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Presentacion

PRESENTACION

Este trabajo de investigacion ha sido realizado bajo la direccion del Dr. Manuel
Carrillo, perteneciente al Departamento de Fisiologia de la Reproduccién de Tele6steos del
Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (IATS). Este centro, ubicado en la costa de la
provincia de Castellon, pertenece al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).
Todo el trabajo experimental presentado en esta memoria se llevo a cabo en el Instituto de
Acuicultura de Torre de la Sal, con la excepcién de los analisis de lipidos que se hicieron en
el Instituto de Lipidologia de la unidad del NERC asociada a la Universidad de Stirling, en
Escocia y las medidas de oocitos, que realizaron en la facultad de biologia de la Universidad

de Brest, en Francia.

El desarrollo del trabajo fue posible gracias a una beca Predoctoral de Formacion
de Personal Investigador (F.P.1.) otorgada por la Generalitat Valenciana. En el marco de esa
misma beca se realizaron dos estancias de tres meses en el extranjero que permitieron
profundizar en algunos aspectos concretos de la investigacion. Una de esas estancias tuvo
lugar en la Universidad de Burdeos, visitindose dos departamentos diferentes. En el
departamento de Biologia Marina, bajo la direccion de la Dra. Frangoise Le Menn, se estudi6
la dindmica de los receptores de vitelogenina en el ovario de lubina. En el departamento de
Neurocitologia, bajo la direccion del Dr. Olivier Kah, se estudi6 la ubicacion e interrelaciones
de diferentes neuropéptidos y de los receptores de 17pB-estradiol en el cerebro de trucha,
mediante técnicas de inmunocitoquimica. La segunda estancia se llevé a cabo en el Instituto
de Acuicultura de la Universidad de Stirling, bajo la direccién del Dr. Niall Bromage y
permitio el tratamiento matematico de los datos obtenidos en los analisis de lipidos asi como

la redaccion de trabajos que han sido enviados para su publicacion.

En el departamento de Biologia Marina de la Universidad de Burdeos se

realizaron, ademas, tres estancias, bajo la codireccion de los doctores Silvia Zanuy, Frangoise
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Presentacion

Le Menn y Manuel Carrillo en el marco de dos acciones integradas hispano-francesas
otorgadas por la Direccién General de Investigacion Cientifica y Técnica bajo los titulos
“Estudio del proceso vitelogénico de la lubina Dicentrarchus labrax L.” (n® 222-A) y
“Los receptores oocitarios de la vitelogenina de la lubina en cultivo” (n° HF94-166).
Durante estas estancias se estudié la distribucién de los diferentes estadios de desarrollo

oocitario en el ovario de la lubina asi como la dinamica de los receptores de vitelogenina.

Todo el trabajo llevado a cabo en estos afios se ha encuadrado dentro de varios
proyectos de investigacion, tanto nacionales como extranjeros, en los que ha participado
el Departamento de Fisiologia de la Reproduccion de Teleosteos del IATS. Estos

proyectos son los que a continuacion se enumeran:

e “The nutritional requeriments of broodstock sea bass and their effects
on egg quality and larval survival and growth”. Financiado por la CEE
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Introduccion

1. EL PROCESO REPRODUCTOR.

En los teledsteos, como en el resto de especies animales, se han seleccionado
alo largo de la evolucion aquellas estrategias reproductoras que resultan mas favorables
segun las condiciones medioambientales en que se encuentre la especie. Pero en un grupo
tan amplio, el més variado dentro de los vertebrados, con alrededor de 20000 especies, se
da cabida a multitud de posibilidades que permiten llevar a término con éxito el ciclo
reproductor. Sin embargo, a pesar de esta diversidad, todas las especies de teledsteos
presentan un conjunto de mecanismos metabolicos comunes que intervienen en el proceso
de reprodﬁccién y que lo controlan. Ello permite que todos los fenémenos con él
relacionados se produzcan en el momento mas adecuado, dependiendo de la informacién

que el organismo reciba desde el medio externo (Dodd y Sumpter, 1984).

Los procesos reproductores se ven modulados por todo el conjunto de
condiciones ambientales a que estan sometidos los animales. Tanto las variaciones de
presion debidas a las mareas, asi como los ritmos lunares o fotoperiédicos, la temperatura,
la salinidad, la disponibilidad de alimento o la calidad de ese alimento ejercen una
influencia directa sobre todos los mecanismos relacionados con el proceso reproductor
(Revisado por Ali ef al., 1992; Leatherland ef al., 1992). El control artificial de todos
estos factores permite la optimizacion de los procesos reproductores en piscicultura. Asi,
por ejemplo, la variacion de los ritmos fotoperiodicos ha permitido provocar retrasos o
adelantos sustanciales del momento de las puestas (revisado por Zanuy y Carrillo, 1987,
Carrillo et al., 1989; Carrillo et al., 1995; Bromage, 1995). Numerosos estudios también

han puesto de manifiesto la necesidad de administrar a los reproductores bajo condiciones
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de cultivo una alimentacion adecuada para que el proceso reproductor se produzca con

normalidad (revisado por Luquet y Watanabe, 1986).

El presente trabajo se va a centrar el estudio de la influencia de ciertos factores
nutricionales en el proceso reproductor. Previamente se han realizado algunos
experimentos acerca del efecto de la racion o del porcentaje de proteinas de las dietas
administradas a los reproductores de lubina (Cerda ef al., 1994 a, b; 1995) sobre la
fecundidad y sobre los porcentajes de viabilidad y eclosion de los huevos. Sin embargo,
hay una falta importante de conocimiento acerca del efecto de la composicion lipidica de
las dietas sobre el proceso reproductor en las especies de peces marinos (Revisado por
Henderson y Sargent, 1987, Sargent, 1989). Este va a ser el objeto de estudio de la

presente memoria.

El efecto de los factores ambientales, incluidas las condiciones de
alimentacion, sobre la reproduccion puede ejercerse a diferentes niveles y en distintos
moementos. Pueden afectar, por ejemplo, a todos los procesos hormonales que regulan el
desarrollo gonadal, o bien ejercer una influencia directa sobre el mismo desarrollo gonadal,
o incluso, a posteriori, sobre el desarrollo de huevos y larvas. Debido a ello resulta
adecuado comenzar la presentacion de este estudio dando una descripcion generalizada
del desarrollo del proceso reproductor en peces, de todo el conjunto de mecanismos
hormonales que lo controlan y de los factores nutricionales que ejercen una influencia

directa sobre él.

El fenomeno de la reproduccion se inicia en las especies de animales superiores

con la formacion y desarrollo de los gametos en el interior de las gonadas. Como se ha

4
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dicho anteriormente, existen multitud de posibilidades distintas segun la especie a la que
se haga referencia. Sin embargo, en los teledsteos, el desarrollo gonadal, tiene una serie
de caracteristicas propias, comunes a la mayoria de las especies. El estudio del desarrollo
gonadal es una pieza clave para la comprension del proceso reproductor. Ademas hay que
tener en cuenta que la génada es la diana de todos los factores hormonales que regulan la
reproduccion y que su desarrollo esta fuertemente influido por el tipo de nutricion recibido
por los reproductores. Debido a todo ello se considera fundamental realizar una
presentacion detallada acerca de todos los procesos que tienen lugar en la gonada durante

su desarrollo.

1.1.- Desarrollo ovirico.

En los peces el ovario va a crecer a lo largo del ciclo reproductivo y en €l se
van a formar y desarrollar los gametos femeninos u oocitos. Un conocimiento detallado
de como actuan todos los mecanismos implicados en este proceso es basico para entender
como influyen sobre él los factores ambientales, y, en concreto, la nutriciéon de los

reproductores.

En el desarrollo ovarico de los teledsteos se pueden establecer una serie de
fases que permiten esquematizarlo para facilitar su estudio y comprensién. El primer
fenomeno que tiene lugar es el de la proliferacion oogonial, por medio de divisiones
mitéticas. Con ello se eleva el nimero de células que pueden llegar a transformarse en
gametos. A continuacion se produce la oogénesis, que consiste en la transformacion de
las oogonias en oocitos primarios a través de un proceso de meiosis. Estos oocitos
primarios sufren un enorme aumento de tamafio debido a la acumulacion de reservas en

su interior, que después seran utilizadas durante el desarrollo embrionario y el inicio del
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crecimiento de la larva. Durante este crecimiento oocitario, hay que distinguir una primera
fase en la que las sustancias de reserva son sintetizadas por el propio oocito y se acumulan
en su interior. Se habla, en este caso, del estado de alveolos corticales (Selman y Wallace,
1989). En otra fase posterior, que en realidad se solapa y puede ocurrir simultineamente
con la anterior, las sustancias de reserva que se han sintetizado en el higado,
principalmente vitelogenina y otras lipoproteinas, llegan hasta el ovario a través de la
sangre y aqui son internalizadas en los oocitos depositandose en ellos (Selman y Wallace,

1989). Esta fase es la de vitelogénesis propiamente dicha.

A continuacion se va a dar una descripcion pormenorizada de los diferentes

estados del desarrollo ovarico.

Primeras Fases del Desarrollo Ovirico.

