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Induccion hormonal del lenguado Paralichthys adspersus
(Steindachner, 1867) y calidad de los desoves en condiciones
de laboratorio

Hormonal induction of flounder Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867)
and spawning quality by laboratory conditions

Lili Carrera!?, Noemi Cota', Joel Linares!, Angélica Castro',
Melissa Montes!, Leenin Flores?

RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo inducir al desove a hembras maduras de
Paralichthys asdpersus (lenguado) utilizando una hormona analoga a la gonadotropina
(GnRHa) y determinar la calidad de huevos y larvas obtenidas en los periodos de 2014 y
2015. Se seleccionaron hembras con ovocitos en maduracion avanzada (542.61 um), que
desovaron luego de un periodo de latencia de 45-48 h a una temperatura de 16.46 + 0.06 °C.
El porcentaje de fecundacion fue mayor al 70% en ambos periodos. Los huevos fecunda-
dos presentaron un diametro de 857.98 + 5.90 umy la gota oleosade 168.76 £ 5.31 um. La
eclosion ocurri6 a las 48 h posteriores al desove a 18.03 + 0.13 °C, con porcentajes entre
16.7 a 94.0% para ambos periodos. Para la calidad de larvas se determiné el Indice de
Sobrevivencia Larval (ISL), donde las larvas sobrevivieron la inanicion hasta por 11 dias.
El valor mas alto de ISL fue de 31.2% en 2014 y de 22.9% en 2015. La mortalidad acumu-
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lada al dia 3 (MA3) fue mayor en diciembre (21.1%) de 2014 y en abril (13.7%) de 2015. La
composicion proximal de los huevos fue de 47.1% proteinas, 17.4% lipidos y 3.9%
carbohidratos. Los acidos grasos (mg/g de muestra seca) muestran una predominancia
de acidos grasos poliinsaturados, seguido de 4cidos grasos saturados y monoinsaturados.
El DHA (4cido docosahexaenoico, 22:6n-3) fue el mas abundante de los poliinsaturados,
seguido del EPA (acido eicosapentaenoico, 20:5n-3) y ARA (acido araquidénico 20:4n-6).
La relacion DHA: EPA fue de 3.4 + 0.5. Se concluye que la induccion hormonal con
GnRHa permiti6 obtener huevos y larvas de calidad, sin embargo, se requiere considerar
una dieta especie especifica para reproductores que puedan asegurar una buena calidad
de la progenie.

Palabras clave: Paralichthys adspersus, desove, induccion hormonal, reproductor, GnRH

ABSTRACT

The aim of this objective study was to induce the spawning of mature females of
Paralichthys asdpersus (sole) using a hormone analogue to gonadotropin (GnRHa) and
to determine the quality of eggs and larvae obtained in the periods of 2014 and 2015.
Females with oocytes were selected in advanced maturation (542.61 um), which spawned
after a latency period of 45-48 h at a temperature of 16.46 + 0.06 °C. The percentage of
fertilization was greater than 70% in both periods. The fertilized eggs had a diameter of
857.98 +5.90 um and the oily droplet of 168.76 + 5.31 um. Hatching occurred 48 hours after
spawning at 18.03 + 0.13 °C, with percentages between 16.7 and 94.0% for both periods.
For larval quality, the Larval Survival Index (ISL) was determined, where the larvae survived
starvation for up to 11 days. The highest ISL value was 31.2% in 2014 and 22.9% in 2015.
The accumulated mortality at day 3 (MA3) was higher in December 2014 (21.1%) and in
April 2015 (13.7%). The proximal composition of eggs was 47.1% protein, 17.4% lipids
and 3.9% carbohydrates. Fatty acids (mg/g of dry sample) show a predominance of
polyunsaturated fatty acids, followed by saturated and monounsaturated fatty acids.
DHA (docosahexaenoic acid, 22: 6n-3) was the most abundant of the polyunsaturated,
followed by EPA (eicosapentaenoic acid, 20: 5n-3) and ARA (arachidonic acid 20: 4n-6).
The DHA: EPA ratio was 3.4 + 0.5. It is concluded that hormonal induction with GnRHa
can produce quality eggs and larvae, however, it is necessary to consider a species-
specific diet for brodstock that can ensure good quality of the progeny.

Key words: Paralichthys adspersus, spawning, hormonal induction, broodstock, GnRH

INTRODUCCION

El lenguado Paralichthys adspersus
es una especie que se distribuye en las cos-
tas de Pert1 y Chile (Acuiia y Cid, 1995). En
el litoral peruano constituye un recurso de
importancia econdmica por su alto valor co-
mercial. Las investigaciones orientadas al
desarrollo de la acuicultura de esta especie
se iniciaron hace mas de una década y ac-

tualmente se encuentra en los inicios de una
proyeccion a escala piloto comercial. En es-
tudios recientes se ha determinado la madu-
rez gonadal para la especie (Cota, 2012;
Perea et al., 2015), el acondicionamiento y
maduracion gonadal de reproductores en sis-
temas de recirculacion de agua de mar (SRA)
(Perea y Carrera, 2012; Carrera et al.,
2013a), asi como el seguimiento del creci-
miento de juveniles en cautiverio (Carrera et
al.,2017); 1a evaluacion de varias microdictas
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en condiciones de laboratorio (Orihuela et al.,
2018) y ultimamente la densidad de cultivo
durante la etapa larval (Castro et al., 2019).
Sin embargo, alin son escasas las investiga-
ciones sobre el control de su reproduccion, la
calidad de los desoves en cautiverio y los fac-
tores que involucran estos procesos.

