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Abstract

La mayoria de las deformaciones esqueléticas y problemas pigmentarios aparecen durante las fases larvaria y juvenil,
es decir, durante un corto periodo de tiempo donde diversos procesos biologicos influyen en la organogénesis,
morfogénesis y metamorfosis del animal. En general, las larvas de peces marinos eclosionan con un estadio de
desarrollo menos avanzado que el de los vertebrados superiores, lo que implica que la secuencia del desarrollo del
sistema esquelético y pigmentario en teledsteos sea considerablemente diferente a la de estos. Esta particularidad
representa una notable ventaja a la hora de estudiar el papel que juegan distintos factores biodticos y abiodticos sobre el
patron normal de formacion del esqueleto y pigmentacion en peces. Las deformidades esqueléticas y problemas de
despigmentacion pueden ser causadas por diversos motivos, siendo la nutricion uno de los mas importantes. El
presente trabajo es una revision de los conocimientos que se tienen en la actualidad sobre el rol de determinados
nutrientes (minerales, vitaminas, proteinas y lipidos) sobre el desarrollo de la larva, formacidén del esqueleto,
aparicion de malformaciones esqueléticas, pigmentacion y metamorfosis durante los estadios iniciales de desarrollo

de peces marinos.
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Introduccion

En las ultimas décadas el sector de la acuicultura ha sufrido una gran expansion y desarrollo,
resultando en algunos casos en una alta competencia entre las empresas acuicolas, una
sobreproduccién de determinadas especies y por consiguiente, una reduccion en su precio de
mercado. Estos hechos han forzado a la industria a reducir sus costes de produccion, mejorarando
la eficiencia del proceso productivo. En este sentido, las deformaciones esqueléticas y su
incidencia son uno de los principales factores, junto con la despigmentacion en peces planos, que
afectan a los costes de produccion de peces marinos, pues tienen un efecto directo sobre el
crecimiento, supervivencia y morfologia externa de los animales (Matsusato, 1986; Divanach et

al., 1997; Koumoundouros et al., 2002).

Las pérdidas econdmicas asociadas a las deformidades esqueléticas y problemas de
despigmentacion se localizan en dos puntos de la cadena de produccion: en las hatcheries,
reduciendo la supervivencia larvaria y la eficiencia del crecimiento de los peces malformados, y
durante el engorde, donde los peces deformes y despigmentados tienen que ser descartados o
vendidos a precios inferiores a los del mercado. Durante ambas etapas del proceso productivo, los
gastos de alimentacion son considerables (mas de un 50% de los totales), alimentandose peces
con deformaciones que no sobreviven al proceso productivo, o que sobreviven pero que debido a
sus deformaciones el indice de conversion de alimento ingerido es inferior al normal, y su venta,
a precio inferior, no cubre los gastos de su produccion. A estas pérdidas por alimentacion se
suman los gastos de mano de obra para el descarte de los individuos deformes. Alrededor del
30% de las larvas de peces marinos producidas en criaderos comerciales pueden presentar
malformaciones esqueléticas de diversa magnitud. Dichas deformaciones, que afectan el aspecto
exterior y calidad del ejemplar, entre las que destacan las de la columna vertebral (lordosis,
cifosis y/o escoliosis), mandibula, opérculo y/o aletas, asi como defectos pigmentarios o
problemas en la migracion del ojo en el caso de los peces planos, representan una importante
pérdida econdémica para el acuicultor y una reduccion considerable en la imagen de calidad del
producto final si éste es comercializado (Alfonso et al., 2000; Boglione et al., 2001; Verhaen et
al., 2007).
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Este hecho representa uno de los cuellos de botella mas importantes de la acuicultura marina
actual, que los acuicultores solventan sobredimensionado su produccion de alevines con el coste
econdmico (mano de obra, cultivos auxiliares, ocupacién de instalaciones, etc.) que esto
representa. En este sentido, la produccion anual de mas de 500 millones de alevines de especies
marinas conlleva asociada una supervivencia entorno al 15%, lo que representa una pérdida
global de millones de euros. A pesar de ello, no ha sido hasta esta ultima década cuando se ha
empezado a prestar atencidon sobre el origen de dichas malformaciones esqueléticas en peces

marinos y problemas asociados a despigmentacion en peces planos.

Meétodos para el estudio de deformaciones esqueléticas en larvas

El método més generalizado para el estudio de deformaciones esqueléticas en larvas de peces es
el basado en la tincion selectiva de los tejidos dseos y cartilaginosos por colorantes especificos
como el rojo de alizarina S y el azul alcian, respectivamente. Asi, el rojo de alizarina S tifie la
matriz mineralizada del hueso, mientras que el azul alcian colorea los condrocitos y matriz

cartilaginosa.

Existen diferentes variantes y modificaciones de este método en la literatura (Dingerkus & Ulher,
1977; Klymkowky & Hanken, 1991; Gavaia et al., 2000, ver protocolos detallados y soluciones
de trabajo en dichas publicaciones), si bien todos ellos presentan los siguientes pasos en comun:
fijacion y conservacion del material bioldgico en formaldehido tamponado y/o etanol 70%;
rehidratacion de los individuos mediante bafios sucesivos en agua destilada durante varios
minutos y tincidon en solucion de azul alcian (la duracion de este periodo ha de ajustarse segun la
especie, el tamafno y edad de la muestra, desaconsejandose periodos largos de exposicion a la
solucion colorante pues pueden acabar descalcificando el tejido 6seo, dando lugar a alteraciones
en los resultados con la tincion de éste por el rojo de alizarina). Tras la tincion del tejido
cartilaginoso se procede a la rehidratacion progresiva de la muestra, macerandose los individuos
en una solucion acuosa de KOH al 1% con un 3% de perdxido de hidrogeno (9:1 v/v) hasta que
los elementos esqueléticos son claramente visibles por transparencia. Con el fin de facilitar la
penetracion del rojo de alizarina a través de la musculatura corporal, las muestras son mantenidas

entre 6 y 20 horas en una soluciéon acuosa saturada en borato soédico, conteniendo 0.3-0.5g de
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tripsina (el uso de la tripsina es opcional, no siendo recomendada por algunos autores en larvas de
pequeiio tamafio; Gavaia et al., 2000). Finalmente, el tejido 6seo es coloreado con una solucion
de rojo de alizarina S durante 24 horas aproximadamente, y conservandose las muestras en
glicerol al 100% con algunas gotas de timol (antifingico), previo lavado de las muestras con agua

destilada y KOH con el fin de eliminar el exceso de colorante de los tejidos blandos.

it e ==
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Figura 1. Diferentes tipos de deformaciones esqueléticas que se pueden detectar en larvas de peces marinos. a)
Fusion de las espinas hemales de vértebras caudales en lenguado senegalés; b) fusion de las espinas neurales en
vértebras hemales de lenguado senegalés; c) fusion de los cuerpos vertebrales preurales lenguado senegalés; d)
fusiéon de los hipurales 4-3, y 2-1 en el complejo caudal del lenguado senegalés; e) deformaciéon del hipural 1
(asterisco) y parahipural (flecha) en el complejo caudal del lenguado senegalés, fusion y deformaciéon cuerpos
vertebrales, y fusion de espinas neurales; f) deformacion del urostilo del complejo caudal en lenguado senegalés
(flecha), fusion del hipural 4 con el parahipural (asterisco) y deformacion de las espinas hemales modificadas; g)
reduccion del premaxilar y supradesarrollo del dentario en lubina europea, dando como resultado una larva con un
marcado prognatismo; h) larva de dorada con la mandibula inferior subdesarrollada (pico de loro); i) fusion y
deformacion de los pterigdforos (base a los radios de las aletas) en dorada; j) escoliosis en vértebras hemales y
preurales en lubina europea derivadas posiblemente de un traumatismo por manipulacion indebida; k) escoliosis
vertebral por traumatismo en lenguado senegalés; 1) lordosis y cifosis en la columna vertebral de dorada; m) lordosis
(flechas) y cifosis (*) en la columna vertebral de lubina europea; n) compresion y fusiéon y no osificacion de cuerpos
vertebrales en vértebras de dorada; o) compresion de cuerpos vertebrales y deformacion de espinas hemales y
neurales asociadas en dorada. Las diferencias en los resultados de coloracion entre las fotografias no representan
grados de osificacion diferentes entre los animales, sino variaciones en los procesos de tincion de las estructuras

oseas de las especies consideradas.