Las oogonias aparecen como pequefias células redondas imbuidas en el epitelio
germinal del ovario (Mayer ef al., 1988). En la mayor parte de los teleésteos con un ciclo
reproductivo anual, el periodo de maxima profusion en las divisiones mitoticas de las
oogonias suele ser el inmediatamente posterior a la finalizacidén de las puestas (Tokarz,
1978), aunque estas divisiones también tienen lugar en las primeras fases del desarrollo

ovarico, previamente al inicio del periodo de puesta (Mayer ef al., 1988).

Continuando esta ola de mitosis oogonial y solapandose a ella tiene lugar la
oogeénesis, inicidndose la meiosis de las oogonias, que se detiene en el diploteno de la
primera profase y da lugar a la formacion de los oocitos (Selman y Wallace, 1989; Wallace
y Selman, 1990). Estos oocitos, en todos los vertebrados, se hallan rodeados por una capa

acelular, externa a la membrana plasmatica, que se denomina corion o envoltura vitelina
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(Oppen-Berntsen et al., 1992 a). En esta envoltura, a su vez, se puede distinguir, en el
interior, la zona radiata, que constituye la mayor parte de la envoltura y, en el exterior,
la zona peltcida, que es, cuantitativamente, mucho menos importante (Oppen-Berntsen
et al., 1992 b). En los vertebrados superiores las envolturas del huevo son estructuras
mucho mas finas y se denominan, en conjunto, zona pelicida. La zona radiata esta
formada por una serie de proteinas que se sintetizan en el higado bajo la estimulacién del
178-estradiol y se transportan por el torrente circulatorio hasta que se depositan en el
ovario (Oppen-Bemtsen et al., 1990; 1992 a, b; 1994). Durante su desarrollo los oocitos
se asocian a células prefoliculares que los rodean y acaban por formar la envoltura folicular
o foliculo. En él se pueden distinguir una capa interna de células, que se denomina

granulosa y otra externa que es la teca (Bromage y Cumaranatunga, 1988; Guraya, 1986).

En un primer estadio los oocitos primarios aumentan de tamafio debido al
crecimiento citoplasmatico que se produce por una sintesis interna de reservas. Hacia el
final de esta primera fase de crecimiento aparecen en el citoplasma vesiculas, inicialmente
en la periferia de la célula, para ir después, gradualmente, formandose cada vez mas cerca
del nticleo (Bromage y Cumaranatunga, 1988). Estas vesiculas contienen carbohidratos
y lipidos sintetizados por el propio oocito que los acumula como reserva. Aunque estas
vesiculas han sido denominadas vitelinas no tienen relacion con el auténtico vitelo que se
forma a partir de una serie de proteinas precursoras sintetizadas en el exterior del oocito
y que, después, son incorporadas a su interior. Debido a ello se ha propuesto la

denominacion de alveolos corticales para referirse a ellas (Selman y Wallace, 1989).

La fecundidad (mimero de huevos producidos, ver seccion 2 de este capitulo)

queda ya determinada en estas primeras fases de desarrollo ovarico. Las restricciones
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cuantitativas de la dieta o deficiencias en la calidad del alimento suministrado a los
reproductores pueden afectar al nimero de células germinales que quedan disponibles para
ser reclutadas y continuar su desarrollo hasta gametos, reduciéndose de este modo

considerablemente la fecundidad (Bromage ef a/., 1992).

Vitelogénesis

El término vitelogénesis hace referencia a la induccion y sintesis de proteinas
precursoras del vitelo a nivel del higado asi como a su captacion desde el torrente
circulatorio y su internalizacion en el oocito (Tyler, 1991). Este es el fenomeno

responsable de la mayor parte del crecimiento oocitario.

En los peces, como en todos los vertebrados oviparos, la vitelogenina (Vg)
es sintetizada en el higado en respuesta a la estimulacion por esteroides. En la trucha arco
iris se encontro que el estrogeno mas potente en la induccion de la sintesis de vitelogenina
era el 17B-estradiol (E2) (Van Bohemen ef al., 1982). Desde entonces el E2 ha sido
utilizado normalmente en la induccion de la sintesis de Vg en muchas especies de peces
(Mommsen y Walsh, 1988). La Vg llega hasta los oocitos en desarrollo a través de la
circulacion y es internalizada por medio receptores especificos en un proceso de

endocitosis.

El E2 se produce en las células foliculares al ser éstas estimuladas por la
gonadotrofina (GtH). La capacidad de sintesis de E2 aumenta durante el crecimiento del
oocito, pero disminuye rapidamente cuando se produce la maduracion (Kagawa et al.,
1983). En los salmonidos se ha propuesto la intervencién de dos tipos celulares en la

produccién de E2, siguiendo un modelo similar al de dos células-dos gonadotrofinas
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establecido para la esteroideogénesis folicular en mamiferos. Segun este modelo, la
hormona luteinizante (LH) actuaria sobre las células tecales para producir el substrato
androgénico que es aromatizado a estradiol dentro de las células de la granulosa bajo
influencia de la hormona foliculo estimulante (FSH; Gore-Langton y Armstrong, 1988).
En el caso de los teledsteos esta diferenciacion tan clara de funciones entre los dos tipos
de hormonas gonadotropas no se ha establecido hasta el momento. Lo que se propone,
concretamente en salménidos, es que las células de la teca, bajo la influencia de la GtH,
secretan un substrato androgénico (probablemente testosterona, T) que difunde hacia las
células de la granulosa, que son las Unicas en presentar actividad aromatasa,
produciéndose en ellas el E2 (revisado por Nagahama, 1993). Este modelo, sin embargo,
no parece ser valido para especies como el Fundulus heteroclitus o el medaka, Oryzias
latipes, en las que todo el proceso de sintesis de esteroides puede tener lugar en las células

de la granulosa (Petrino et al., 1989; Onitake y Iwamatsu, 1986).

El papel de estimulante de la sintesis de Vg no queda restringido al E2 siendo
también otras hormonas esteroides las que pueden llevarlo a cabo. Asi por ejemplo, en la
trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss, junto al E2 se detecta en plasma estrona, la cual
juega también un papel estimulador de la sintesis de Vg. En esta misma especie el estriol
es un inductor incluso mas potente que el E2 de la secrecion de Vg, pero este esteroide
no aparece de un modo natural en la trucha (Bromage y Cumaranatunga, 1988). También
los andrégenos son capaces de inducir la sintesis hepatica de Vg, probablemente debido

a su conversion a estrogenos por aromatasas hepaticas (Peyon et al., 1992).

En la lubina, la funcién estimuladora del E2 en la sintesis de Vg se mostrd por

medio de inyecciones intraperitoneales de E2 a diferentes dosis las cuales produjeron, en
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todos los casos, una elevacion en el contenido de proteinas totales en plasma y la aparicion

masiva de Vg (Mafiands ef al., 1994 a).

En los ultimos afios se han aislado y caracterizado las moléculas de Vg de
multitud de especies de teldsteos, incluida la lubina, Dicentrarchus labrax, (Mafianés et
al., 1994 a, b). La Vg es una glicolipofosfoproteina que contiene aproximadamente un
20% de lipidos (Frémont ef al., 1984), principalmente fosfolipidos (FL; Norberg y Haux,
1985). Hasta el momento la fraccion de carbohidratos no ha sido caracterizada. En cuanto
a:la fraccion peptidica, los andlisis de aminoécidos han mostrado que las Vgs de los
teledsteos presentan una composicion similar a la de los otros vertebrados oviparos,
excepto en el contenido de serina, que generalmente es mas bajo en teleosteos (Tyler,
1991). Ademas, las diferencias observadas entre especies son debidas, en buena parte, a
los procesos de translocacion que sufre la molécula (Ding ef al., 1989). Una vez que llega
a la circulacion la Vg se acompleja con diferentes iones, principalmente calcio que puede

llegar a representar el 0.5-0.6% de su peso (Bjornsson y Haux, 1985).

El peso molecular de la Vg oscila entre 200 KDa (Wallace y Selman, 1990)
a unos 440 a 600 KDa en salmonidos (Tyler 1991). En la lubina el peso molecular de la
Vg, determinado por cromatografia de gel filtracion, resultd ser de aproximadamente 445
KDa, mientras que por electroforesis en gel de poliacrilamida la Vg se situd en una banda

que correspondia a aproximadamente 510 KDa (Mafianos ef al., 1994 a).

Los estudios ultraestructurales de foliculos procedentes de peces inyectados
con Vg marcada con peroxidasa, mostraron que esta glicolipofosfoproteina pasa a través

de los espacios intercelulares de la teca y la granulosa, atraviesa los canales del corion y
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llega a las vesiculas de endocitosis que aparecen en el ooplasma periférico (Wallace y
Selman, 1990). Se ha demostrado que la incorporacioén de Vg a los oocitos se produce por
un mecanismo de endocitosis mediado por la union especifica de Vg a receptores de
membrana (Tyler, 1991). En diferentes especies de teledsteos como la carpa o el pez rojo
(Stifany ef al., 1990; Le Menn y Nufiez Rodriguez, 1991) se han aislado y caracterizado
los receptores de Vg que resultaron ser de baja afinidad y alta capacidad. También en
lubina se ha demostrado la existencia de receptores especificos de Vg en las membranas
de los oocitos, poseyendo estas moléculas unas caracteristicas muy similares a las
demostradas para los receptores de Vg de otras especies de teledsteos (Mafianos et al.,
1997 b). La captacidén de Vg por el oocito sélo se produce cuando éste ha alcanzado un
cierto tamafio. Ello puede ser debido bien a la ausencia de receptores de Vg durante el
desarrollo temprano del oocito o bien a que los receptores de Vg, aunque presentes, no

sean activos (Tyler 1991).