El control de la reproduccion represen-
ta el primer paso para alcanzar una acuicul-
tura autosostenible (De Metrio et al., 2010)
y para la obtencion de semilla de calidad, que
permita el desarrollo comercial de una espe-
cie en cultivo (Mylonas et al., 2010). Por ello,
es importante identificar posibles disfunciones
que pueda causar el cautiverio sobre el pro-
ceso de reproduccion, tal y como ha sido ob-
servado en peces silvestres o nacidos en cul-
tivo, lo cual se atribuye a las alteraciones del
ambiente o por la presencia de algiin agente
que interfiera con el funcionamiento normal
del proceso reproductivo (Mylonas y Zohar,
2001,2007; Mylonas et al., 2010, 2013).

Se conoce que las hembras de peces
planos sufren la ausencia de la maduracion
final de los ovocitos (Berlinsky et al., 1997,
Larsson et al., 1997) o ausencia de desove
(Kjorsvik et al., 1990; Rasines et al., 2012).
La estrategia mas comuln para solucionar
estos problemas son los tratamientos con hor-
monas exogenas, como por ejemplo analo-
gos de 1a hormona liberadora de gonadotropina
(GnRHa), analogos de la hormona luteinizante
liberadora (LHRHa), extracto de hipofisis de
carpa (CPE) y gonadotropina corionica hu-
mana (HCG) (Zohar y Mylonas, 2001;
Mylonas y Zohar, 2001; Sampaio et al., 2008;
Valdebenito, 2008). Al respecto, las terapias
hormonales basadas en el tratamiento con
GnRHa se han utilizado para controlar alte-
raciones del proceso reproductivo como: au-
sencia del desarrollo gonadal, ausencia de la
maduracion final de los ovocitos y la falta de
desoves en varias especies de teleosteos
(Maiianos et al., 2009). Asimismo, ha sido
aplicada con éxito en algunos peces planos
como Paralichthys lethostigma (Smith et
al., 1999; Watanabe et al., 1999), Scoph-
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talmus maximus (Mugnier et al., 2000), Solea
solea, Solea senegalensis (Bertotto et al.,
2006; Guzman et al., 2009; Rasines et al.,
2012), entre otros.

En tal sentido, el objetivo del presente
trabajo fue inducir la ovulacion y posterior
desove de hembras de Paralichthys
asdpersus, capturadas del medio natural y
acondicionadas al laboratorio, utilizando una
hormona andaloga a la gonadotropina
(GnRHa), realizando la fecundacion artificial
y la evaluacion de la calidad de los huevos y
larvas.

MATERIALES Y METODOS

Manejo de Reproductores

Los ejemplares de lenguado Paralich-
thys adspersus fueron capturados del am-
biente natural para su acondicionamiento en
las instalaciones del Laboratorio de Cultivo
de Peces del Instituto del Mar del Peru
(IMARPE). En el laboratorio los peces fue-
ron colocados en tanques circulares de fibra
de vidrio de 2.5 m® conectados a sistemas de
recirculacion de agua de mar (SRA), con una
tasa de recambio diario del 300%/dia y un flujo
de 750 L/h (Carrera et al., 2013). La densidad
de cultivo promedio fue de 6.15 kg/m?; es
decir, 10 peces por tanque de cultivo, distri-
buidos en 4 tanques (S3T1, S3T2, S4T1 y
S4T2), con un peso promedio de 1.4 kg. La
temperatura estuvo entre 15y 17 °C con un
fotoperiodo de 10:00 h de oscuridad y 14:00 h
de luz. Los ejemplares fueron sexados y mar-
cados con microchips Passive Integrated
Transponders (PITS, HDI Chip International,
Holanda) para el seguimiento de su condi-
cion fisica y madurez gonadal (Carrera et al.,
2013). Se hizo el seguimiento diario de los
parametros fisicoquimicos de calidad del agua
como temperatura, oxigeno disuelto y pH con
un multiparametro Thermo Scientific™
Orion™ Star A329 y semanalmente de pro-
ductos nitrogenados como nitréogeno
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Clasificacion de ovocitos de Paralichthys adspersus basado en los diametros y

Descripcion

Forma esférica a irregular, transparente, con un citoplasma
uniforme y un nticleo central evidente.

Forma esférica, transparentes. Presenta un citoplasma con
pequetias vacuolas (granulos corticales) y un nucleo central.
Forma esférica, opacos por la incorporacion de granulos de
vitelo en el citoplasma. Presenta un nucleo central que en
algunos casos no se evidencia.