Adicionalmente, y teniendo en cuenta el tamafio de los organismos, también se utilizan técnicas
de rayos X (Roy et al., 2002; Witten et al., 2005; Fejdall et al., 2007) con el fin de evaluar el
desarrollo del esqueleto y detectar deformaciones de éste, si bien su aplicacion es mas bien
reducida debido a la baja disponibilidad de este tipo de aparatos en instalaciones de acuicultura,
su elevado coste y nivel de preparacion técnica del personal para su uso. Asi, el uso de rayos X
para el estudio de deformaciones esqueléticas se utiliza principalmente para animales juveniles y
adultos, donde las técnicas de doble tincidn resultan insatisfactorias debido al tamafio corporal de
los animales. En determinadas situaciones en las que se precisa detectar animales con
deformaciones esqueléticas sin proceder al sacrificio de los animales, como en el caso del pez
cebra u otros peces usados como modelos bioldgicos, se utilizan croméforos fluorescentes como
la calceina (CsoH26N,013) la cual se une especificamente al calcio de las estructuras osificadas y
permite tefiir el tejido esquelético (Du et al., 2001; Elizondo et al., 2005). A pesar de que la
calceina permita tefiir los animales in vivo en menos de 20 minutos, a diferencia de la técnica de
doble tincidon, no permite identificar el tejido 6seo del cartilaginoso, ya que ambos tipos de

estructuras son coloreadas inespecificamente.
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Desarrollo larvario, nutricién y deformaciones esqueléticas

Las larvas de peces marinos, consideradas como los vertebrados mas pequenos del planeta
(Wieser, 1995), eclosionan con la mayoria de sus 6rganos y sistemas incompletos o parcialmente
desarrollados, sistemas que sufren una rapida e intensa diferenciacion y transformacion con el fin
de que el organismo adquiera, al final de la etapa larvaria, las caracteristicas morfologicas y
fisiologicas propias del estadio (fentotipo) juvenil. Distintos parametros pueden influenciar el
desarrollo harmodnico de la larva y alterar su ontogénesis, pudiendo afectar de forma directa a su
viabilidad y calidad. En condiciones naturales, dichas larvas perecerian pues la seleccion natural
impediria su crecimiento y desarrollo, sin embargo, bajo las condiciones que se dan en los
criaderos comerciales, estos animales tienen mayores probabilidades de sobrevivir, ya sea por la
ausencia de depredadores naturales, la elevada disponibilidad de alimento o el control estricto de

los pardmetros ambientales que regulan su crecimiento y desarrollo.

Las principales malformaciones esqueléticas observadas en larvas y juveniles de peces afectan a
diferentes regiones del cuerpo del animal, y en particular la cabeza, columna vertebral y cola
(Andrades et al., 1996; Koumoundouros et al., 1999; Alfonso et al., 2000, Verhaegen et al.,
2007; Fernandez et al., 2008). En la region ceféalica las malformaciones mas comunes afectan al
desarrollo del esqueleto faringeo (mandibula superior e inferior) y la formacion del opérculo.
Deformaciones y compresiones de los cuerpos vertebrales son las causas mas comunes de la
aparicion de columnas vertebrales escolidticas, lorddticas y/o cifoticas. Problemas en el
desarrollo del esqueleto también pueden afectar a la formacion del complejo caudal (fusion de
distintos elementos esqueléticos que forman la cola), resultando en la ausencia de ésta en casos
extremos o la aparicién de elementos supranumerarios. En la Figura 1 se presentan algunos

ejemplos de deformaciones esqueléticas observadas en distintos estudios.

La aparicion de malformaciones esqueléticas estd intimamente relacionada con los procesos de
formacion, proliferacion, diferenciacion y desarrollo del esqueleto del animal, afectando no solo
la apariencia externa del ejemplar, sino también su crecimiento, supervivencia, locomocion,
ingesta del alimento y vulnerabilidad a patdgenos y condiciones de cultivo adversas (Lewis &

Lall, 2006). En este sentido, diversos factores (abiodticos, bidticos y xenobidticos) pueden afectar
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los procesos anteriormente citados, y dar como resultado el desarrollo de deformaciones
esqueléticas. Si bien, el presente trabajo se centra en el efecto de los componentes de la dieta sobe
el desarrollo de deformaciones esqueléticas, es importante también hacer mencién de otros

factores que pueden afectar al proceso de esqueletogénesis, citados a continuacion.

Factores ambientales como la luz (intensidad luminica), temperatura, salinidad, pH, oxigeno
disuelto, etc., tienen un efecto directo sobre el desarrollo normal de la larva, y por tanto, ligeras
desviaciones sobre el rango Optimo de cualquiera de los pardmetros ambientales anteriormente
citados, puede resultar en un desarrollo anormal del individuo, derivando en la aparicion de
deformidades (Lall & Lewis-McCrea, 2007). A titulo de ejemplo, recientemente, se ha puesto en
evidencia el papel que juega la temperatura en el desarrollo de deformaciones esqueléticas,
problemas que se originan por al asincronismo que existe entre el desarrollo de la musculatura y
del esqueleto (teoria del mecanostato). Es decir, un incremento de la temperatura del agua
superior a los niveles optimos de la especie resulta en un mayor crecimiento y desarrollo de la
musculatura del tronco, llegando a comprimir y deformar los cuerpos vertebrales de la larva,
todavia no osificados en su totalidad, y originando por consiguiente animales con columnas
vertebrales lordoticas (Proyecto ORCIS, 2004). La presencia de agentes xenobidticos en el agua,
como contaminantes, metales pesados, pesticidas (organoclorados, organofosfatos y carbamatos),
pueden ser también responsables de problemas esqueléticos, al actuar como agentes disruptores
del desarrollo normal del individuo. Aunque su incidencia en condiciones de cultivo es mas bien
reducida debido al estricto control de la calidad del agua que se lleva a cabo en la mayoria de
criaderos. Los factores bidticos que afectan al desarrollo del animal incluyen la densidad del
cultivo, traumatismos derivados del manejo de las larvas, agentes patdogenos, factores genéticos
asociados a situaciones de elevada consanguinidad y desequilibrios nutricionales. Si bien, el
citado trabajo se cifie al efecto de la dieta sobre el desarrollo normal del tejido esquelético y
aparicion de deformaciones esqueléticas, esto no quiere decir que el resto de factores
anteriormente mencionados, tanto bidticos como abidticos, no tengan un importante papel sobre

el desarrollo y calidad de la larva y el juvenil.

En la actualidad, diversos estudios han demostrado que existe una marcada relacion entre la

alimentacion de la larva y la aparicion de malformaciones esqueléticas en teledsteos marinos
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(consultar revisiones de Cahu et al., 2003; Lall & Lewis-McCrea, 2007). Asi, diversos autores
han demostrado que la incidencia de larvas con deformaciones puede reducirse
considerablemente mediante el desarrollo de una dieta ajustada a los requerimientos nutricionales
de la especie y de su estadio de desarrollo particular (Cahu et al., 2003). El efecto de distintos

nutrientes sobre el desarrollo del esqueleto se describe a continuacion.