El conocimiento actual sobre las hormonas implicadas en el control de la
incorporacion de Vg a los oocitos es muy limitado. Parece ser que las gonadotrofinas
juegan un papel fundamental en la modulacion de estas funciones. En muchas especies de
peces se han identificado dos tipos de gonadotrofinas: la GtHI y la GtHII, que serian
equivalentes a las hormonas FSH y LH de tetrapodos, respectivamente (ver seccion 1.3
de esta misma Introduccidn). En la trucha arco iris la GtHI, pero no la GtHII estimulé ia
incorporacion de Vg en foliculos aislados de trucha en vitelogénesis temprana o media. Sin
embargo fue inefectiva en foliculos vitelogénicos. La GtHI podria actuar a dos niveles:
regulando el nimero y la velocidad de renovacion de los receptores de Vg y/o afectando
a la capacidad de acceso de la Vg a través del tejido folicular hasta los oocitos (Tyler ez

al., 1991). Sin embargo, parece ser que la GtHI ejerce su papel sobre las células foliculares
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ya que ni la GtHI ni la GtHII tuvieron ningun efecto sobre oocitos de trucha defoliculados
(Shibata e7 al., 1993). En ciprinidos la situacion debe de ser diferente ya que tanto la GtHI
como la GtHII fueron capaces de estimular la incorporacion de Vg en oocitos de pez rojo

(Nufiez Rodriguez ef al., 1992) a los que se habia despojado de la envoltura folicular.

Una vez secuestrada por los oocitos la vitelogenina es degradada
proteoliticamente y da lugar a otras proteinas de menor tamafio (revisado por Ng e Idler,
1983; Wallace, 1985; Mommsen y Walsh, 1988; Selman y Wallace, 1989). Este proceso
esta muy bien documentado en especies de anfibios y de aves (Wal]aée 1985). En el caso
dé@- un anfibio, el Xenopus, en el que la vitelogenina aparece en la sangre como un dimero
formado por dos polipéptidos exactamente iguales, tras el proceso de degradacion se
producen dos tipos mayoritarios de proteinas del vitelo, la lipovitelina y la fosvitina. La
Lipovitelina es una lipoproteina de un elevado peso molecular que aparece como un

dimero. La fosvitina es un proteina, altamente fosforilada, que contiene alrededor de un

10% de fosforo como ortofosfato esterificado.

Los estudios estructurales sobre la vitelogenina y las proteinas del vitelo en
los teledsteos han estado limitados a las especies de salmoénidos. Del mismo modo que en
los anfibios y las aves, en los salmonidos la Vg da lugar, mayoritariamente a lipovitelina
y a fosvitina (Wiegand, 1982; Ng e Idler, 1983). Sin embargo, en los huevos de estas
especies también aparecié un componente nuevo en las proteinas del vitelo. Esta nueva
molécula fue denominada componente 3 (Campbell e Idler, 1980) o bien componente E2
(Hara e Hirai, 1978). En el afio 1993, Hara y sus colaboradores, demostraron que el
componente B y el componente E2 eran, en realidad, una misma molécula. Recientemente

se ha identificado, por primera vez, la presencia de este componente B junto a la
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lipovitelina y la fosvitina en una especie de pez marino, el Verasper moseri (Matsubara y
Sawano, 1995). Todas estas proteinas se almacenan en granulos de vitelo que, a medida
que la vitelogénesis progresa, aumentan en nimero y tamafio, fusionandose eventualmente

entre ellos para dar lugar a una masa continua de vitelo (Tyler, 1991).

Puesto que la Vg es una glicolipofosfoproteina la composicion en acidos
grasos de su fraccion lipidica va a reflejar la composicion en acidos grasos de los alimentos
administrados a los reproductores. Deficiencias nutricionales en algunos de estos acidos
grasos dieron lugar en trucha arco iris a alteraciones en la composicion de la Vg (Frémont
el al., 1984). Tales alteraciones pueden afectar a la formacion y desarrollo del oocito,
influenciando directamente la fecundidad. Ademas la composicién de la Vg también se
vera reflejada en la composicion de las reservas del huevo. De este modo se ejerce una
influencia directa sobre la viabilidad del huevo, las tasas de eclosion y la supervivencia
Jarvaria. Por otro lado ciertos componentes de la dieta pueden ejercer una influencia
directa sobre los procesos hormonales que controlan el proceso de vitelogénesis. Asi por
ejemplo, es necesario un adecuado suministro de colesterol que sirva de precursor para
la sintesis de esteroides (Nagahama, 1983). Del mismo modo el 4cido araquidonico ha de
encontrarse en la cantidad necesaria, y en adecuada proporcion con otros acidos grasos,
para ejercer su funcion de modulador de la secrecion de gonadotrofina (Eberhardt y
Kiesel, 1992), hormona que, a su vez, tiene una funcién muy importante en el control de

la secrecion de E2.
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Maduracion oocitaria.

Una vez que la vitelogénesis se ha completado en el oocito tiene lugar la
maduracion oocitaria. En esta fase se produce una migracién de la vesicula germinal
(“Germjnal Vesicle Migration”, GVM) hacia el polo animal donde desaparece. Este paso
sefiala la finalizacion de la primera profase meiotica. Los cromosomas entonces se
condensan, se forma un huso y se produce la extrusién del primer corpsculo polar,

marcandose asi el final de la primera division meiotica (Revisado por Nagahama, 1993).

¥ La maduracion oocitaria, en peces, es regulada principalmente por tres
m;%ediadores. La GtHII, que actia a nivel de las células foliculares; una hormona inductora
de la maduracion (“Maturation Inducing Hormone”, MIH), que interviene en la superficie
del oocito; y un factor promotor de la maduracion (“Maturation Promoting Factor”, MPF),

cuya accion se localiza a nivel del ooplasma.

La GtHII es el factor endocrino responsable de la induccion de la maduracion
oocitaria. Esta hormona estimula la formacion de 17a-hidroxi-4-pregnen-3-ona
(hidroxiprogesterona) a nivel de las células tecales y de 20B-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa (HSD) en las células de la granulosa. Esta enzima esta involucrada en la
conversion de la hidroxiprogesterona, que difunde desde las células tecales, a 17a- 208-
dihidroxi-4-pregnen-3-ona (dihidroxiprogesterona, 17, 208 P), que es considerada como
el MIH en la mayor parte de las especies de peces (Nagahama, 1987). Este modelo, al
igual que el de formacion de E2, no puede aplicarse al caso de Fundulus heteroclitus, en
el que todas estas funciones se realizan exclusivamente a nivel de las células de la

granulosa (Petrino e/ al., 1989).
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Ademas de la 17, 208 P otros esteroides también pueden actuar como MIH.
Asi en Micropogonias undulatus (Trant y Thomas, 1988) y en Cynoscion nebulosus
(Trant y Thomas, 1989) este papel es asumido por la 17a- 20p- 21 trihidroxi-4- pregnen-

3- ona. (trthidroxiprogesterona; 17, 208,21 P)

Frente a la i1dea generalizada de que los esteroides poseen receptores
unicamente a nivel citosolico o nuclear, nos encontramos con que los receptores para la
17, 208 P se detectaron en la membrana oocitaria de la trucha arco iris (Yoshikuni ef al.,
1993) y los de la 17, 208,21 P en la de la Cynoscion nebulosus (Patifio y Thomas, 1990).
La interaccion del MIH con su receptor de membrana provoca la activacion del MPF. El
MPF presenta dos componentes: una subunidad catalitica, que es la proteina p34%?,
también denominada catalasa cdc2 y una subunidad reguladora o ciclina B. Mediante
anticuerpos especificos contra estas proteinas se examiné su aparicion durante el proceso
de maduracién oocitaria inducido in vitro mediante 17, 208 P en pez rojo (revisado por
Nagahama ef al., 1993). Se encontré que el contenido de proteina p34*? no mostraba
variaciones durante el proceso de maduracion oocitaria. Sin embargo la ciclina B estaba
ausente en extractos de oocitos inmaduros y aparecio cuando en los oocitos se producia
la migracion de la vesicula germinal. La ciclina B que se formaba durante la maduracion
oocitaria aparecia marcada radiactivamente cuando los oocitos se incubaron con metionina
(**S). Este hecho indicaba que la ciclina B se estaba sintetizando durante el proceso de
maduracion oocitaria. Al introducirse la ciclina B en extractos de oocitos inmaduros se
indujo la activacion de la proteina p34**®. Esta activacion estaba asociada con un proceso
de fosforilacion de la treonina en la proteina p34°*? y de la serina en la ciclina B. Todos

estos resultados sugieren que la 17, 208 P induce en los oocitos la sintesis de ciclina B,

que por su parte activa la proteina p34°® alli presente a través de la fosforilacion de la
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treonina. Estos dos componentes del MPF estan relacionados con procesos de meiosis y

mitosis en multitud de organismos, desde levaduras a mamiferos (Yaron, 1995).