Forma esférica, muy opacos por la mayor incorporacion de
granulos de vitelo, que se esparcen por todo el citoplasma.
No se evidencia el nucleo y se observa claramente la zona

Cuadro 1.
morfologia

. . Rango
Tipo de ovocito

P )
Inmaduro <150
Pre-vitelogénico 150-250
Vitelogénico 250-400
Maduro 400-750

radiata.

Hidratado >750

Transparentes por la rapida incorporacion de agua para su
posterior ovulacion y desove.

amoniacal total (LM3304), nitrato (LM3319),
nitrito (LM3352) y diéxido de carbono
(LM7297) con kits colorimétricos LaMotte®.

Alimentacion

Se realizd en base a trozos de anchoveta,
a una tasa de 2.5% de la biomasa total de
cada tanque de cultivo, suministrandose de
manera interdiaria y en una racion al dia, du-
rante el periodo de mayor intensidad de luz
(13:00 h). La alimentacion fue complemen-
tada con capsulas que contenian vitaminas C
(Acido ascorbico, Sigma-Aldrich®) y E (a-
Tocopherol Merk®).

Maduracion Gonadal

En los muestreos periodicos de los pe-
ces acondicionados en el SRA, se seleccio-
naron hembras con base al seguimiento de la
madurez gonadal en dos periodos: el primero
en 2014 (julio, setiembre, octubre y diciem-
bre) y el segundo en 2015 (abril, junio, julio y
agosto). Las muestras de ovocitos se obtu-

vieron por biopsia ovarica usando canulas
estériles de polipropileno (Mylonas ef al.,
2010; Pereay Carrera, 2012), se midio el dia-
metro de 30 ovocitos por cada hembra, y se
clasificaron segliin sus caracteristicas
morfologicas (Cuadro 1, Figura 1) de acuer-
do con la escala de madurez gonadal del len-
guado planteada por Cota (2012) y Perea et
al. (2015). Para esto, se utilizé un microsco-
pio optico LEICA® con una camara digital
incorporada utilizando el software de medi-
cion LAS 4.3.

Para el caso de los machos, se colectd
una muestra de semen mediante masaje ab-
dominal para evaluar la calidad espermatica
en base a la concentracion y motilidad (Ca-
rrera et al., 2013).

Induccion Hormonal
Se seleccionaron hembras en estadio 111
de maduracion (7 en 2014 y 6 en 2015), con

promedio de ovocitos mayores a 500 um. Se
les aplico una dosis intraperitoneal de 0.1 ml/kg

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(1): e22157
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Figura 1. Tipos de ovocitos de Paralichthys adspersus basado en sus diametros y caracteris-
ticas morfologicas. A: inmaduro; B: pre-vitalogenico; C: maduro; D: hidratado

equivalente a 1 pg/kg de pez, de un analogo
sintético de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRHa), acetato de
buserelina (Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser-
(But)-Leu-Arg-Pro-NHEt), Conceptase®. En
los machos se seleccionaron ejemplares con
una motilidad espermatica mayor al 50% y
una concentracion promedio de 0.84 x 10'°
espermatozoides/ml, sin necesidad de reali-
zar induccion hormonal.

Desove, Fecundacion e Incubacion

A las 48 h de lainduccion hormonal y a
temperatura de 16.8 + 0.7 °C, las hembras
mostraron la cavidad abdominal abultada con
signos de una hidratacion avanzada (IV
desovante). Los peces fueron trasladados a
un tanque de menor tamafio, que contenia
agua de mar con el anestésico Tricaine-S
(MS-222 — Metasulfonato de tricaina) a una
concentracion de 80 mg/1 para sedar y facili-
tar la manipulacion siguiendo protocolos de
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¢tica animal. Se aplico una presion abdomi-
nal o «stripping» a las hembras para obtener
los ovocitos y fueron colectados en vasos de
precipitado de 500 ml. Se determino el peso
de los ovocitos colectados y fueron conser-
vados a 5 °C.

Se utilizaron dos machos por cada hem-
bra para la fertilizacion. El semen de los ma-
chos se obtuvo igualmente aplicando el
«stripping» a nivel abdominal y colectando las
muestras en jeringas de 1 ml y conservando-
las a 5 °C.

Ambos productos sexuales se mezcla-
ron en seco a razoéon de 1 ml de esperma por
cada 100 g de ovocitos en los vasos de preci-
pitado. Luego de 5 min los huevos fecunda-
dos fueron transferidos a una probeta de 1 L
con agua de mar esterilizada por radiacion
ultravioleta (UV), dejandose en reposo por
30 min. Posteriormente, los huevos viables
(huevos flotantes) fueron recuperados y
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transferidos a tanques conicos de 150 L, a
una densidad de 150 huevos/L en sistema
estatico. El periodo de incubacion fue de 48
h a una temperatura de 18.03 £ 0.13 °C.