Minerales

Existen alrededor de veinte minerales y elementos traza necesarios para la vida del animal, sus
funciones se pueden resumir de la siguiente manera: son constituyentes esenciales de las
estructuras esqueléticas, tales como huesos y dientes; juegan un papel clave en el mantenimiento
de la presion osmotica del animal; sirven como constituyentes estructurales de tejidos blandos,
jugando un papel vital en la transmision de los impulsos nerviosos y contracciones musculares,
asi como también en el equilibrio acido-base corporal y consecuentemente regulan el pH de la
sangre y otros fluidos corporales. Finalmente mencionar que los minerales sirven también como
constituyentes esenciales de muchas enzimas, vitaminas, hormonas y pigmentos respiratorios, o

como cofactores en el metabolismo, catalisis y como activadores enzimaticos.

Los minerales como el calcio y el fosforo son indispensables para el desarrollo y el crecimiento
del esqueleto, encontrandose ambos de forma combinada (hidroxiapatita) en el hueso. A su vez,
el calcio es también necesario para el mantenimiento del equilibrio osmoético del animal, y el
buen funcionamiento y actividad de los tejidos muscular y nervioso. A diferencia de los
vertebrados terrestres en los que el aporte de los citados minerales se realiza a través de la dieta,
los peces, al igual que la mayoria de animales acuaticos son capaces de absorber el calcio a través
de las branquias; y por consiguiente sus requerimientos estdn basados en su capacidad de
absorber el citado nutriente del agua y no en su aporte a través de la dieta; si bien en especies de
agua dulce que habitan aguas de dureza reducida pueden ocasionarse situaciones en que los bajos
niveles de este mineral en el organismo deriven en escoliosis y malformaciones craneales

(Guillaume et al., 2002).

Sin embargo, los peces no son capaces de cubrir sus requerimientos nutricionales en fosforo a

partir de los procesos de osmoregulacion, representando la dieta la principal fuente de fosforo
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para el organismo (0.5-0.9%). Dietas pobres en fosforo resultan en una disminucion del
crecimiento, una baja mineralizacion del hueso, una disminuciéon en la produccion de
osteoblastos y un aumento de osteoclastos, resultando en un incremento de la incidencia de
deformaciones, tanto en la columna vertebral (escoliosis y compresion vertebral), como en el
craneo (deformaciones en el esqueleto faringeo) (Lall & Lewis-McCrea, 2007). Otra
sintomatologia asociada a dietas pobres en este mineral son un exceso en el deposito lipidico y un
aumento en la actividad de determinados enzimas neoglucogénicos (Guillaume et al., 2002). A
pesar de que los requerimientos nutricionales para este nutriente no han sido poco estudiados en
peces (0.5-0.9%), es de esperar que durante el desarrollo de la larva éstos sean mucho mayores a

los descritos, dada la rapidez e intensidad de crecimiento y desarrollo de la larva.

El magnesio es un constituyente importante de los tejidos dseos, presentando su metabolismo
similitudes con el del calcio. Este metal actia como co-factor en numerosas reacciones
enzimaticas relacionadas con la osmoregulacion, sintesis proteica y crecimiento. La carencia de
magnesio se refleja en sintomas como la disminucion del crecimiento, anorexia, deformaciones
esqueléticas, calcinosis renal y distrofia muscular. El requerimiento en magnesiso en los peces de
agua dulce es relativamente bajo (0.05-0.1%) y posiblemente se vea satisfecho, al menos en
parte, por el agua donde se encuentra en concentraciones de 1 al 3 mg/l. Sin embargo, no se ha

demostrado experimentalmente un requerimiento alimentario de este mineral en peces marinos.

Finalmente mencionar que un consumo excesivo de determinados minerales como el estroncio,
litio, aluminio, hierro, molibdeno, selenio, plomo, bismuto o plomo puede tener efectos negativos
sobre el metabolismo del tejido esquelético, tal y como ha sido descrito en vertebrados terrestres
(NRC, 2005), siendo de especial importancia el control de dichos metales tanto en el alimento

proporcionado a las larvas, como en el agua de la que se abastece la instalacion acuicola.

Vitaminas

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de compuestos organicos esenciales para el crecimiento
y mantenimiento de la vida animal. La mayoria de las vitaminas no son sintetizadas por el cuerpo

de los animales, o bien si lo son, es a una tasa muy inferior, que permita cubrir los requerimientos
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de los animales. Las vitaminas difieren de los otros nutrientes principales (proteinas, lipidos y
carbohidratos) en que éstas no estdn quimicamente relacionadas unas con otras, existen en
cantidades muy pequefias dentro de las materias alimenticias de origen animal y vegetal, y son
requeridas por los animales en cantidades traza. Aunque su defecto como su exceso pueden
producir importantes alteraciones y patologias asociadas al desarrollo del animal. Las vitaminas
se agrupan en dos categorias dependiendo de su solubilidad: vitaminas liposolubles que se
almacenan en el tejido adiposo y en el higado, y vitaminas hidrosolubles, que el cuerpo las tiene
que usar inmediatamente, ya que cualquier vitamina hidrosoluble sobrante es eliminada del

cuerpo a través de la orina.

Vitaminas hidrosolubles

Vitamina C: el 4cido ascoérbico destaca por su papel como antioxidante y agente reductor, ademas
de ser un nutriente necesario para la formacioén de elementos esqueléticos como la matriz 6sea, el
colageno y el tejido conectivo. Dietas deficientes en vitamina C resultan en animales con
escoliosis y subdesarrollo del esqueleto faringeo, deformaciones derivadas de una pobre
calcificacion y desarrollo del hueso (Lall y Lewis-McCrea, 2007). Si bien los requerimientos
nutricionales para la vitamina C son bien conocidos en juveniles y adultos (>25 mg/kg; NRC,
2005), debido a la facilidad que supone el poder trabajar con dietas inertes, existe muy poca
informacion sobre los efectos y requerimientos de este nutriente en larvas, siendo la tnica
informacion disponible la procedente de animales destetados. Asi, en larvas de lubina y rodaballo
de 30 dias de edad los niveles de vitamina C no han de ser inferiores a 20 mg/kg de alimento,
mientras que en el caso de la carpa estos valores pueden llegar a ser de hasta 45 mg/kg (Cahu et

al., 2003).