Cuando los oocitos ya han madurado sobreviene el fenémeno de ovulacién.
Los oocitos se liberan del foliculo que los envuelve y son liberados al exterior en el
momento de la puesta. Al ser fertilizados, el espacio perivitelino se llena de agua y, a partir
de ese momento, el corion se vuelve impermeable a cualquier movimiento de agua o de

otras sustancias.

j En mamiferos se ha descrito que las restricciones en la dieta o el ayuno pueden

"
h

ocasionar cambios en la secrecion de gonadotrofina (Warnhoff ef al., 1983; Day et al.,
1986; Rutter y Manns, 1987). Esto, a su vez podria dar lugar a una disminucién de la
fecundidad o a la produccion de huevos de mala calidad. Actualmente, en peces, no
existen estudios que relacionen el tipo de dieta con modificaciones de la secrecion de
gonadotrofina. Sin embargo resultarian sumamente tiles para comprender mejor las
deficiencias que se han observado repetidas veces en el proceso de reproduccion y que se

han atribuido a una dieta inadecuada.

Atresia.

La atresia es un fenémeno de degeneracion del oocito. Este proceso permite
que los oocitos que no llegan a madurar sean reabsorbidos por el tejido ovarico. La atresia
puede presentarse en cualquier momento del desarrollo oocitario aunque lo méas comun
es que aparezca en las fases de vitelogénesis y postovulatoria (Bromage y Cumaranatunga,
1988). De entre todos los procesos que tienen lugar en el ovario durante su desarrollo

Unicamente la atresia puede ocasionar las masivas reducciones en el nimero de oocitos

16



Introduccién

que tienen lugar entre el reclutamiento inicial de las oogonias y la ovulacion. Asi, por
ejemplo, en trucha arco iris pueden existir hasta 15000 oocitos en previtelogénesis por 100
g de peso corporal. Este nimero se reduce progresivamente de modo que Unicamente

unos 200 oocitos por 100 g de peso corporal llegan a ser ovulados y liberados al exterior.

El primer signo de atresia es una deformacion del foliculo que puede conllevar
una separacion de las diferentes capas foliculares y del ooplasma. Posteriormente, la
atresia se desarrolla de modo diferente segin el estado de desarrollo en que se encuentren
los oocitos. En los oocitos previtelogénicos y vitelogénicos las células de la granulosa se
hipertrofian, rompen la zona radiata y comienzan a fagocitar el ooplasma y el vitelo si es
que esta presente. Al inicio de esta fase la membrana nuclear se rompe y el nicleo
descarga su contenido en el ooplasma. La teca, por lo general, se mantiene inactiva y no
interviene en este proceso invasivo. Como consecuencia de todos estos procesos
gradualmente el vitelo se licua y vacuoliza. Esta masa de células va reabsorbiéndose por
el tejido ovarico. En el caso de oocitos que ya han madurado u ovulado la zona radiata se
mantiene intacta y las células hipertrofiadas de la granulosa no llegan a penetrar a través
de ella. Posteriormente la zona radiata se separa claramente de la granulosa y del vitelo y
en este ultimo tienen lugar procesos de autolisis. Al final de todos estos procesos la masa
de vitelo y la zona radiada acaban por desaparecer y los restos del foliculo forman una

masa compacta e irregular.

Cualquier alteracion de los procesos implicados en el desarrollo ovarico
produce atresia. Las deficiencias dietéticas que van a modificar el normal suministro de
nutrientes a los oocitos en desarrollo y a alterar los procesos de vitelogénesis, maduracion

y ovulacién estdn normalmente asociadas con una elevacion de los niveles de atresia
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(Bromage y Cumaranatunga, 1988; Bromage ef al., 1995). La atresia, a su vez, es la
principal causa de la disminucion de fecundidad y, por lo tanto, de la calidad de las puestas

obtenidas.

Modelos de desarrollo ovarico en teledsteos.

Marza (1938) establecio en los teledsteos tres tipos basicos de ovario, de
acuerdo con el ritmo de desarrollo oocitario que presentaban. Esta clasificacion fue
después revisada por de Vlaming (1983). Los ovarios denominados sincronos son aquellos
en los cuales todos los oocitos se desarrollan y ovulan al unisono. Las especies con este
tipo de ovario, por ejemplo Oncorhynchus masou, (Yamamoto, 1959) producen una unica
puesta en su vida y después mueren. El segundo tipo es el de los ovarios sincronos por
grupos, en los cuales aparecen al menos dos clases diferentes de oocitos: unos en las fases
tempranas de desarrollo que no llegan a ovular y constituyen la reserva para ulteriores
periodos de puesta y otros, normalmente los mas numerosos, que entran en vitelogénesis
y son liberados en el periodo de puesta inmediato. Este tipo de ovario es el mas comun
entre los teledsteos apareciendo, por ejemplo, en el arenque, Clupea arengus (Bowers et
al., 1961) y en platija, Liopsetia obscura (Yamamoto, 1956). Finalmente, hay que
considerar el ovario asincrono en el que, en el momento de la puesta, pueden encontrarse
oocitos en todos los estados de desarrollo. En este caso el periodo de freza es muy largo
y, durante el mismo, se producen varias puestas. Especies con este tipo de ovario son el
pez rojo, Carassius auratus (Yamamoto et al., 1961), la cabrilla, Paracentropristis

cabrilla (Zanuy y Carrillo, 1973) o la dorada (Zohar e al., 1995).

En el caso concreto de la lubina se ha observado que, de entre todo el

conjunto de oocitos en estados iniciales de desarrollo, solamente algunos grupos continian
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su desarrollo normalmente. Debido a ello los ovarios de esta especie se consideran como
sincronos por grupos. Los grupos que inician su desarrollo pueden detenerse en la fase de
postvitelogénesis antes de reiniciarlo de nuevo para alcanzar la maduracion (Mayer, 1990).
La estrategia reproductora de la lubina se caracteriza por la produccion de varias puestas
dentro del mismo ciclo, liberandose al medio varios grupos de huevos en rapida sucesion.
Estos datos han sido confirmados en un reciente estudio en el que se indujo la puesta con

LHRHa (Alvarifio ef al., 1992).

En los estudios ha sido utilizado el ovario completo (Mayer et al., 1990) o
bien, una muestra obtenida por canulacion (Alvarifio et al., 1992). Se plantea la duda de
si todo el ovario se desarrolla de una manera homogénea o de si existe un gradiente en ese
desarrollo desde la parte anterior a la pos'terior del ovario. Ello hace que sea importante
plantear estudios que permitan aclarar si el desarrollo del ovario se produce de una manera
homogénea para asegurar que las canulaciones permiten obtener biopsias que reflejan el
estado general de desarrollo ovarico. Ademas, se ha observado que el tipo de dieta
administrado a la lubina tiene un efecto claro sobre los resultados de puesta y fecundidad
y, por lo tanto, ha de influir sobre los ritmos de desarrollo de los oocitos (Cerda ez al.,
1994, 1995) (Ver seccion 3 ). Todos estos hechos hacen que resulte de sumo interés
averiguar cual es el momento preciso en que el desarrollo oocitario se ve afectado por la

dieta.

Fletan atlantico

19



Introduccion

1.2.- Espermatogénesis y Espermiogénesis.

En la mayor parte de los teledsteos los testiculos aparecen formados por todo
un conjunto de l6bulos en los que se encuentran las células denominadas de Sertoli. Los
espacios intersticiales existentes entre los 16bulos contienen vasos sanguineos y linfaticos,
fibroblastos y células de Leydig, de origen somatico, que secretan la mayor parte de los

esteroides testiculares (Revisado por Yaron, 1995).

Las finas uniones existentes entre las células de Sertoli dan lugar a los
compartimentos en los que las células germinales se desarrollan sincronicamente en cistos.
El proceso de formacion de los espermatozoides a partir de estas células germinales es lo
que se llama espermatogeénesis. Las espermatogonias proliferan por medio de repetidas
divisiones mitéticas y crecen para formar los espermatocitos primarios. Estos se
transforman en espermatocitos secundarios tras la primera division meidtica. Al suffir la
segunda division meiotica aparecen las espermatidas, que, tras una serie de modificaciones,
adquieren movilidad y se transforman en los gametos funcionales o espermatozoides

(Hoar, 1969).

El proceso de espermatogénesis comienza al ser estimulada, en las células de
Leydig, la secrecion de | 1KT por la gonadotrofina. La 11KT actia sobre las células de
Sertoli que activan las espermatogonias iniciando las divisiones mitéticas y el proceso de
diferenciacion hasta espermatidas (Miura ef al., 1991). Estas espermatidas adquieren
movilidad en su paso a través del conducto espermatico. Este proceso es favorecido por
la accion de una hormona producida en las mismas espermatidas, la 17, 208 P. Este
estrogeno provoca un incremento del pH y de la concentracion espermatica de cAMP,

fenomenos que parecen ser causantes de la adquisicion de movilidad (Miura, 1992).
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1.3.- Control Endocrino del Proceso Reproductor.

Funcién de las hormonas metabélicas.