Parametros de Desove

El nimero de huevos totales se obtuvo
a partir de una muestra de 1 g de huevos de
los cuales se contabilizé el numero de huevos
por gramo, para luego extrapolar al peso to-
tal obtenido. Asimismo, se midio6 el diametro
de los huevos, la gota oleosa y las larvas re-
cién eclosionadas con un microscopio optico
con camara digital incorporada, utilizando el
programa de imagenes LAS 4.3. Ademas, se
determino la fecundidad relativa con la for-
mula Fecundidad Relativa = (Numero de hue-
vos / kg de pez).

Parametros de Calidad de Huevos y Larvas

Se calculo el porcentaje de fecundacion,
porcentaje de eclosion, indice de superviven-
cia larval (ISL) y la tasa de mortalidad del
dia 3 (MA3) de acuerdo con Shimma y
Tsujigado (1981). Para el porcentaje de fe-
cundacion, una hora después de realizada la
mezcla de gametos se tomaron tres mues-
tras de 50 huevos, colocadas en placas Petri
con agua de mar UV. Se observo al micros-
copio y se contabilizo el nimero de huevos
que se encontraban al inicio de la division
celular de 2-64 blastomeros. En forma simi-
lar, se utilizaron muestras de 50 huevos por
triplicado para determinar el porcentaje de
eclosion, donde los huevos fueron incubados
en vasos precipitados de 1 L con agua de
mar UV, luego de 48 horas ocurri6 la eclo-
sion y se contabilizo el nimero de larvas re-
cién eclosionadas o nacidas (Aristizabal et
al.,2009).

- Porcentaje de fecundacion = (N° de hue-
vos con 2-64 blastomeros / N° total de
huevos) x 100

- Porcentaje de eclosion = (N° larvas vi-
vas / [N° larvas vivas + N° larvas muer-
tas + N° huevos remanentes]) * 100.

Para determinar el Indice de Supervi-
vencia Larvaria (ISL), se colocaron en tres
vasos de precipitado de 1 L con agua UV a
30 larvas por vaso y diariamente se contabi-
liz6 el numero de larvas muertas. El calculo
se hizo de acuerdo con la formula:

ISL= 1iw hilxi
— N_._.L i ilxi

donde: N = Numero total de larvas; hi=Mor-
talidad acumulada en i-th; k = nimero de dias
transcurridos hasta que todas las larvas mue-
ren debido a la inanicion. El ISL también indi-
ca la mortalidad acumulada al dia tres des-
pués de la eclosion.

Composicion Bioquimica de los Huevos

Se tomaron muestras de 5 g de huevos
de cada desove en ambos periodos, las cua-
les fueron enjuagadas con agua destilada y
colocadas en tubos Falcon de 50 ml y con-
servadas a -80 °C en una ultra congeladora.
Los anélisis de proteinas, carbohidratos, lipidos
y acidos grasos se hicieron en el Laboratorio
de Analisis Instrumental del IMARPE. Las
proteinas totales se estimaron mediante el
método de Hartree (1972), el total de
carbohidratos mediante el método
espectrofotométrico usando la glucosa como
estandar (Dubois et al., 1956) y los lipidos
totales por el método de Folch-Lee (Folch et
al., 1957), para luego derivatizarlos mediante
una reaccion de transesterificacion usando
HCL al 8% en metanol como catalizador y
llevarlos a las pruebas de cromatografia de
gases para la identificacion de acidos grasos
(Ichihara y Fukubayashi, 2010).

Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa estadistico R (R Core Team,
2019). La normalidad de los datos fue verifi-
cada mediante la prueba de Shapiro-Wilk y
la homogeneidad de varianzas mediante una
prueba de Levene. Se establecio un nivel de
significancia de p<0.05 y se correlaciono la
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Cuadro 2. Parametros de desove con un analogo de GnRH y de calidad de huevos de
Paralichthys adspersus en dos periodos

N ‘g Peso Huevos Fecu'ndida(j Fecg,rl ~ Eclosion ISL MA3

Ano Mes  Codigo total (2) totales  relativa (N°® dacion %) %) (%)
(N°)  huevos’kg) (%)

2014 Jul 932837 2,328 98,400 45,229 78.9 52.7 227 8.9

Sep 887960 2,464 57,000 24,024 91.5 613 312 738

1101151 1,545 73,600 49,973 89.9 193 290 44

Oct 927137 1,586 37,100 22,035 66.1 28.0 11.7 17.8

932837 2,161 25,800 12,286 89.1 473  23.7 189

Dic 110151 1,540 55,067 38,457 83.5 16.7 282 17.8

904588 1,876 113,500 62,804 89.5 38.0 238 244

2015 Abr 897592 1,439 28,700 21,072 60.9 38.7 115 12.0

1101151 1,514 32,800 22,627 86.0 387 229 153

Tu 887960 2,472 67,333 28,215 83.1 740 119 8.0

897592 1,400 22,867 17,309 92.5 693 129 72

Jul 885751 1,548 124,600 84,895 93.7 833 165 11.2

Ago 887960 2,527 78,000 31,622 90.7 94.0 127 83

Promedio 1,877 62,674 35,427 84.3 509 199 125

Minimo 1,400 22,867 12,286 60.9 16.7 115 44

Maximo 2,527 124,600 84,895 93.7 94.0 312 244

ISL: indice de supervivencia larval; MA3: Tasa de mortalidad al dia 3

fecundidad relativa y los porcentajes de fe-
cundacion y eclosion con el ISL, MA3 a tra-
vés del test de Pearson.