Existen otras vitaminas hidrosolubles, pertenecientes la mayoria al complejo de la vitamina B,
como la tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), piridoxina (vitamina B6), acido
pantoténico (vitamina BS5), biotina (vitamina B8), etc, pero cuyo papel importante no se halla
relacionado con el desarrollo del tejido esquelético del organismo, y que por lo tanto, no han sido

consideradas en la presente revision.
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Vitaminas liposolubles

Vitamina K: esta vitamina es conocida por su papel en los procesos de coagulacion sanguinea,
aunque también participa en la regulacion de las proteinas transportadoras del calcio, en la
sintesis de proteinas del hueso (osteocalcina), e inhibe la reabsorcion del hueso y la formacion de
osteoblastos. Su efecto ha sido poco investigado en peces, sin embargo, Udagawa (2006) mostro
como larvas de Fundulus heteroclitus alimentadas con dietas pobres en vitamina K (<25 mg/kg),
mostraron una elevada incidencia de escoliosis y deformaciones vertebrales, ademds de presentar
un esqueleto fragil. Dichas deformaciones fueron consecuencia de una reduccion en la actividad
de los osteoblastos, una disminucién de la osteocalcina en el hueso (proteina que regula la
incorporacion de fosfatos de calcio en el hueso, afectando su proceso de mineralizacion),
resultando en un desarrollo incompleto de los elementos esqueléticos. En el caso del eglefino
Melanogrammus aeglefinus, dietas pobres en vitamina K resultaron en un proceso de
mineralizacion incompleta (bajo contenido en tejido mineralizado, altos niveles de tejido osteoide
y pérdida de matriz dsea), resultando en estructuras 6seas deformadas y desmineralizadas (Roy et
al., 2002). Aunque el resultado final de peces alimentados en dietas pobres en vitamina K son
similares a aquellos alimentados con dietas deficitarias en fésforo, los procesos por los cuales se
dan estas deformaciones son distintos para cada uno de los citados nutrientes. Asi, una
deficiencia en vitamina K reduce el proceso mineralizacion del hueso, mientras que la falta de
fosforo incrementa el proceso de reabsorcion del tejido 0seo, y subsecuentemente disminuye la
mineralizacion de éste al reducir la formacion del hueso (Roy et al., 2002). Los requerimientos
para esta vitamina no han sido establecidos con exactitud en peces (NRC, 2005), si bien estudios

recientes los han estimado en 10 y 0.2 mg/kg en salmoénidos y eglefino, respectivamente.

Vitamina A: esta vitamina liposoluble tiene numerosas funciones en el organismo, si bien durante
los primeros estadios de desarrollo del animal ejerce un papel preponderante en los procesos de
proliferacion y diferenciacion celular, establecimiento de la simetria bilateral del animal,
crecimiento y desarrollo normal del esqueleto (Ross et al., 2000). Los requerimientos
nutricionales para la vitamina A en peces (salménidos, pez gato y dorada) estan comprendidos
entre las 1,000 y 3,500 Ul’kg (NRC, 2005), aunque estos valores han sido establecidos para
ejemplares juveniles y/o adultos. En el caso de larvas, se conocen mas los efectos derivados de
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una hipervitaminosis que sus requerimientos nutricionales, si bien la informacion que se dispone
indica que dichos requerimientos son mucho mayores que en juveniles o adultos. Asi por
ejemplo, alevines de salmon alimentados con dietas que contenian hasta 20,000 Ul/kg mostraron
un patrén de crecimiento y desarrollo esquelético normal (Ornsrud, et al., 2002). En el caso de la
lubina, niveles inferiores a 150,000 Ul/kg tampoco afectaron al crecimiento de la larva, ni a la
incidencia de malformaciones esqueléticas (Villeneuve et al., 2005a). Mientras que en el caso de
la platija japonesa no se observaron problemas esqueléticos cuando estas fueron alimentadas con
45,000-50,000 Ul/kg de nauplios de artemia (Dedi et al., 1995; Takeuchi et al., 1998). Estudios
recientes con dorada, mediante el uso de presa viva (rotiferos) enriquecida con niveles
incrementales de vitamina A (37,500-grupo control, 55,000, 77,000 y 375,500 Ul/kg en peso
seco), han puesto de manifiesto que incrementos de sélo 1.5 veces el contenido en vitamina A en
la presa viva han producido diferentes niveles y tipologias de malformaciones esqueléticas,
indicando que las larvas de dorada son muy sensibles a los niveles de VA en dieta. La vitamina A
de la dieta acelerd la osificacion intramembranosa de los cuerpos vertebrales lo que conlleva la
aparicion de vértebras supranumerarias, provocando una gran incidencia de deformacion en las
vértebras (por compresion y/o fusion), mandibulas, opérculos y apéndice caudal en larvas de

dorada (Fernandez et al., 2008).

Como ya se ha comentado con anterioridad, la vitamina A regula el proceso de formacién del
esqueleto y del cartilago al controlar la formacién, proliferacion y funcionalidad de los
condrocitos. Un exceso de esta vitamina reduce la sintesis del colageno, la formacion de
osteoblastos y por consiguiente del crecimiento y desarrollo del hueso. Paralelamente, la
hipervitaminosis provoca una temprana maduracion de los condrocitos, y estimula la
proliferacion de los osteoclastos (células que intervienen en los procesos de reabsorcion oOsea,
retardando la formacion de la matriz 6sea) produciendo una temprana mineralizacion del hueso,
proceso que normalmente resulta en un desarrollo anormal del tejido esquelético y la aparicion de
importantes malformaciones esqueléticas (Lall & Lewis-McCrea, 2007). En todos los casos
citados, una hipervitaminosis resulté en una disminucion de la tasa de crecimiento del animal y
una mayor incidencia de deformaciones esqueléticas, tanto en la region cefilica, caudal como

vertebral. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los niveles de esta vitamina que son toxicos
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y afectan al desarrollo normal del animal, varian segliin la especie considerada y el estadio

larvario estudiado.

Al igual que ha sido descrito en vertebrados terrestres (Schelling et al., 1995), niveles altos de
vitamina A en la dieta también pueden afectar la absorcion y uso de otras vitaminas liposolubles,
como la vitamina E, ya que ambas vitaminas presentan procesos de competicion en la absorcion
por la mucosa intestinal. Asi, un hipervitaminosis A reduciria el efecto de la vitamina E,

afectando como resultado el crecimiento, supervivencia y resistencia al estrés de las larvas.

Vitamina D: esta vitamina liposoluble desarrolla un papel clave en el metabolismo del calcio y
fosforo, y formacion y desarrollo del tejido esquelético, estando también implicada en procesos
de crecimiento, diferenciacion celular y mecanismos inmunitarios. En vertebrados terrestres su
deficiencia puede desembocar en la descalcificacion del hueso (disminuye la absorcion del calcio
y fosforo en el intestino, y estimula a los osteoclastos a eliminar osteocalcina, debilitando asi la
estructura del hueso). Sin embargo, en peces nunca se han llegado a detectar los citados efectos.
Esta particularidad vendria explicada por la capacidad que tienen los peces de absorber el calcio
del agua a través de las branquias (Guillaume et al., 2002), aunque en peces de agua dulce como
la trucha y el pez gato cultivados en aguas bajas en calcio se han observado problemas de
escoliosis (NRC, 2005), siendo recomendados valores de 2,400 Ul/kg para la primera de las
especies (Guillaume et al., 2002).

Vitamina E: al igual que el 4cido ascorbico, la vitamina E es un potente agente antioxidante
protegiendo los lipidos del organismo del ataque de radicales libres. Si bien existe mucha
informacion sobre su efecto en el esqueleto en animales terrestres, este tipo de datos son mas bien
escasos en peces. La vitamina E es importante para el buen desarrollo del tejido esquelético al
combatir el efecto de radicales libres endogenos y exdgenos que pueden dafiar los osteoblastos y
estimular la reabsorcion del hueso derivando en sintomatologias parecidas a las ocasionadas por
la vitamina C. Los niveles de vitamina E en la dieta que aseguran un buen crecimiento y
desarrollo son de 50 mg/kg (Guillaume et al., 2002). En larvas de dorada los niveles éptimos han

sido calculados en torno a los 136 mg/kg (Gonzalez et al., 1995), mientras que larvas de Latris
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lineatea alimentadas con distintos niveles de vitamina E mostraron un mejor crecimiento y
supervivencia cuando los rotiferos contenian entre 437-1,040 mg/kg (Brown et al., 2005).

Proteinas

Es ampliamente conocida la importancia de las proteinas en la nutricion de peces, siendo
consideradas como el constituyente mas importante de cualquier célula viviente, representando el
grupo quimico mas abundante en el cuerpo de los animales. Sin embargo, no solo son
importantes sus requerimientos totales en proteina, sino también su calidad, la presencia de amino

acidos esenciales en ésta y la forma molecular (péptidos) en que se incluye en la dieta.