Durante el ciclo reproductor el proceso de gametogénesis va a influir
profundamente en los requerimientos energéticos y nutricionales de los peces maduros
(Dickhoff ef al., 1989). Sin embargo, aunque existe un conocimiento cada vez mas
detallado del papel jugado por las hormonas directamente implicadas en la reproduccion,
todavia no se tiene una idea clara de como actian las hormonas metabolicas. Estas altimas
han de regular las rutas anabolicas y catabolicas para garantizar que se almacena una
cantidad de substratos y energia lo suficientemente grande durante la previtelogénesis y
que, ademas, puedan ser movilizados en el momento mas adecuado para que los gametos
puedan desarrollarse normalmente. Por otro lado las hormonas metabolicas pueden afectar
directamente a la gonada regulando las tasas de gametogénesis, bien actuando
individualmente o de un modo sinérgico con las hormonas reproductoras (Dickhoff ez al.,

1989).

Hay claras evidencias de que las hormonas metaboélicas juegan un papel muy
importante durante el proceso reproductor. Se ha demostrado, por ejemplo, que los
niveles plasmaticos de cortisol en salmoénidos alcanzan niveles elevados durante la
maduracion sexual (McBride ef al. 1986), lo que es, indudablemente, muy importante para
la movilizacion de las reservas energéticas. Igualmente los niveles de triiodotironina (T3)
y tiroxina (T4) se elevan en el salmon coho, Oncorhynchus kisutch (Leatherland y
Sonstegard, 1980) y en el salmén atlantico, Salmo salar (Dickhoff ef al., 1989) antes de
la maduracion oocitaria. Una elevacion similar en los niveles de T4 aparecio también en

trucha, Salmo frutta (Pickering y Christie, 1981). Estudios realizados in vitro también
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sugieren un efecto sinérgico de la T3 con la GtH en el momento de provocar la
maduracién final del oocito y la migracion de la vesicula germinal en salmoén (Dickhoff ez

al., 1989).

En diversas especies de teledsteos como el pez escorpion, Scorpaena spp
(Plisetskaya ef al., 1976), el salmon (Dickhoff ef al., 1989) y la lubina (Gutiérrez et al.,
1987) la insulina muestra una fuerte elevacion en plasma antes del inicio de la maduracion
gonadal. Se ha sugerido que este incremento en insulina plasmatica podria estar
ifiduciendo el almacenamiento de proteinas y lipidos, mientras que el descenso de sus
ni!:'veles durante la maduracion, de un modo acorde con el aumento en los niveles de
hormonas tiroideas al que se ha hecho referencia, estaria promoviendo los procesos de

lipolisis (Dickhoff e al., 1989).

Control hipotalamico de Ia secrecion de gonadotrofinas.

El nimero de factores cerebrales que actuan de una manera directa o indirecta
en la modulacion de la secrecion de gonadotrofina estd aumentando rapidamente a medida
que la investigacion avanza. Actualmente, entre estos factores se incluyen diversos
neuropéptidos (hormona liberadora de las gonadotrofinas (GnRH), neuropéptido Y (NPY)
y opioides), monoaminas (dopamina, norepinefrina, serotonina) y aminoécidos (acido y-
aminobutirico (GABA), taurina, glutamato y aspartato) (Kah er al., 1993; Peter et al.,
1991). Ademas, existen indicios de que las terminaciones colinérgicas podrian participar
también en esta regulacion (Mikolajczyk ef al., 1993). Los dos factores hipotalamicos que
presentan un papel preponderante en la regulacion de la secrecion de GtH son la GnRH,
con una funcion estimulante, y el GRIF ("Gonadotrophin Releasing Inhibition Factor") con

la funcion de inhibir la liberacion de gonadotrofina. Esta funcion inhibidora de la secrecion
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de la GtH es ejercida por la dopamina en ciprinidos, siluridos y, en menor grado, en

salmoénidos (Peter ef al., 1991).

Hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH).

Al hablar de GnRH no se hace referencia a una inica molécula sino a un grupo
de decapéptidos que presentan hasta nueve formas diferentes (Revisado por Sherwood et
al., 1991; 1994). La GnRH de mamiferos (mGnRH) fue la primera que se describid y
aparece en el cerebro de todos los mamiferos estudiados asi como en el de los anfibios y
en el de condrosteos. En el cerebro de pollo se han aislado dos formas de GnRH: cGnRH-
Iy cGnRH-II (chicken GnRH 1y II). La cGnRH-II se encuentra en todos los vertebrados
examinados excepto en los Agnatos y en mamiferos placentarios. En los teledsteos la
primera GnRH aislada se obtuvo a partir del cerebro del salmén (sGnRH) vy,
posteriormente, se ha visto que estd ampliamente distribuida en todas las especies de
teledsteos. Algunas formas especificas de GnRH se encontraron en el pez gato (“cat fish”,
cfGnRH), en el tiburon (“dogfish”, dfGnRH) y en la lamprea (IGnRH-I y IGnRH-II).
(Revisado por Sherwood e al., 1994 y por Gothilf ef al., 1996) Recientemente se ha
aislado y caracterizado una nueva forma de GnRH a partir del cerebro de dorada y se la
ha denominado sbGnRH (“sea bream” GnRH) (Zohar et a/., 1995; Gothilf et al., 1995).

La estructura de todas estas formas de GnRH se muestran en la tabla I.1.
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Tabla I.1. Secuencia de aminoacidos de las nueve formas conocidas de
GnRH. Se utiliza la nomenclatura convencionalmente aceptada. En general, las formas de
GnRH se nombran con un prefijo que corresponde a la especie en la que se aislaron por
primera vez (“m: mammalian; c: chicken; sb: seabream, cf: catfish; s: salmon; df: dogfish;
I: lamprey”). Las diferentes formas aparecen segun su orden de similitud con respecto a
la mGnRH. (Modificado de Gothilf et al., 1996).

mGnRH  pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly- NH,
cGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu GIn Pro Gly-NH,
sbGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly- NH,
cfGnRH pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly-NH,

sGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH,

gy

; cGnRH-II pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH,
dfGnRH pGlu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH,
IGnRH-ITI pGlu His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH,
IGnRH-I pGlu His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly-NH,

Aunque en ciprinidos la GnRH esta implicada en la secrecion de la hormona
del crecimiento (Lin et al., 1995), sin embargo, la funcién generalizada de la GnRH
consiste en la estimulacion de la secrecion de GtH (Revisado por Peter ef al., 1991). Las
variaciones de los niveles de esta hormona en el cerebro e hipofisis de diversas especies
de peces son acordes con esta funcion. Asi, en la trucha (Breton ef al., 1986), en el Rutilus
rutilus (Breton et al., 1987) y en el pez rojo (Yu et al., 1987) se ha observado un aumento
del contenido de GnRH en el cerebro e hipéfisis durante la vitelogénesis y hasta la
maduracion-ovulacion. En la hipofisis se produce una disminucion en el contenido de

GnRH en el momento de la maduracion que probablemente esté relacionada con la
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estimulacion de la liberacion de GtH. En la lubina se ha observado una caida similar en el
contenido de GnRH en la hipofisis mediante la utilizacion de un ELISA especifico para

sGnRH (Kah ef al., 1994).

La funcion de un neuropéptido estd fuertemente relacionada con con su
localizacion anatomica en el cerebro. La situacion de las neuronas en las que se expresan
las diferentes formas de GnRH y su presencia en las terminaciones nerviosas que llegan
hasta la pituitaria puede ser utilizada como una indicativo de su importancia en la
regulacion de la liberacion de GtH. En general se acepta que los peces presentan al menos
dos formas de GnRH que pueden presentar una distribucion anatémica diferente. En
términos generales parece ser que en todas las especies de teledsteos, asi como en el
esturion (Acipenser haeri) la forma de GnRH predominante en el cerebro posterior es la
cGnRH-II. En el cerebro anterior (sistema olfativo, telencéfalo ventral, region predptica
y unién pituitaria-cerebro) de especies como el pez rojo, la trucha arco iris o el salmon
masu (O. masou) y diversos perciformes marinos predomina la sGnR mientras que en el
cerebro anterior de la anguila europea o del esturion aparece la mGnRH (Revisado por
Kah ef al., 1993). La mayor relacion de la mGnRH y de la sGnRH con el sistema
hipotalamo-hipofisis indican un papel preponderante de estas formas en el control de la

secrecion de GtH.

En el cerebro de lubina americana (Gothilf e al., 1995) y de dorada (Gothilf
ef al., 1995; Zohar et al., 1995) coexisten tres formas diferentes de GnRH: sbGnRH,
c¢GnRH-IT y sGnRH. Cuando estas tres formas de GnRH se inyectaron a hembras de
dorada (Gothilf et al., 1995; Zohar et al., 1995) y de lubina americana (Gothilf e al.,

1995) se observo que las tres formas tenian diferente potencia en la liberacién de GtH
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siendo la cGnRH-II la més potente seguida por la sGnRH y por la sbGnRH. Este hecho
no es unico de estas especies ya que la mayor bioactividad de la cGnRH también se ha
observado en pez gato (Clarias gariepinus)(Schulz ez al., 1993) y en pez rojo (Chang et
al., 1991). También se estudio la distribucion en el cerebro de la lubina americana (Gothilf
et al., 1995) y en el de la dorada (Gothilf ef al., 1995, 1996) de estas tres formas de
GnRH. Se observé que la sbGnRH se produce en la regién predptica, un area que controla
la secrecion de GtH, y aparece en elevadas concentraciones en la pituitaria de hembras
maduras, lo que sugiere que en estas especies la sbGnRH es la forma con mayor relevancia
en el control de la secrecion de GtH. Por su parte la cGnRH-II aparece en el cerebro
rr%igdio-posterior y la sGnRH se sintetiza en el telencéfalo anterior y se encuentra en baja
concentracion en la pituitaria. Dada la proximidad filogenética existente entre la lubina
americana y la europea, es muy posible que en el cerebro de la especie que nos ocupa
aparezcan las mismas formas de GnRH que en la lubina americana y con la misma

distribucién y funciones.