RESULTADOS

Desoves

Las hembras en maduracion avanzada
seleccionadas para la induccion hormonal
presentaron ovocitos de tamafio promedio de
542.61 pm. Todas las hembras desovaron y
tuvieron un periodo de latencia entre 45 y 48 h
a una temperatura promedio de 16.46 +
0.06 °C. En el Cuadro 2 se muestra los ejem-
plares que desovaron en cada grupo y los
parametros determinados en cada desove.

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(1): €22157

Los mayores valores de fecundacion se
observaron en los meses de julio y diciembre
de 2014 y en julio y agosto de 2015. Por otro
lado, el porcentaje de fecundacion fue supe-
rior al 70% en todos los meses de ambos pe-
riodos. Los huevos fecundados presentaron
un didmetro de 858.0 £ 5.9 pm y de la gota
oleosa de 168.8 + 5.3 um. Se caracterizaron
por ser esféricos, transparentes y pelagicos.
La eclosion ocurrid 48 h posteriores al deso-
ve a una temperatura de 18.03 = 0.13 °C.
Los mayores porcentajes de eclosion se ob-
servaron en los meses de julio y setiembre en
2014 y de julio a agosto en 2015. Las dife-
rencias entre la fecundidad relativa, porcen-
tajes de fecundacion y eclosion de los desoves
agrupados por meses se muestran en la Fi-
gura 2.
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Cuadro 3. Correlacion de Pearson entre los parametros de calidad de huevos y el indice de
supervivencia larval (ISL) y mortalidad acumulada al dia 3 (MA3) de los desoves

de Paralichthys adspersus

Correlacion de Pearson Fecundidad (N° Porcentaje de Porcentaje de
(r) huevos/kg) fecundacion eclosion
ISL 0.17 0.17 0.42
MA3 0.05 -0.18 -0.43

Las correlaciones no fueron estadisticamente significativas

Cuadro 4. Composicion bioquimica de huevos de los desoves de Paralichthys adspersus con
un analogo de GnRH en los periodos 2014 y 2015

N Ly Proteinas Lipidos Carbohidratos Humedad
Afo Mes Codigo %) g%) (%) (%)
2014 Jul 932837 49.1+0.7 13.1+1.5 5.7+02 952+ 0.0

Sep 887960 599+1.5 18.8+0.14 54+10.5 95.5+0.1

1101151 434+0.2 144 +0.8 1.8+0.1 91.6+0.3

Oct 927137 623+25 192+14 45+0.1 95.1+0.1

932837 63.2+04 19.5+0.1 43+0.2 94.7+£0.0

Dic 110151 528+ 1.8 21.7+0.7 3.9+0.1 942+ 0.1

904588 393=+1.0 19.0+1.3 3,1£0.2 95.0+£0.3

2015 Abr 897592 379+04 15.8+0.3 22+0.1 94.0+0.2

1101151 424+1.1 21.0+0.1 39+0.2 95.2+0.3

Tun 887960 51.8+0.0 155+0.8 44+04 94.0+0.2

897592 25612 152+1.7 2.7+0.3 92.7+0.1

Jul 885751 494+1.2 16.6 £0.8 46+0.2 93.5+0.1

Ago 887960 37.0=1.1 16.7+0.0 39+0.3 942+0.2
Promedio 47.1 17.4 3.9 94.2
Minimo 25.6 13.1 1.8 91.6
Maximo 63.2 21.7 5.7 95.5

En la Figura 3 se observan los para-

El ISL indica que las larvas de P.

metros de desoves de cuatro hembras que
tuvieron mas de un desove. En la mayoria de
los casos la fecundidad relativa disminuyo6 con
el progreso de los meses; sin embargo, el
porcentaje de eclosion aumento.
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adspersus sobreviven a la inanicion hasta un
maximo de 11 dias después de la eclosion. El
valor mas alto de ISL para 2014 se presentd
en el mes de setiembre y en 2015 en abril.
Asimismo, la MA3 present6 los valores mas
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Cuadro 5. Perfil de acidos grasos de huevos de los desoves con GnRHa del periodo del 2014
y 2015 de Paralichthys adspersus

Lo P di
Acidos grasos 2014 2015 rinll)es 10
b
(mg/g base seca) — im0 T Gt Die Abr Jun  Jul  Ago