Aunque es ampliamente conocida la importancia de la fraccion proteica en la alimentacion
larvaria, los requerimientos nutricionales en proteina en larvas de peces no han sido estudiados
adecuadamente (Cahu et al., 2003). A nivel general, se considera que su requerimiento tenia que
ser mayor que en juveniles, dada su mayor tasa de crecimiento, pero no fue hasta mediados de los
afnos noventa en que distintos trabajos mostraron que un nivel éptimo de proteina habia de oscilar
entre el 50 y el 60%, frente a dietas con un 30 y 40% (Péres et al., 1996). Estas proteinas fueron
incluidas en la dieta en forma de harina de pescado, al ser considerada como la fuente de la
proteina que proporciona el mejor perfil de aminoacidos segun los requerimientos nutricionales
de las larvas. Sin embargo, resultados obtenidos por estos mismos autores relacionados con la
fisiologia digestiva de la larva, mostraron una muy pobre regulacion de la tripsina (enzima
pancreatica encargada de la hidrolisis de la proteina), hecho que acompanado de la elevada
actividad de peptidasas citosolicas del intestino (leucino-aminopeptidasa), hizo sugerir a Péres et
al. (1996) que las larvas serian capaces de utilizar (digerir y absorber) mas eficientemente
péptidos que la proteina intacta, y por tanto redundar en un mejor crecimiento y supervivencia
larvaria. En este sentido, es importante saber el tamafo (peso molecular) de los compuestos
proteicos que mas eficientemente pueden ser utilizados por la larva, y es aqui donde la
informacion derivada de la presa viva es de especial importancia. Asi, se recomienda que el
ingrediente que aporte la proteina en las dietas artificiales tenga un perfil de pesos moleculares

semejantes al de las presas vivas para que este pueda ser bien asimilado por las larvas.

Gisbert, E., Fernandez, L., y A. Estévez. 2008. Nutricién y Morfogénesis: Efecto de la Dieta sobre la Calidad Larvaria en Peces. 46-78 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 5 9
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.

IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Monterrey, Nuevo Leon, México.



Experimentalmente se ha demostrado en trucha, carpa y lubina que la sustitucion parcial de la
proteina por hidrolizado proteico en la dieta durante la fase larvaria mejora la supervivencia y
crecimiento (Cahu et al., 2003; Dabrowski et al., 2003). Los trabajos de Zambonino-Infante et
al., (1997) y Cahu et al., (1999) mostraron que no tan solo el nivel de inclusion del hidrolizado
proteico afecta al crecimiento y supervivencia de las larvas de lubina europea (Dicentrarchus
labrax), sino que también mejora su desarrollo esquelético y calidad. Asi, en el primero de los
dos trabajos citados, Zambonino-Infante et al., (1997) evaluaron la sustitucion de harina de
pescado por hidrolizado de proteina (CPSP - Concentré Protéique Soluble de Poisson,
Sopropéche, Boulogne sur Mer, France) en un 0, 10 y 20% (hidrolizado en forma mayoritaria de
di- y tripéptidos), obteniendo como resultados un descenso en la incidencia de malformaciones
esqueléticas con el incremento del nivel de hidrolizado proteico en la dieta. Es decir, con un nivel
de sustitucion de 58% de harina de pescado por hidrolizado de pescado, solo el 2% de larvas
presentaban malformaciones; en comparacion con un 13% de las larvas con la dieta sin
hidrolizado. Estos resultados se vieron confirmados posteriormente por un trabajo del mismo
grupo de investigadores (Cahu et al., 1999), incorporaron un 0, 19, 38 y 58% de hidrolizado
proteico pero esta vez en forma de cadenas peptidicas de 20 aminoéacidos del total de la proteina.
En ambos casos, se observé una disminucion de las deformaciones esqueléticas que fue
directamente proporcional al grado de sustituciéon de la harina de pescado por hidrolizado
proteico. En resumen, y teniendo en cuenta los resultados de ambos trabajos, y en
correspondencia a la estrecha relacion que existe entre las etapas iniciales de la nutricion larvaria
y el desarrollo del organismo, la sustitucion moderada del 20% de la harina de pescado por
hidrolizado de proteina resulta muy ventajosa para la larva dado que una sustitucion parcial de la
proteina de pescado por el hidrolizado constituido por cadenas de péptidos de 10 a 20
aminoacidos (Cahu et al., 1999) o por hidrolizados de pescado constituidos por di- y tripéptidos
(Zambonino Infante et al., 1997), resultan en un incremento en el crecimiento, supervivencia y
calidad larvaria (reducida incidencia de deformaciones esqueléticas). El grado de sustitucion de la
proteina por hidrolizado no debe exceder de ciertos niveles especificos para que no se afecte
negativamente el desarrollo del organismo, pues un exceso de hidrolizado proteico no resulta
nada ventajoso ya que existe una saturacion de los transportadores intestinales, tal y como han
demostrado trabajos posteriores de Kolkovski and Tandler (2000); Hevrey et al., (2005) y
Aksnes, et al., (2006).
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El papel beneficioso de los hidrolizados de proteina en la alimentacién de larvas y juveniles
vendrian explicados en primer lugar por el papel atractante que desempenaria la presencia de
péptidos en la dieta (aumento de la ingesta y del crecimiento; Dabrowski et al., 2003), y en
segundo lugar, por la elevada capacidad de los peces de digerir péptidos durante las etapas
larvarias, dada la gran especificad de la leucino-alanin peptidasa, enzima intestinal citosolico, en
la hidroélisis de péptidos (Zambonino et al., 1997). Una mayor absorcion y digestion de péptidos
en el animal redundaria en un mejor desarrollo del animal y menor incidencia de problemas

asociados a éste, como es el caso de las deformaciones esqueléticas (Cahu et al., 2003).

Ademas de la forma en que se presenta la proteina en la dieta, también lo son los niveles de
determinados aminoacidos esenciales de ésta. Son numerosos los estudios donde se menciona que
los aminodacidos libres mejoran el desarrollo de las larvas de peces cuando se incluyen en la dieta
a bajo nivel, pero el resultado es negativo si se incluyen niveles elevados (Carvalho, et al., 1997,
Cahu et al., 1999; Carvalho et al., 2003). Asi, en salmoénidos y pez gato, la carencia de triptoéfano
en la dieta provoco escoliosis y depdsitos anormales de calcio y otros minerales (sodio y potasio)
en hueso y en otros tejidos (rifion e higado), si bien cuando parte de estos animales se
realimentaron con una dieta balanceada en este amino acido esencial (0.5-1.4% de la proteina), la
incidencia de animales escolidticos disminuyd. Aunque el efecto del triptofano sobre el desarrollo
normal del tejido esquelético se conoce parcialmente, los resultados anteriores parecen indicar
que dichas deformaciones serian provocadas por un descenso de los nieles de serotonina
(neurotrasmisor sintetizado a partir del triptofano), que afectarian la contraccion normal del tejido

muscular, comprimiendo y deformando la columna vertebral (NRC, 2005).