En la pituitaria de pez rojo se han identificado y caracterizado los receptores
de GnRH (Habibi e al., 1987) observandose la presencia de dos tipos diferentes: uno de
alta afinidad-baja capacidad, y otro de baja afinidad-alta capacidad. Todas las formas de
GnRH son capaces de ligarse a estos receptores, los cuales, ader'nés, presentan una
variacion estacional en numero siendo mas abundantes en la fase tardia de la

recrudescencia gonadal (Habibi e al., 1989).

Dopamina.
La dopamina ejerce una accion inhibidora de la secrecion de GtH en peces

siguiendo dos caminos diferentes; a través de un efecto directo sobre las células
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gonadotropas, o bien, actuando a nivel de la liberacién de GnRH (Peter ef al., 1991). No
obstante el grado de inhibicion observado varia enormemente de unas especies a otras
(revisado por Yaron, 1995), siendo, por ejemplo, muy neto y claro en el pez rojo (Peter
et al., 1986; Chang e/ al., 1990) mientras que en salmonidos (Van der Kraak e al., 1986)
y tilapia (Gissis ef al., 1991) no es tan pronunciado; en el pez gato (Heferopneustes
fossilis, Alok et al, 1993) es mucho menor y estd completamente ausente en
Micropogonias undulatus (Copeland y Thomas, 1989). En la lubina la inhibicion

dopaminérgica resulta ser extremadamente débil (Carrillo ef al., 1995).

En estudios llevados a cabo usando células dispersas de pituitaria de pez rojo,
en los que se utilizaron agonistas y antagonistas especificos de la dopamina, se llegé a la
conclusién de que la inhibicion dopaminérgica de la secrecion de GtH se establece a través
de receptores especificos de dopamina del tipo 2 (Chang ef al, 1990). Estudios
inmunocitoquimicos en pez rojo mostraron, ademas, que existe una inervacion

dopaminérgica directa sobre las células gonadotropas (Kah ez al., 1986).

Gonadotrofinas.

La hormona luteinizante (LH), la foliculo estimulante (FSH) y la tirotropina
(TSH) constituyen una familia de hormonas hipofisarias con estructura glicoproteica y con
una enorme similitud estructural. Todas ellas poseen dos subunidades denominadas « y
B, unidas por enlaces no covalentes. En los mamiferos la subunidad o es comun a las tres
hormonas dentro de una misma especie y su estructura posee un alto grado de
conservacion inter especifico. La subunidad f3, por el contrario, es especitica para cada

hormona (Kawauchi e/ a/., 1989). En la mayor parte de las especies de tetrapodos, si no
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en todas, existen dos gonadotrofinas (GtHs) que son homélogas a la LH y a la FSH de

mamiferos (Licht e al., 1977).

Al iniciarse las investigaciones sobre las gonadotrofinas en peces inicamente
fue aislada una forma hormonal de la hipéfisis de carpa comun (Cyprinus carpio)
(Burzawa-Gerard, 1982), observandose que se trataba de una glicoproteina compuesta de
dos subunidades « y . Esta hormona por lo tanto tenia una estructura similar a la de las
hormonas LH y FSH de mamiferos . En aquel momento se pensé que esta unica

gonadotrofina podria regular todos los aspectos de la reproduccion de teledsteos.

El concepto de la dualidad de las gonadotrofinas en peces fue postulado, por
primera vez, por ldler (Revisado por Idler y Ng, 1983). Este autor utilizé la cromatografia
de afinidad sobre sefarosa con Concanavalina A en su trabajo. Observé que a partir de los
extractos de la pituitaria de peces se obtenia una primera fraccion que no se adsorvia a la
concanavalina y que se denomind fraccion Con A-I. Una segunda fraccion quedaba
adsorbida a la Concanavalina y se llamé Con A-II. La fraccidon Con A-1 consistia en una
molécula pobre en hidratos de carbono que mostraba una clara actividad en la regulacién
del desarrollo prematuracional del ovario. La fraccion Con A-11 inducia el proceso de
maduracion y ovulacion de los oocitos. Sin embargo, la fraccion Con A-1, con efecto
vitelogénico, no parecia ser homoéloga a la LH y FSH de mamiferos, ya que no se observo
la existencia de dos subunidades ni present el caracter glicoproteico propio de las

gonadotrofinas de mamiferos (Goos, 1991).

Suzuki e/ al., (1988 a) extrajeron las glicoproteinas de la pituitaria de una

especie de salmon del pacifico, Oncorhynchus keta, y las caracterizaron de forma
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detallada. Se establecieron dos grupos diferentes de estas moléculas, de acuerdo con su
peso molecular, punto isoeléctrico, composicion aminoacidica y residuo N-terminal
(Suzuki ef al., 1988a). La actividad gonadotropa de estos dos grupos de glicoproteinas
se demostro en vivo por su efecto sobre el crecimiento gonadal en juveniles de trucha arco
iris (Suzuki ef al., 1988 b). Estas glicoproteinas se designaron GtHI y GtHII. Estas dos
gonadotrofinas, de modo similar a las gonadotrofina de mamiferos, presentan dos
subunidades (Suzuki et al., 1988 b), la subunidad & y la subunidad B. En la GtHI se
pueden encontrar dos formas de la subunidad & y una (inica subunidad f. Por su parte, la
GtHII solo presenta una forma de la subunidad o, que es idéntica a la GtHIa2, y dos

variantes de la subunidad B, que son diferentes de la subunidad p de la GtHI.

Una dualidad similar se ha establecido también en el Oncorhynchus kisutch,
(Kawauchi et al., 1989; Swanson ef al., 1991 ), en el bonito, Katsuwonus plelamis
(Kawauchi ef al., 1991), en el pargo japonés, Pagrus major (Tanaka ef al., 1993)y en el

Fundulus heteroclitus (Lin et al., 1992).

La existencia de dos gonadotrofinas diferentes en salmonidos no s6lo viene
sugerida por el hecho de que se puedan detectar dos glicoproteinas con estructura y
caracteristicas fisico quimicas diferentes. Estudios inmunocitoquimicos usando anticuerpos
especificos de cada una de las subunidades P por separado, revelaron, ademas, que en la
pituitaria de O. kera, trucha arco iris y salmoén atlantico (Salmo salar) cada GtH es
producida por un tipo de célula distinta (Nozaki ef al., 1990 a; Naito e/ al., 1993). En
trucha arco iris se observod que las células inmunorreactivas de GtHI aparecen con el inicio

de la vitelogénesis y la espermatogénesis (Nozaki ef al., 1990 b). En el momento de la
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maduracion final ambos tipos celulares estaban presentes pero las células inmunorreactivas

de GtHII dominaban.

Aunque existen ciertos matices que diferencian las funciones desempefiadas
por estas hormonas en distintas especies se acepta, en general, que la GtHI actda
primordialmente durante el proceso de vitelogénesis estimulando la produccion de
esteroides sexuales y la incorporacion de vitelogenina al interior del foliculo (Tyler ez al.,
1991). La GtHII por su parte, regula el proceso final de maduracion y la puesta (revisado
por Swanson, 1991). Utilizando RIAs para cada una de las GtHs ha sido posible observar,
en salmonidos, que la GtHI predomina durante los procesos de vitelogénesis y oogénesis
en hembras y de espermatogénesis en machos, mientras que la GtHII aparece en ambos
sexos unicamente cuando el momento de la maduracion y la puesta se acercan (Swanson
et al., 1991; Sumpter y Scott, 1989). Teniendo en cuenta esta diferenciacion funcional la

GtHI seria una hormona equivalente a la FSH de mamiferos y la GtHII a la LH.