16:00 21.7+£2.3 29.9+1.5 25.5+0.4 29.0+0.2 26.7+0.1 20.9+1.1 20.0+1.5 23.1+0.1 24.9+3.7
18:00 42+0.3 5.5+0.0 4.840.1 5.4+0.1 5.1£0.0 3.8+0.3 4.5+0.3 4.5£0.0 4.8+0.7
Saturados 294 38.5 334 38.1 349 27.1 273 304 324445
16:1n-7 5.1+£0.7 5.3+0.3 5.3+0.1 6.5£0.1 5.840.0 4.4+0.3 4.9+0.4 4.840.0 5.3+0.7

18:1n-9 9.0+£0.6 10.3+0.0 10.6+0.2 11.7+0.1 10.6+0.1 8.3+0.5 8.6+0.6 9.2+0.0 10+1.4

Monoinsaturados 17.5 19.7 19.9 22.9 20.7 15.9 17.0 17.6  18.9+2.3
20:4n-6 (ARA) 1.6£0.0 2.4+0.0 2.4+0.0 2.4+0.0 2.2+0.0 1.9+0.2 2.24+0.1 2.8+0.0 2.2+0.4
20:5n-3 (EPA) 9.5+0.3 12.3+£0.2 9.1£0.1 10.2+0.2 8.5+0.0 6.6+0.4 8.3+£0.6 8.840.0 9.0+1.6
22:6n-3 (DHA) 22.3+0.1 37.2+0.3 32.3+0.5 35.5+0.3 33.0+0.2 26.0+1.3 25.0+1.8 26.2+0.2 30.5+5.5

Poliinsaturados 394 59.8 51.6
DHA/EPA 2.3 3.0 3.6

53.0 41.8 43.1 45.1 4947.7
3.9 3.9 3.0 3.0 3.4+0.5

altos en octubre (13.7%) y diciembre (21.1%)
de 2014 y en abril (13.7%) de 2015, lo cual
coincide con los meses en que se presentod
los porcentajes de eclosion mas bajos (31.6 y
27.3% en octubre y diciembre de 2014, res-
pectivamente y 38.7% en abril de 2015). En
el Cuadro 3 se muestran las correlaciones de
Pearson (r) entre la fecundidad relativa, por-
centaje de fecundacion y eclosion con los in-
dices ISL y MA3. Si bien los mayores valo-
res de r correspondieron entre el porcentaje
de eclosion con el ISL (valor positivo) y entre
el porcentaje de eclosion y el MA3 (valor
negativo); sin embargo, no fueron significati-
vos (p>0.05).

Composicion Bioquimica de los Huevos

Los resultados de los analisis de la com-
posicion bioquimica de los huevos se obser-
van en el Cuadro 4. En relacion a las protei-
nas, se encuentran en un rango entre el 37 y
62% (a excepcion de junio del 2015 donde la
hembra con codigo 897592 muestra un valor
de 25.6 £+ 1.2), los lipidos varian entre 13 y
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19% y los carbohidratos entre 2.2 y 5.7%.
Informacion necesaria para la formulacion y
elaboracion de dietas para reproductores de
la especie.

La abundancia relativa de los acidos
grasos (mg/g de muestra seca) se observa
en el Cuadro 5. Se encontré una predomi-
nancia de los acidos grasos poliinsaturados,
seguido de los acidos grasos saturados y
monoinsaturados. El DHA (acido docosa-
hexaenoico, 22:6n-3) fue el mas abundante
de los acidos grasos poliinsaturados, seguido
del EPA (acido eicosapentaenoico, 20:5n-3)
y ARA (4cido araquiddnico 20:4n-6). La re-
lacion de DHA: EPA fue 3.4 = 0.5.

DiScUSION

La situacion ideal es que los reproduc-
tores desoven espontaneamente, pero en con-
diciones de cautiverio este proceso se ve al-
terado por la falta de maduracion final del
ovocito y espermiacion, o por la falta de
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sincronizacion entre machos y hembras; sien-
do la fertilizacion artificial una buena alterna-
tiva, donde los ovocitos ovulados y el esper-
ma maduro son obtenidos por separado por
presion abdominal, colocados en seco en un
recipiente libre de contaminacion (orina) y
mezclados con la adicion de agua de mar
(Mylonas et al., 2010). Al respecto, el estrés
de los reproductores a las condiciones de
cautiverio tiene un efecto negativo en el acon-
dicionamiento, maduracion gonadal y en la
calidad de huevos, lo cual se le conoce como
disfunciones reproductivas. Esto puede ocu-
rrir por la falta de liberacion de la hormona
luteinizante (LH) al final de vitelogénesis;
siendo por ello utilizada la GnRHa en varias
especies de peces. Una ventaja particular del
uso de GnRHa es que se puede utilizar en
peces con desarrollo ovocitario asincronico o
grupos sincronicos, con ovocitos en diferen-
tes estadios de maduracion (Mylonas ef al.,
2013), como es el caso de lenguado P.
adspersus. Entre las terapias hormonales, la
GnRHa es la mas utilizada por tener menor
especificidad de especie y actuar a nivel del
gje cerebro-pituitaria-goénada, estimulando la
liberacion de la LH enddégena (Mylonas et
al.,2010). Adicionalmente, la GnRHa puede
administrarse en forma de bolo (inyeccion li-
quida) o en un sistema de liberacion sosteni-
da conocida como implante (Mylonas y Zohar,
2001). Esta aplicacion hormonal se ha reali-
zado con éxito en hembras con ovocitos ma-
yores a 500 um (Sarih et al., 2018), y en el
caso de P. adspersus se ha utilizado para la
induccion al desove.