Lipidos

El aporte de los lipidos en la dieta es fundamental para satisfacer los requerimientos en acidos
grasos esenciales, el mantenimiento de la integridad y fluidez de membrana celular, el transporte
de vitaminas liposolubles y el suministro de energia (Guillaume et al., 2002). El tejido 6seo de
los peces puede llegar a contener del 24 al 90% en peso de lipidos; ademas, los acidos grasos

polinsaturados (PUFAs) son elementos celulares importantes en todos los tejidos.
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Los niveles de fosfolipidos en la dieta son basicos para asegurar un buen crecimiento y un
desarrollo harmonico de la larva, dado que las larvas tienen una capacidad limitada para
sintetizarlos, por lo que éstos han de ser aportados por la dieta (Tocher et al., 2008). Los
fosfolipidos actiian en procesos de crecimiento y division celular, actuando también como
promotores del crecimiento (fosfatidilcolina, PC) o reguladores de segundos mensajeros
(fosfatidilinositol, PI) y sintesis de prostaglandinas. Desde la década de los ochenta se conoce el
efecto beneficioso de la inclusion de fosfolipidos en la dieta sobre el desarrollo del tejido
esquelético. En particular, Kanazawa et al. (1981) redujo de forma sustancial la incidencia de
malformaciones en mandibula y craneo de larvas de Plecoglossus altivelis alimentadas con dietas
semipurificadas que contenian lecitina de huevo de gallina. En el caso de la carpa (Cyprinus
carpio) solo el 2% de las larvas alimentadas con dietas que contenian un 1.3% de PC mostraron
deformaciones esqueléticas, mientras que en aquellas alimentadas con niveles similares de PC, la
incidencia de malformaciones aumenté hasta el 32% del total de los animales (Geurden et al.,
1995). El efecto de la PI sobre el desarrollo larvario no estd bien descrito y caracterizado, si bien
se considera que juega un papel como precursor de segundos mensajeros reguladores de la
entrada y absorcion de calcio en las células. Se ha demostrado en larvas de lubina alimentadas
con dietas inertes, que niveles del 12% en fosfolipidos (lipidos totales en dieta del 24%, 1.6% PI),
los resultados a nivel de crecimiento, supervivencia e incidencia de malformaciones fueron
mejores que en larvas alimentadas con un 3, 6 y 9% en fosfolipidos (Cahu et al., 2003).
Determinados PUFAs, como el acido araquiddnico, eicosapentanoico (EPA) y linolénico, son
precursores de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, dos tipos de eicosanoides que entre
sus funciones fisiologicas se encuentran la de regular el metabolismo de las células 6seas. Las
prostaglandinas estimulan la reabsorcion del hueso a través de los osteoclastos, aunque también
estan implicadas en la sintesis de nuevo tejido (osteoblastos) y matriz 6sea, al regular la sintesis
de factores del crecimiento (IGFs). En este sentido, se ha demostrado que larvas de lubina
alimentadas con dietas que contenian 1.1 y 2.3% de EPA y DHA (docosahexanoico) en la
fraccion lipidica (13% fosfolipidos) mostraron un buen crecimiento, desarrollo y una baja
incidencia de deformaciones esqueléticas, en comparacion con otras alimentadas con 4.8% de los
citados acidos grasos, donde la incidencia de animales deformes (escoliosis, compresion y

deformacion vertebral, y deformaciones del esqueleto faringeo) fue del 43% de los animales. El
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efecto de dichos nutrientes sobre la esqueletogénesis vendria dado por una alteracion de diversas
familias de genes morfogenéticos que regulan el desarrollo y formacion del hueso (Villeneuve et
al., 2005b).

Recientemente se ha puesto de manifiesto que los lipidos pueden tener un efecto téxico en un
periodo muy corto de tiempo, al existir ventanas en el desarrollo, en las que las larvas son muy
sensibles a desequilibrios nutricionales relacionados con la fraccion lipidica de la dieta
(Villeneuve et al., 2006). En este sentido, los autores anteriores evaluaron el efecto de un exceso
de DHA y EPA incluidos en los fosfolipidos de la dieta durante tres momentos especificos de su
desarrollo (8-13, 13-18 y 18-23 dias post eclosidon), y encontraron una elevada incidencia de
anomalias esqueléticas y vértebras supranumerarias cuando se suministraba un exceso de estos
acidos grasos desde el inicio de la alimentacion exdgena hasta los 13 dias. Anteriormente la
plasticidad en el numero de vértebras se habia asociado a la temperatura (Lewis et al., 2004) y/o
procesos de triploidia (Kacem et al., 2004), y ha sido a partir del estudio de Villeneuve et al.,
(2006) que se ha demostrado un claro efecto de la dieta en la diferenciacién de la columna

vertebral y la formacion de cuerpos vertebrales.

Finalmente no hay que olvidar que los PUFAs son moléculas altamente susceptibles al estrés
oxidativo degradandose por peroxidacion lipidica. La peroxidacién conlleva la formaciéon de
radicales libres altamente toxicos para la célula que pueden ser responsables de alteraciones en el
patron normal de desarrollo y crecimiento del organismo (inhibicion del formacion y desarrollo
de osteoblastos, y reabsorcion del tejido 6seo por aumento en la produccion de osteoclastos),
resultando en importantes malformaciones esqueléticas (Fontagné et al., 2006; Lall & Lewis-
McCrea, 2007). Ademas, durante el proceso de autooxidacion, se forman productos a raiz de la
degradacion quimica, incluyendo radicales libres, peroxidos, hidroxiperoxidos, aldehidos y
cetonas; que reaccionan con otros ingredientes de la dieta (vitaminas, proteinas y otros lipidos)
disminuyendo su valor bioldégico y disponibilidad durante la digestion, hecho que también puede

afectar al proceso de desarrollo del sistema esquelético.

Efecto de ciertos elementos nutricionales sobre la pigmentacion de peces planos
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Los problemas mas importantes de pigmentacion en peces cultivados se han observado
fundamentalmente en peces planos, aunque no se descarta que puedan darse también en peces

cilindricos.

Los peces planos se caracterizan por tener una simetria bilateral durante la etapa larvaria,
sufriendo posteriormente un proceso de metamorfosis a partir del cual su morfologia pasa a ser
plana, modificindose también su nicho trofico de planctonico a bentdénico. Durante la
metamorfosis las larvas de peces planos migran uno de los ojos (derecho o izquierdo,
dependiendo del grupo taxonémico) de un lado del cuerpo a otro, remodelando a la vez la
estructura del craneo mediante una relocalizacion o torsion de la parte anterior del hueso frontal
(Okada et al., 2001) con la formacion de una barra pseudomesial y adquiriendo una morfologia
plana. Paralelamente ocurren cambios en la estructura de la retina con la adicién de bastones
(Estévez, 1996), el estdbmago pasa a ser plenamente funcional con secrecion de pepsina
(Sarasquete et al., 1996), la sangre contiene hemoglobina (Inui et al., 1995), el tamano de la

pituitaria aumenta (Estévez & Kanazawa, 1996) y la vejiga natatoria desaparece (Villalta, 2007).

Todas las células pigmentarias o cromat6foros derivan de las células de la cresta neural migrando
a través de las zonas dorosolateral y ventrolateral entre los miotomos y el tubo neural hasta los
lugares donde se desarrolla la pigmentacion (epitelio pigmentado de la retina, dermis y epidermis
y zonas de recubrimiento del sistema digestivo). En el caso de los peces planos la pigmentacion

ocurre en dos fases:

1.- Durante el periodo en que la larva posee simetria bilateral, ambos lados del cuerpo estan
pigmentados ya que los precursores de los cromatoforos migran desde la cresta neural hacia abajo
y ambos lados del cuerpo generando un patrén simétrico, siendo los melandforos abundantes y de

gran tamano (tipo larvario, Matsumoto &Seikai, 1992).