En la lubina americana, Morone saxatilis (Hassin ef al., 1995), y en la dorada,
Sparus aurata (Elizur ef al., 1996), se han clonado y caracterizado las secuencias de DNA
que codifican las diferentes subunidades de la GtHI y de la GtHII. Ademas se ha aislado
y caracterizado la GtHII de la lubina americana y se han desarrollado anticuerpos dirigidos
contra la subunidad B3 de esta glicoproteina (Mafianos ef al., 1997 c). Estos anticuerpos
han permitido la puesta a punto de un método inmunoenzimatico para el analisis de GtHII
en el plasma de lubina. Este mismo método de andlisis puede ser utilizado en la lubina

europea dada la estrecha relacion filogenética que existe entre ambas especies.
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En mamiferos se ha observado repetidamente que el ayuno o simplemente una
disminucién de la racién que se ofrece a los animales bajo experimentacion afecta a la
liberacion pulsatil de LH (Warnhoff ez al., 1983; Day et al., 1986; Rutter y Manns, 1987).
La disminucion de los niveles de LH y FSH observada en el plasma y pituitaria de ratas
mantenidas en ayuno durante un corto periodo de tiempo estuvo asociada a una alteracion
del proceso de traduccion, ya que la disminucién de los niveles de RNA mensajero
(mRNA) se observo mas tardiamente (Bergendahl ef al., 1989). Ademas del efecto directo
del ayuno sobre la translacién del mRNA vy transcripcion de las gonadotrofinas la
disminucion de su concentracion probablemente también esta asociada con alteraciones
en la secrecion de GnRH, puesto que el ayuno reduce claramente la expresion del gen de
la hormona liberadora de LH (LHRH) en la rata (Gruenewald y Matsumoto, 1993). En los
peces los estudios sobre el efecto de la dieta en la secrecién de las hormonas gonadotropas
son précticamente inexistentes. Unicamente Kah et al. (1994) informaron de que en lubina
alimentada con una dieta pobre en proteinas la liberacion de GnRH se veia afectada en el
momento de la puesta. Actualmente se hace necesario el disefio de nuevas experiencias

que permitan alcanzar un conocimiento mas profundo de esta materia.

Niveles plasmaiticos de esteroides sexuales a lo largo del ciclo reproductor.
Una buena parte de los estudios relacionados con la endocrinologia de la
reproduccion de peces se ha centrado en los cambios sufridos por los niveles plasméticos
de esteroides gonadales (revisado por Pankhurst y Carragher, 1991; Borg, 1994). No
obstante en la mayor parte de los casos se han utilizado como modelo peces de agua duice,

principalmente salmonidos, siendo muy escasa la literatura referente a peces marinos.
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Los niveles plasmaticos de los esteroides gonadales presentan un enorme
rango de variacion: desde menos de Ing/ml hasta mas de 100 ng/ml, pero muy
frecuentemente las concentraciones que aparecen se acercan al limite inferior de ese

intervalo (Pankhurst y Carragher, 1991).

Los niveles de E2 y testosterona (T), en las hembras, y de T, en los machos,
aumentan paralelamente al incremento en peso gonadal y suelen presentar un pico que
coincide con el inicio del periodo de puesta. En algunas ocasiones, como en el caso del
Igtalurus nebulosus (Burke ef al., 1984) el pico de T precede al de E2, evidenciando el
p%pel de la T como precursor del E2 en las hembras de teledsteos. También se ha
oEservado un patron bimodal en los niveles de estos esteroides, apareciendo un segundo
pico al final de la época de puesta en algunas especies como, por ejemplo, la lubina (Prat
el al., 1990), la dorada, Sparus aurata (Kadmon et al., 1985), gobio, Gobius niger
(Bonnin, 1979) o 1. nebulosus (Burke ef al., 1984). Pero el significado fisiologico de esta
aparente bimodalidad no resulta claro. En la lubina pueden aparecer uno o dos picos de
E2 dependiendo de las condiciones ambientales (Zanuy ef al., 1995) o de alimentacién

(Cerda ef al., 1994, 1995).

Por lo general la T y la 11-ketotestosterona (KT) han sido los Gnicos
androgenos considerados en la mayor parte de los estudios llevados a cabo. La 11KT se
ha considerado como una hormona tipicamente masculina y, de hecho, sus niveles suelen
ser mas altos en machos que en hembras de teledsteos (Revisado por Borg, 1994). Ahora
bien, es posible detectar este androgeno en el plasma de las hembras de numerosas
especies y, ademas en algunos casos, se ha encontrado que las hembras presentan valores

tan altos como los machos, por ejemplo en /. nebulosus (Burke 1984). Los niveles de
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androgenos circulantes suelen sefialar cambios estacionales relacionados con el ciclo
reproductor. Generalmente los valores de T y 11KT alcanzan su maximo en la época de
prepuesta (Borg, 1994) aunque siempre existen excepciones como en el espinoso,
Gasterosteus aculeatus, (Mayer et al., 1990b) en el que la 11KT presenta una clara
elevacion de su concentracion plasmatica en el periodo de puesta. Cuando diferentes
androgenos son estudiados simultaneamente suelen presentar un patrén similar de
incremento y descenso de sus niveles plasmaticos (Borg, 1994). No obstante en
salmoénidos se ha encontrado frecuentemente que la T alcanzaba los valores maximos
aproximadamente un mes antes que la 11KT (Scott y Sumpter, 1989), en concordancia

con su papel como precursor de esta ultima.

En la lubina las variaciones de los niveles de esteroides en el ciclo reproductor
han sido descritas detalladamente (Prat ez al., 1990) observandose una elevacion de la
concentracion de E2 y de T a lo largo del proceso de vitelogénesis. El retraso de la época
de puesta provocado por el uso de un fotoperiodo largo constante también dio lugar a una
elevacion mas tardia de los niveles plasmaticos de E2 (Zanuy ef al., 1995). Por otra parte
también se ha observado que la disminucion de la racion (Cerda et al., 1994) con que se
administré una dieta natural a los reproductores provoc) una disminucion de los niveles
plasmaticos de E2. Del mismo modo, la calidad de las dietas administradas a los
reproductores provocaron alteraciones en los niveles plasmaticos de esteroides (Cerda ef
al., 1995). Sin embargo, no aparecio ninglin patrén constante en la modificacion de esos
niveles ni tampoco llegaron a establecerse los mecanismos por los cuales los factores
nutricionales podian llegar a alterar el proceso reproductor. Estos precedentes han
evidenciado la necesidad de profundizar en el estudio de aquellos factores nutricionales

que estan afectando el funcionamiento normal del ovario en la secrecion de esteroides.
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2.- FECUNDIDAD Y CALIDAD DE LA PROGENIE.

2.1.- Fecundidad.

Con el término fecundidad se hace referencia simplemente al nimero de
huevos producido por los reproductores. Puede expresarse como la cantidad de huevos
que pone cada hembra, y entonces se habla de fecundidad total, o bien referirla a una

unidad de peso, tratandose en este caso de la fecundidad relativa.

¢ En salmonidos la fecundidad ha de estimarse tras la realizacion del masaje

alédominal destinado a la obtencion de los huevos (Kjorsvik e al., 1990). Se hace
necesario, por lo tanto, que en la hembra los oocitos hayan madurado y ovulado
completamente o, de lo contrario, se estara subestimando la fecundidad. Este problema
no se plantea en otras especies en las que es posible recoger los huevos por medio de

colectores, directamente de los tanques en que se encuentran los reproductores, como es

el caso de la presente investigacion.

El calculo de la fecundidad puede hacerse utilizando dos métodos diferentes
(Bromage et al., 1992). El denominado método volumétrico se basa en el trabajo de Von
Bayer (1950) y consiste en calcular el nimero total de huevos presentes en el volumen
recogido teniendo en cuenta cual es el volumen medio de los huevos de esa puesta, el cual
se calcula a partir del diametro medio observado. El método gravimétrico, en cambio,
utiliza el peso medio de un huevo para calcular el nimero total de huevos presentes en el
peso total recogido. Ambos métodos proveen estimaciones altamente correlacionadas con

el contaje real de los huevos.
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También se han realizado frecuentemente estimaciones de la fecundidad
usando ovarios de peces que no llegaron a poner. En este caso se hace necesaria la
digestion del tejido ovarico mediante un fijador que basa su accidn en la presencia de
6xido de mercurio (liquido de Gilson), asi como la realizacion de cortes histologicos en
oocttos de diferentes tamaiios para conocer el estado de desarrollo que les corresponde.
El contaje de huevos se realiza en una muestra de volumen o peso conocido para
extrapolar los resultados al volumen o peso total del ovario. En el ovario de la platija,
Pleuronectes platessa, por ejemplo, se realizé un contaje exacto del nimero de oocitos
presentes mediante el uso de un contador automatico de particulas (Witthames y Greer
Walker, 1987). Utilizando una metodologia diferente, Emerson y sus colaboradores (1990)
realizaron estimaciones de fecundidad mediante el uso de cortes histologicos y basandose
en el principio de que el volumen correspondiente a un determinado componente en el
tejido es proporcional al area observada al ser seccionado. Por supuesto esta metodologia
asume el hecho de que los distintos componentes del tejido se disponen aleatoriamente en
él. Sin embargo en todos estos métodos se esta sobreestimando la fecundidad real puesto
que no todos los oocitos observados, incluso los que ya hayan madurado, llegan a ovular

y a ser liberados al exterior (Bromage et al., 1992).

Factores que afectan a la fecundidad.

El tamafio de los reproductores influye profundamente en el nimero y tamafio
de los huevos producidos (Bromage, 1995). Generalmente, a medida que el tamafio del
pez aumenta se produce un incremento paralelo de la fecundidad y del diametro de los
huevos, lo cual se observa particularmente bien en salmoénidos. Existen, no obstante,
algunas excepciones, como la trucha arco iris (Bromage, 1995) o la lubina (Carrillo et al.,

1995), especies en las que parece haber una cierta tendencia a que la fecundidad relativa
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se mantenga o incluso disminuya cuando el tamafio del animal aumenta. La edad de los
reproductores parece ejercer también una cierta influencia sobre la fecundidad. Sin
embargo hay que tener en cuenta que, probablemente, las variaciones de tamafio que se
producen con la edad son en parte las responsables del incremento de fecundidad

(Bromage y Cumaranatunga, 1988).