Es importante mencionar que cada mé-
todo de induccion tiene ventajas dependien-
do de la especie (Fakriadis et al., 2018). Por
ejemplo, en la corvina Argyrosomus regius,
multiples inyecciones de GnRHa fueron mas
ventajosas en comparacion con los implan-
tes, debido a un mejor control de la produc-
cion de huevos y repetibilidad de la respuesta
(Mylonas et al., 2015). Asimismo, en Seriola
dumerili se evaluaron los dos tipos de uso de
la GnRHa para inducir al desove (Mylonas
et al.,2004; Fernandez-Palacios et al., 2013).
En el presente estudio con P. adspersus se
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utilizaron inyecciones de GnRHa obteniendo
desoves en los dos periodos de experimenta-
cion.

Respecto a la dosis de GnRHa (1 pg/kg
de pez), los desoves ocurrieron en un periodo
de latencia entre 45 y 48 h posteriores a la
inyeccion, con una temperatura de 16.46 +
0.1 °C. En Solea senegalensis con dosis de
25 pg/kg de GnRHa ([des-Gly10, D-Ala6]-
LH-RH-ethyl-amide) (Sigma) se reporta la
ovulacion a las 41-44 h después del tratamien-
to, con una temperatura de 16 °C (Rasines et
al., 2012). En Paralichthys lethostigma se
usaron tres concentraciones (5, 25 y 50 pg/
kg de pez) de un analogo a la hormona
liberadora luteinizante de mamiferos
(sGnRHa), produciendo desoves a las 54-58 h
(Wright-Moore et al., 2019). Asimismo, en
Seriola dumerili, multiples desoves ocurrieron
después de un periodo de latenciade 43.1 £2.5
con inyecciones de GnRHa (20-25 pg/kg)
(Fakriadis et al., 2018; Sarih et al., 2018).

En los peces se define la calidad del
huevo como la capacidad para desarrollarse
y producir embriones viables (Reading et al.,
2018). Esta capacidad se ve afectada por
factores que incluyen el estado nutricional,
estrés, sobre-maduracion del huevo, tipo de
hormona para induccion al desove, la genética
y la edad de los reproductores; ademas de
otros factores como la calidad del agua y
ambientales como fotoperiodo, temperatura
y salinidad (Bobe y Labbe, 2010; Mylonas et
al., 2010; Jia et al., 2014). Los indicadores
mas usados para determinar la calidad del
huevo son las tasas de fertilizacion y eclo-
sion, asi como la morfologia, flotabilidad y
tamafio del huevo, distribucion de gotas de
lipidos y morfologia anormal de blastomeros
(Aristizabal et al., 2009; Jia et al., 2014). Jia
et al. (2014) reporto en desoves naturales de
turbot Scophthalmus maximus de origen sil-
vestre los mayores valores de fertilizacion
(90.74 £ 1.01%) y eclosion (76.49 £ 3.29%)
a mitad de la temporada reproductiva, pero
con grandes variaciones durante todo el pe-
riodo. Sin embargo, en el presente estudio se
obtuvo 84.3% de fertilizacion y 50.9% de
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eclosion en ambos periodos de experimenta-
cion. Por otro lado, en Solea senegalensis
se reportd 36.7 = 4.5y 18.5 + 3.6% de ferti-
lizacion y eclosion, respectivamente (Rasines
etal.,2012);y en Seriola dumerili entre 81.6
y 98.9 de fertilizacion y entre 33.3 y 100.0%
de eclosion (Fernandez-Palacios et al., 2013).

La cantidad de huevos producidos por
hembra por induccion hormonal con GnRHa
depende de las concentraciones utilizadas.
Asi, Wright-Moore et al. (2019) reportaron
para Paralichthys lethostigma 128 000 hue-
vos a 5 pg/kg, 61 100 a 25 pg/kg y 40 600 a
50 pg/kg con fecundidades relativas de
95 400, 26 700 y 7800 huevos/kg, respecti-
vamente. El mayor numero de huevos pro-
ducidos en P. adspersus fue de 124 600 y la
mayor fecundidad relativa fue de 84 895 hue-
vos/kg a una dosis de 1 pug/kg.

