2dpf) F (3dpf)

Figura 25. Primeros ensayos de inclubacién a dos temperaturas del agua diferentes.
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En abril de 2017 se realiz6 un experimento de incubacion a tres temperaturas (13-14°C, 16-17°C

y 19-20°C) para ampliar y validad los resultados obtenidos en los experimentos anteriores (Fig.
26).
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Figura 26. Tanques con tres temperaturas del agua diferentes, en los que se introdujeron
recipientes cilindricos con fondo de malla para incubar los huevos.

Se observaron diferencias significativas (p<0,05) tanto en la tasa de eclosion como en la de
ocurrencia de malformaciones entre las temperaturas de 13,7 y 19,5 °C, mientras que las
diferencias no fueron significativas respecto a las larvas incubadas a 16,6 °C. Estos resultados
sugieren que las bajas temperaturas ocasionan tasas muy bajas de eclosion y altos porcentajes de
malformaciones en las larvas (Fig. 27).

Incubacion a tres temperaturas
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Figura 27. Tasa de eclosion (%) y calidad de las larvas (malformadas) durante el experiment
con tres temperaturas del agua.

Las tasas de eclosién y el porcentaje de malformaciones a cada temperatura se calcularon de la
siguiente forma:

Eclosion (%) = N./Ny x 100
Malformaciones (%) = Np/N_ x 100

Donde NL es el namero total de larvas eclosionadas; NH es el nimero total de huevos y ND el
ndmero de larvas con malformaciones. El desarrollo embrionario tuvo diferente duracién a cada
temperatura, y fue de 4, 5y 7 dias a 19,5°C, 16,6°C and 13,7°C, respectivamente. La calidad y el
namero de individuos eclosionados se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Porcentaje de huevos recogidos del fondo del tanque (huevos muertos) durante los tres
primeros dias de incubacion en relacidn al numero total de huevos inicialmente incubados.

Dias de incubacion
Ta -
1 2 3
13,7 24% + 9.7% 30,2% + 9.5% | 29,5% + 10,9%
16,6 35,4% + 23,8% | 40,8% + 20,9% | 4,7% + 3,4%
19,5 56,8% + 8% 18,2% + 7.5% -

At 13,7°C, la mortalidad de los huevos se situé alrededor del 30 % por dia durante los primeros
tres dias de incubacion. A 16,6 °C, en los dos primeros dias se produjo alrededor de un 75 % de
mortalidad. A 19,5 °C la mayor parte de la mortalidad tuvo lugar el primer dia de incubacion.
Este hecho indica que durante las primeras fases de desarrollo del huevo la vulnerabilidad a las
condiciones externas es mayor; por tanto, los pardmetros de incubacion deben ser ajustados y
las instalaciones y el equipamiento optimizados con el fin de promover una embriogénesis
correcta e incrementar la supervivencia embrionaria y la eclosion.

Con el fin de conocer el rango dptimo de temperatura para el cultivo larvario de la cherna, se
llevé a cabo un experimento durante abril y mayo de 2017, ensayando dos rangos diferentes:
15°C-17°C y 19°C-21°C, descartando la temperatura minima de 14 °C ensayada en 2016, con la
que se obtuvieron resultados muy pobres. Se introdujeron larvas de 3 dias post-eclosion en los
tanques de cultivo de 100 I a una concentracion de 7 larvas/I, por triplicado, con flujo de agua
continuo, baja renovacién de agua filtrada a 1 um y aireacion suave (Fig. 28). Se administraron
rotiferos enriquecidos con T-1so a una concentracion de 3 rotiferos/ml. Las temperaturas medias
registradas durante el experimento fueron 16,4+0,6°C y 19,7+0,6°C para cada uno de los rangos
usados. Se tomaron datos de la longitud total (mm) y del peso seco (mg) de 10
larvas/tratamiento a los dias 3 y 10 post-eclosion (Tabla 4).

Figura 28. Tanques cilindricos para los experimentos de cultivo larvario a diferentes
temperaturas del agua.
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La longitud media aumento el dia 10 post-eclosion en las larvas mantenidas a 16,4 °C, mientras
que disminuy6 en las mantenidas a 19,7 °C. El peso seco también disminuyé en ambos
tratamientos a los 10 dias de edad. Esto pudo deberse a la aparicidn en los tanques mantenidos a
19,7 °C a partir del dia 8 post-eclosion de un gran nimero de larvas con malformacion en la
boca y el opérculo, lo que impidié un desarrollo, movimiento y alimentacion correctos. Este
mismo fendmeno se observé en los tanques a 16,4 °C a partir de los 10 dias de vida (Tabla 4).

2

A medida que avanzaban los dias, aparecieron malformaciones en la mayoria de las larvas de
los dos tratamientos, provocando mortalidades masivas. No se observo alimento en el tracto
digestivo en ninguna de las lavas muestreadas durante todo el experimento. Por este motivo, no
se considerd apropiado realizar mé&s muestreos, ya que los datos generados no serian
representativos del estudio. Las larvas a 19,7 °C sobrevivieron 24 dias, mientras que las
mantenidas a 26,4 °C llegaron a los 29 dias.

Tabla 4. Longitud media (mm) y peso seco (mg) de las larvas cultivadas a dos temperaturas
diferentes, a los dias 3 y 10 post-eclosion.

16,4 °C 19,7 °C
Edad (dias) Longitud (mm) | Peso seco (mg) | Longitud (mm) | Peso seco (mg)
3 5,582+0,364 0,3553+0,0261 5,582+0,364 0,3553+0,0261
10 5,92+0,347 0,3044+0,0164 5,49+0,289 0,2492+0,0331

Durante 2018 se lograron nuevos avances en la obtencion de puestas naturales y cultivo larvario
en los tres lotes de cherna mantenidos en Galicia, dando lugar a muy buenos resultados de
eclosion (42 %-84 %) y en supervivencia larvaria, hasta los 34-37 dpe. En el CMRM (IGAFA)
se obtuvieron supervivencias larvarias hasta los dias 60-90 post eclosién de un lote de una
puesta natural en el IEO y de otro lote del MC2 (Fig. 29). Esta fue la primera vez en el proyecto
que se consiguid producir juveniles y destetarlos a alimento inerte, y representa un hito en los
esfuerzos para producir chernas de acuicultura. Esta prueba proporciond importantes datos sobre
el crecimiento e incrementd nuestro conocimiento acerca de los protocolos de alimentacién y el
comportamiento y la metamorfosis de las larvas de cherna.

Figura 29. Juveniles de cherna cultivadas en las instalaciones del IGAFA (CMRM).
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En la actualidad se estan haciendo cambios en los protocolos de incubacién y cultivo larvario
que pueden evitar el problema de las malformaciones larvarias y mejorar los resultados de
supervivencia. Durante las primeras fases de desarrollo del huevo, la sensibilidad a las
condiciones externas es mayor; en la actualidad se han ajustado los parametros de incubacion y
se han optimizado las instalaciones y los equipamientos para incrementar la calidad de la
embriogénesis y mantener las larvas en las mejores condiciones para incrementar la
supervivencia.

También se ha avanzado en el conocimiento de las temperaturas 6ptimas para la incubacién y el
cultivo larvario. El estudio de las condiciones técnicas y los parametros apropiados en cuanto a
aireacion, flujo de agua y la circulacion del agua, ademés del trabajo para reducir las
malformaciones larvarias son necesidades del futuro inmediato. Los avances en manejo y
cultivo larvario se publicaran en la pagina web de DIVERSIFY en cuanto estén finalizados.
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