2.- En el momento de la metamorfosis, en el lado dorsal/ocular aparecen pequefios grupos de
cromat6foros adultos (pequefios y fuertemente pigmentados) entre los cromatdforos de tipo
larvario, distribuyéndose luego en otras zonas de forma muy densa, al final los cromat6foros de

tipo larvario (grandes y dendriticos) desaparecen. Este fenomeno de formacion de cromatéforos
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adultos se da bien por migracion de células ya diferenciadas, bien por diferenciacion de células
precursoras, al igual que ocurre con las lineas negras caracteristicas del pez cebra. Asi, el lado
ocular continua pigmentado, con una gran proliferacion de melan6foros que pasan a ser mas
pequefios y numerosos (tipo adulto) a la vez que a partir de células precursoras se diferencian
otro tipo de cromatdforos (xantoforos, eritroforos, irididforos y leucoforos), mientras que el lado
ventral/ciego, que se apoya en el fondo, toma una coloracién blanca por la presencia de
iridioforos y la desaparicion del resto de tipos de células pigmentarias mediante citolisis, dando

al pez la morfologia y tipologia de un adulto.

En el caso de que los peces posean escamas (no todos los peces planos las tienen), las del lado
dorsal/ocular son de tipo cicloide mientras que las del lado ventral/ciego son de tipo ctenoide

(Matsumoto & Seikai, 1992).

Por lo general los peces planos salvajes presentan una pigmentacion normal, con la cara ocular
pigmentada y la cara ciega sin pigmento. Sin embargo en el caso de peces cultivados el
porcentaje de individuos con pigmentacion anormal (errbneamente denominados albinos) puede
llegar a ser de mas del 40% (como en el caso del rodaballo Psetta maxima procedente de cultivo
en los anos 90). Un individuo se considera albino cuando, a pesar de contar con cromatoforos,
tiene una mutacién en el gen que codifica la tirosinasa y es incapaz de sintetizar melanina. En el
caso de los peces planos malpigmentados (pesudo-albinos) esta mutacion no se da y lo que
realmente ocurre es un fallo a nivel nutricional que afecta posiblemente a otros genes y proteinas
y probablemente inhibe el desarrollo de las células pigmentarias en un estadio determinado del
desarrollo. Por otro lado, existen también peces en los que la anomalia pigmentaria es por
pigmentacion de la cara ciega (ambicoloracion). Esta anomalia suele darse en aquellos peces en
los que la migracién del ojo no es completa y las causas parecen ser distintas, no nutricionales y
derivadas principalmente de fallos en la secrecion de hormonas tiroideas y por lo tanto en la

metamorfosis de los peces

Seikai (1985) fue uno de los primeros en sugerir factores nutricionales presentes/ausentes en la
Artemia usada como alimento de los peces planos cultivados como el factor desencadenante de

los fallos de pigmentacion. Asi el porcentaje de individuos correctamente pigmentados dependia
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del tipo de cepa utilizada, mientras que si se utilizaba zooplancton natural (copépodos) la
pigmentacion era 100% normal. Estudios posteriores sugirieron los niveles de los acidos grasos
n-3, la proporcion de fosfolipidos en la dieta o la cantidad de vitamina A en las presas vivas como
otros posibles causantes de los problemas pigmentarios (Kanazawa, 1993; Devresse et al., 1994,
Dickey-Collas, 1992; Reitan et al, 1994) siendo su principal accion bien la ruptura de los
mecanismos responsables de la asimetria de la piel o de la diferenciacion de los melanoforos
adultos, bien la inhibicién de la sintesis de rodopsina en la retina y un inadecuado desarrollo de la
vision en los peces afectados. Estudios mas recientes han ido dirigiendo la investigacion a 3 tipos
de nutrientes: la vitamina A (o el 4cido retinoico, forma activa de la vitamina), el éacido
araquidonico (20:4n-6, ARA) y los acidos grasos n-3 especialmente el docosahexanoico (22:6n.3,
DHA) vy eicosapentanoico (20:5n-3, EPA). En la tabla 1 presentada a continuacion se resumen
los estudios realizados hasta la fecha en los que se aborda el efecto de algunos nutrientes sobre la

pigmentacion de distintos peces planos.
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Especie Razon atribuida

1981 | Paralichthys olivaceus Seikai & Sinoda Uso de Artemia en estados tempranos

1985 | Paralichthys olivaceus Seikai Artemia de Brasil

1985 | Paralichthys olivaceus Seikai Zooplancton natural 100% pigmentacion

1986 | Psetta maxima Menu Uso de Artemia

1987 | Paralichthys olivaceus Seikai et al. Composicion de Artemia

1990 | Hippoglossus hippoglossus Harvik & Pittman Luz durante el cultivo

1991 | Limanda yokohamae Kanazawa Vitamina A, fosfolipidos, n-3 PUFA

1994 | Psetta maxima Devresse DHA en la Artemia

1992 | Psetta maxima Sttotrup & Attramadal | n-3 PUFA

1992 | Pleuronectes platessa Dickey-Collas DHA/EPA

1993 | Hippoglossus hippoglossus Naess Uso de Artemia

1994 | Psetta maxima Reitan et al. DHA/EPA

1995 | Psetta maxima Estévez & Kanazawa Deficiencia vitamina A

1997 | Paralichthys olivaceus Estévez et al. ARA

1998 | Hippoglossus hippoglossus McEvoy et al. ARA

1999 | Hippoglossus hippoglossus Shields et al. Uso de Artemia

1999 | Paralichthys dentatus Huber et al. Fotoperiodo

1999 | Paralichthys olivaceus Miwa & Yamano Acido Retinoico

1999 | Psetta maxima Estévez et al. ARA

2001 | Paralichthys olivaceus Estévez et al. ARA

2002 | Limanda ferruginea Copeman et al. ARA

2003 | Paralichthys dentatus Willey et al. ARA

2003 | Paralichthys olivaceus Haga et al. Acido Retinoico

2004 | Solea senegalensis Villalta et al. ARA

2004 | Hippoglossus hippoglossus Hamre et al. Vitamina A, hormonas tiroideas, ARA

2008 | Solea senegalensis Villalta et al. ARA, ARA/EPA y eicosanoides
Vitamina A

Tal como se ha indicado anteriormente en vertebrados el acido retinoico, la forma activa de la
vitamina A, es esencial para el desarrollo embrionario y para el establecimiento de los ejes tanto
del cuerpo como de los 6rganos internos. La concentracion de acido retinoico presente en los
tejidos actlia sobre las células modificando la expresion de genes implicados en la diferenciacion
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y proliferacion celular, de ahi su importancia durante el desarrollo embrionario y larvario de

peces marinos.

Cuando se estudia la composicion de las presas vivas comunmente utilizadas durante el cultivo
larvario se observa que tanto los copépodos como los nauplios de Artemia no enriquecidos
carecen de vitamina A (Moren et al., 2005), aunque si son muy abundantes en cantaxantina y
astaxantina que la larva puede convertir en vitamina A (Moren, 2004). De cualquier forma esta
siempre muy presente en las emulsiones de enriquecimiento de tipo comercial que se usan con
rotiferos y Artemia ya que se encuentra en gran cantidad en todas las fuentes de aceite de pescado

(generalmente procedente del higado de peces marinos que acumula esta vitamina liposoluble).