Enrelacion a la composicion bioquimica
de huevos y larvas como indicador de cali-
dad, las proteinas cumplen un papel impor-
tante en la fertilizacion y en el desarrollo nor-
mal del embridn, y los aminoacidos libres son
indispensables como combustible metabolico
para las larvas (Ceccon et al., 2012). Asi-
mismo, la composicion de lipidos y acidos
grasos en el alimento de los reproductores
permite la reproduccidén y supervivencia
exitosas de la descendencia (Izquierdo et al.,
2001); teniendo importancia el perfil de los
acidos grasos esenciales como DHA, EPA,
ARA vy sus proporciones (Ceccon et al.,
2012), por lo cual deben ser considerados
(Sargent et al., 2002). El DHA juega un pa-
pel importante como componente estructural
de las membranas celulares, especialmente
en los procesos de sinaptogénesis y
retinogénesis durante el desarrollo embriona-
rio en peces (Sargent et al., 2002; Tocher,
2010). Ademas, la relacion DHA/EPA con-
duce a un equilibrio adecuado en la composi-
cion estructural de las células, pudiendo afec-
tar el desarrollo del embrion y supervivencia
de la larva (Furuita et al., 2002).
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En el hirame (Paralichthys olivaceus),
Furuita et al. (2000) reportaron que los hue-
vos presentaron valores de ARA 0.6 £ 0.1,
DHA 8.2 £ 0.6, EPA 6.9 £+ 1.0% del total de
acidos grasos y una relacion DHA/EPA de
1.2 £0.1% a partir de reproductores alimen-
tados conun nivel 2.1 g/100 g dieta de acidos
grasos. Asimismo, en esta misma especie,
reproductores alimentados con dietas con una
relacion de DHA/EPA de 1.2, 1.6 y 1.5%,
obtuvieron valores de ARA 1.0 +0.2, 0.9 +
03y09+02, EPA6.7+£05,81+£1.0y
11.7+0.3; DHA9.4+0.7,11.9+2.4y13.4
+ 1.1% del total de acidos grasos y una rela-
cion DHA/EPA 1.4 +£0.1,1.5+£04y 1.2 £
0.1%, respectivamente (Furuita et al., 2002).

En turbot se obtuvo para huevos produ-
cidos por desoves naturales valores de pro-
teina 12.7 = 0.7%, lipidos 20.6 £ 0.8% y
carbohidratos 9.4 £ 0.3%, y con respecto a
los acidos graso (g/kg de peso seco): EPA
7.6 £0.5, DHA29.2+0.6 yARA2.6+0.1,
y una relacion DHA/EPA de 3.8 £ 0.3% (Jia
et al.,2014). Asimismo, para la misma espe-
cie, Tong et al. (2017) determinaron que el
DHA y EPA estan estrechamente asociados
con el crecimiento, desarrollo del cerebro y
la funcion visual. En general, la relacion DHA/
EPA varia entre 3:1 a 4:1 (Jia et al., 2014;
Tong et al.,2017). La composicion de acidos
grasos en huevos fertilizados de Liza rama-
da por induccion hormonal (segunda dosis)
obtuvieron DHA 0.4, EPA 2.5, ARA 0.2%
del total de acidos grasos, y una relacion
DHA/EPA de 0.1% (Fayez-Fahmy y Abdel-
Baki, 2014). En el presente estudio, la com-
posicion de acidos grasos de huevos de P
adspersus para DHA, EPA y ARA fue de
30.5£55,90+ 1.6y 2.2=+0.4 (mg/gen
base seca, respectivamente), y la relacion
DHA/EPA de 3.4 £ 0.5, considerandose hue-
vos de buena calidad para los desoves obte-
nidos por la induccion hormonal.

ElISL es un indicador potencial de cali-

dad, porque determina la calidad de las re-
servas endogenas contenidas en el saco
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vitelino y el potencial de sobrevivencia intrin-
seca de la larva (Giménez et al., 2006). Este
valor refleja la actividad de las larvas y es un
indicador practico en la produccion de juve-
niles. En P. olivaceus vari6 de 15.3 a 30.9
(Furuita et al., 2000). Por otro lado, Furuita
et al. (2001) reportan un MA3 de 80.4% ¢
ISL de 27.1%, en tanto que Furuita et al.
(2002) obtuvieron valores de MA3 entre 71.1
y 86.0% e ISL entre 40.3 y 59.7%, depen-
diendo de los niveles de acidos grasos utiliza-
dos en la dieta. En especies como el denton
comun Dentex dentex y besugo Pagrus
pagrus, Giménez et al. (2006) y Aristizabal
et al. (2009), respectivamente, determinaron
que el ISL fue similar entre desoves de alta y
baja calidad. En el presente estudio se obtu-
vo un MA3 entre 4.4 y 24.2% con un ISL
entre 11.5y 31.0, lo cual indica la buena cali-
dad de huevos y larvas, considerando que se
encuentran dentro del rango de resultados que
se presentaron en especies similares y otras.

Se puede concluir que la induccion hor-
monal con GnRHa permiti6 obtener huevos
y larvas de calidad; sin embargo, se requiere
considerar una dieta especie especifica para
reproductores que permita asegurar una bue-
na calidad de la progenie y con ello lograr la
produccion de semilla sostenible en el tiempo.
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