Suministrada tanto en defecto como en exceso produce deformaciones esqueléticas durante la
embriogénesis (Ross et al., 2000), lo que se observa claramente cuando se ha utilizado en la
alimentacion larvaria con el objeto de estudiar su efecto en la pigmentacion. Suministrada en
exceso produce peces con una pigmentacion normal pero con deformaciones esqueléticas tanto
en la zona craneal como espinal (Dedi et al., 1997; Haga et al., 2002) especialmente si la
vitamina A esta en forma de 4cido retinoico. Sin embargo un suplemento de esta vitamina en la
dieta es esencial para el desarrollo normal, asi se recomienda una dosis de 2.5 pg/g de dieta en la
alimentacion de juveniles de halibut (Moren et al., 2004). En la tabla presentada a continuacion
se resumen los trabajos realizados utilizando vitamina A (tanto en Ul/g de dieta en forma de
vitamina A, como en pg/g de dieta en forma de acido retinoico, all-trans retinoico o retinol)
como nutriente “inductor” de pigmentacion. En todos los casos estudiados, la adicion de vitamina
A en la dieta (en la mayoria de los casos afiadida a la emulsion de enriquecimiento de presas
vivas o disuelta directamente en el agua) induce altos niveles de pigmentacion, proporcionales a
las cantidades afiadidas, aunque provocando a la vez un aumento de la incidencia de
deformaciones esqueléticas. De igual manera el estudio de Haga et al. (2002) muestra como el
efecto de esta vitamina afiadida en forma de 4cido retinoico es mayor si la adicion se realiza en

los primeros estadios de desarrollo larvario.

La tnica sugerencia plausible sobre el hecho de que la vitamina A influya sobre la pigmentacion

ha sido indicada por Hamre et al (2007) que atribuyen la accion del acido retinoico a la influencia
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que tiene sobre la bilateralizacion del desarrollo de las células pigmentarias durante la

metamorfosis, de manera que no habria distincion entre las dos caras ocular/dorsal y

ciega/ventral.
Vit A (1U/g) % Pigmentacion 9% Deformacion Referencia
P. olivaceus 1.3 19.6 20.5 Takeuchi et al. (1995)
2.6 27.4 24.2
5.6 19.4 353
201.4 10.8 28.7
1023.6 514 99
P. olivaceus 12.4* 97 8 Haga et al. (1999)
132 98 48
489 100 74
1140 100 100
P. olivaceus 1589%** 24.3 (A-B) 90 Haga et al. (2002)
94.3 (C-D) 0
97.1 (E-F) 0
89.3 (G-I) 0
P.. maxima 1.09 83.3 Estévez & Kanazawa (1995)
0.82 15.6
0.15 9.4
H. hippoglossus 1.37%** 93 82 Hamre et al. (2002)
0.24 32 33

* Acido retinoico (ug/g), ** All-trans retinoico (ug/g), *** Retinol (ug/g)

Lipidos (n-3 PUFA)

En los primeros estudios realizados para establecer qué nutrientes estaban implicados en la
ausencia de pigmentacion en los rodaballos (Psetta maxima) cultivados en los afios 90 se hizo
especial hincapié en la relacion DHA/EPA, especialmente durante los estadios premetamorficos.
Asi Reitan et al (1994) recomendaban un ratio de 3.8 para conseguir pigmentaciones por encima
del 80%. Sin embargo estudios posteriores usando ratios DHA/EPA muy inferiores y/o muy
superiores a los indicados pero variando la cantidad de ARA en la dieta dieron resultados

distintos, no relacionados con el ratio DHA/EPA sino con la cantidad de ARA presente (Estévez
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et al., 1999). Similares resultados se obtuvieron por McEvoy et al (1998) y Copeman et al (2002)
para el halibut o la limanda. Sargent et al (1999) y Bell et al (2003), basandose en la composicion
de huevos de peces marinos recomiendan una relacion de DHA/EPA en la dieta igual a 2, sobre
todo por los efectos beneficiosos de la adicion de DHA para el desarrollo del sistema neural y
visual de los peces y por su implicacion en la fluidez de las membranas celulares. La inclusion de

DHA en la dieta tiene, pues, un efecto beneficioso per se en cualquier proceso fisiologico,

incluyendo la pigmentacion y/o el desarrollo de melanoforos adultos.

Especie n-3 PUFA DHA/EPA JAVRVA % Pigmentacion = Referencia
| P. olivaceus 6.6 0 0.5 0.5 | Seikai et al. (1987)

9.6 0 0.2 17.7
2.8 0 0.4 75.9

H. hippoglossus 58.3 1.6 - 100 Naess et al. (1993)
39.2 0.6 - 43
24.9 0.1 - 29.4

H. hippoglossus 34.5 1.3 2.1 93 Hamre et al. (2002)
55.9 1.6 0.7 32

S. maximus 33.5 1.3 2.5 78.9 Estévez et al. (1999)
30.6 1.3 4.8 32.6
259 1.3 7.9 0.9

L. ferruginea 42.1 8.2 1.2 47 Copeman et al. (2002)
49.0 1.9 2.2 39
442 7.5 7.1 8
19.8 0.7 0.7 46

S. senegalensis 14.2 3.8 0.2 100 Villalta et al. (2004)
22.8 4.5 0.1 100
24.1 5.9 4.5 39
233 4.8 8.3 16

Como se indica mas arriba, no parece que el DHA influya directamente en la pigmentacion de los

peces planos.

Es el 4cido araquidonico (ARA) y el ratio ARA/EPA los que han demostrado tener una influencia
sobre el grado de albinismo obtenido. Asi en los primeros trabajos (Estévez et al., 1999) con el

rodaballo se demostré que niveles crecientes de ARA en la dieta, que para otros peces marinos
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resultan incluso toxicos, no producen ningun efecto deletéreo en términos de crecimiento y
supervivencia, pero si en cuanto a pigmentacion, de tal manera que cuando el ARA supone el
7.9% del total de acidos grasos de la dieta (entendida como Artemia enriquecida con emulsiones
experimentales), el porcentaje de individuos pigmentados es del solo el 0.85%, mientras que

cuando el ARA solo supone el 1.0% el porcentaje de pigmentacion se eleva al 86.7%.

En un experimento similar llevado a cabo con el lenguado senegalés (Villalta et al., 2005) cuando
el ARA representa solamente el 0.1% del total de acidos grasos la pigmentacion es del 99.7%
mientras que un 8.3% de ARA supone reducir ese grado de pigmentacion el 15.8%. Asi, es la
relacion EPA/ARA la que influye en la pigmentacidén y una minima subida del contenido de EPA

en la dieta produce mejores resultados, mientras que variaciones DHA/EPA no tienen efecto.

La posible causa de que sea el ratio EPA/ARA el que influye en la pigmentacion puede ser que
ambos acidos grasos estan implicados en la sintesis de eicosanoides. En un estudio reciente en el
que se utilizé un aceite vegetal derivado de la borraginacea Echium plantagineum, rico en los
acidos grasos gammalinoleico (18:3n-6) y estearidonico (18:4n-3), es decir los acidos grasos
derivados de la primera desaturacion de los considerados precursores de poliinsaturados, el
linoleico (18:2n-6) y linolenico (18:3n.-3) y mas facilmente desaturados en los siguientes en
linea, es decir el ARA y el EPA (Villalta et al., 2008) se ha demostrado que por un lado el aceite
de Echium reduce la frecuencia de individuos albinos, incluso con niveles altos de ARA (5.2%
del total de acidos grasos), y por otro esa reduccion en el indice de albinismo viene acompafiada
de una menor produccion de prostaglandinas E (PGE) y F (PGF) del orden de 40 y 5 ng/g de peso
seco, respectivamente, mientras que en el caso de los individuos despigmentados y alimentados
con elevadas dosis de ARA se encuentra en torno al los 100-150 ng/g de peso seco de PGF y 50-

60 ng/g de peso seco de PGE, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Produccion de prostaglandinas en el lenguado senegalés, simbolos blancos indican individuos albinos, los

oscuros indican individuos pigmentados. Englobados en un circulo se muestran los resultados obtenidos utilizando

aceite de Echium plantagineum. En niimero junto a los resultados se indican los porcentajes de pigmentacion
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