Por otro lado dentro de cada grupo de reproductores hay un componente
genético que determina, en gran medida, los valores observados de fecundidad (Bromage,
1995). Este es un factor que hay que tener en cuenta cuando se realizan comparaciones
el:itre los resultados obtenidos en experimentos en los que se usan grupos de animales con

una procedencia completamente distinta.

En dltimo término, la fecundidad viene determinada por la tasa de
reclutamiento de oocitos previtelogénicos que pasan a estados de desarrollo mas
avanzados. Las oogonias, como se explicd anteriormente, experimentan las mitosis
principalmente al finalizar la época de puesta lo que hace que, probablemente, la
fecundidad se determine tempranamente en el ciclo reproductivo. Ahora bien, el nimero
de oocitos que se desarrollan y, por lo tanto la fecundidad, normalmente va a estar
modificado por la proporcion de atresia que se presente (Springate ef al., 1995) y ésta, a
su vez, esta influida por las condiciones ambientales en que se desarrollen los
reproductores. Asi, por ejemplo, el ayuno puede llegar a provocar un 100% de atresia

entre los reproductores y, por lo tanto, una caida drastica de la fecundidad.
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2.2.-Calidad del huevo.

La rentabilidad econdmica de las explotaciones piscicolas depende, en buena
medida, de un aporte adecuado de huevos de buena calidad, es decir, capaces de producir
una descendencia viable, que llegue al estado adulto en las mejores condiciones para su
comercializacion (Kjorsvik ef al., 1984). Entre los factores que determinan la calidad del
huevo hay siempre un componente genético, caracteristico de los reproductores. Por otra
parte, el tipo de nutricién que reciben los reproductores ejerce una influencia drastica en
la composicion bioquimica del huevo y, también, en su calidad. De este punto concreto se
trata en profundidad en la préxima seccion (seccion 3.1 de la Introducciéon) dado que es

uno de los objetivos de la presente investigacion.

En salmoénidos la calidad del huevo estd profundamente influida por el
momento en que se realiza el masaje abdominal (Springate ef al., 1984). Bajo condiciones
de cria artificial los huevos de los salmonidos son ovulados, pero no llegan a ser liberados
al exterior. Durante el periodo de retencion en la cavidad corporal los huevos sufren un
proceso de maduracion de modo que es necesario esperar al momento mas adecuado para
hacer el masaje. Una eleccion inadecuada de este tiempo podria generar huevos inmaduros
si el masaje se hace prematuramente o bien huevos sobremadurados cuando se realiza
tardiamente. En ambos casos la viabilidad de los huevos disminuye drasticamente. En el
caso de la trucha arco iris, por ejemplo, las mayores tasas de fertilizacion se obtienen

cuando el masaje se lleva a cabo entre 4 y 10 dias después de la ovulacion.

Los parametros utilizados como indicadores de la calidad de los huevos son
muy variados. En las especies de huevos pelagicos la calidad de éstos esta intimamente

ligada a su flotabilidad (McEvoy, 1984) de modo que una valoracion de la calidad de una
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puesta puede realizarse mediante el calculo del porcentaje de huevos flotantes respecto al
total. Este criterio ha sido regularmente usado en especies como el pargo japonés
(Watanabe ef al., 1984a, b), en lubina (Carrillo et al., 1989), la dorada (Fernandez-
Palacios ef al., 1995) o el rodaballo, Scophthalmus maximus (McEvoy, 1984). No
obstante en algunos casos, como en el de la dorada, los huevos que no han sido
fertilizados flotan durante varias horas después de la puesta, de modo que se hace
necesario la utilizacion simultanea de varios criterios de calidad (Fernandez-Palacios ef al.,
1995).

Un caracter que puede sefialar tempranamente la calidad de los huevos de una
pL;esta es la simetria de las primeras divisiones celulares (Kjorsvik, 1990). En rodaballo
también ha sido utilizado como indicativo de calidad la transparencia que los huevos
presentaban a simple vista (McEvoy, 1984). El trabajo recientemente llevado a cabo en
nuestro departamento ha evidenciado que ciertas variables que se ha sugerido podrian ser
indicativos de la calidad del huevo como peso seco de los huevos, nimero de gotas de
grasa y volumen de las gotas de grasa no resultan fiables en el caso de la lubina (Carrillo

el al., 1996).

El tamafio de los huevos es otra propiedad que se ha tomado repetidamente
en consideracion. Sin embargo es bien conocido que este parametro muestra una
considerable variacion intra especifica ya qué esta determinado basicamente por el
genotipo de la generacion parental. No obstante también se ve afectado por otros factores,
como la edad y el tamafio de los reproductores (Springate y Bromage, 1985; Zastrow et
al., 1990; Monteleone ¢/ al., 1990). No existe, sin embargo, un acuerdo claro sobre si el

tamafio de los huevos influye en su tasa de eclosion, pues, incluso dentro de una misma
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especie, como la trucha arco iris, han aparecido resultados contradictorios (Revisado por
Bromage et al., 1992). Lo que si parece un hecho generalizado es que los huevos mas
grandes producen larvas a su vez mayores, estas son capaces de nadar con mas fuerza, de
evitar los depredadores mas facilmente y de capturar mas y mayores presas. Por lo tanto
la supervivencia final de estas larvas deberia de ser, con mucha probabilidad, mayor que
la de las provenientes de huevos mas pequefios. Sin embargo, en trucha al menos, se da
un fenomeno de crecimiento compensado que hace que las diferencias iniciales
desaparezcan cuando el periodo de observacion se alarga lo suficiente, es decir hasta mas
de cien dias (Revisado por Bromage, 1992). En la lubina europea se ha podido establecer
que el tamafio de los huevos determina el tamafio de las larvas, pero éstas diferencias, que
resultaron significativas a los 10 dias de vida de las larvas, dejaron de serlo a los 40 dias
de edad (Cerda et al., 1994a; Carrillo et al., 1995c) En la lubina americana, Morone
saxatilis (Monteleone ¢f al., 1990) no se vio este crecimiento compensado, pero
probablemente ello fue debido a que el periodo de observacion se redujo tinicamente a 25
dias. Las diferencias iniciales de tamafio en las larvas podrian suponer, por lo tanto, una
influencia en las tasas de supervivencia en condiciones naturales, pero bajo las suaves

condiciones de cultivo artificial no dan lugar a ninguna ventaja o desventaja.

Es evidente que la composicion bioquimica de los huevos ha de ejercer una
influencia directa sobre su calidad, ya que el normal desarrollo larvario depende de una
adecuada concentracion de reservas. Sin embargo parece que las variaciones observadas
en componentes nutricionales basicos, como son las proteinas e hidratos de carbono no
estan relacionados de una manera clara con su calidad (Cerda et al., 1994; Washburn ef
al., 1994). En cuanto al contenido lipidico se ha encontrado que en algunas especies

marinas como el rodaballo, la platija o la lubina un elevado contenido total de lipidos en
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los huevos se corresponde, generalmente, con una baja viabilidad (Devauchelle ef al.,
1982). Este mismo efecto también se encontrd en la lubina en un trabajo anterior realizado
en nuestro laboratorio (Serrano, 1990). Del mismo modo, en el Coregonus albula, una
especie de agua dulce, una concentracion alta de lipidos en los huevos fue indicativa de
su mala calidad (Kamler e al., 1982. Tomado a partir de Kjorsvik ef al., 1990). Sin
embargo las cantidades de ciertos micronutrientes como vitaminas o minerales y, en
particular, la composicion en acidos grasos de los lipidos de los huevos ejercen una
enorme influencia sobre su viabilidad y sobre la de las larvas que se produzcan (Kjorsvik
et al., 1990). Mas adelante (seccion 3.3) se trata de un modo extenso el tema de las
nc;‘,cesidades de los animales adultos en estos nutrientes para que el proceso reproductor
¥

pueda llevarse a cabo con normalidad y el desarrollo del embrion tenga lugar de manera

Optima.

Conviene indicar aqui que, en el presente trabajo, las dos variables utilizadas
para para obtener una referencia de la calidad de los huevos han sido los porcentajes de

viabilidad y de eclosion observados.
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3.- INFLUENCIA DE FACTORES NUTRICIONALES EN EL

PROCESO REPRODUCTOR

3.1.- Nivel de ingesta.

Dentro de todo el conjunto de procesos metabolicos que normalmente entran
en funcionamiento dentro de un organismo ha de darse un equilibrio compensado entre el
gasto energético destinado al crecimiento somatico y el debido al proceso reproductivo.
Es decir, la energia y el tiempo utilizados en uno de estos procesos no puede ser dirigida
hacia el otro. Debido a ello, las restricciones en la dieta que no puedan compensarse con
las propias reservas energéticas del organismo van a ocasionar algun tipo de alteracion en

el desarrollo del fenémeno de la reproduccion.

La reduccion de la cantidad de alimento administrada a los reproductores en
condiciones experimentales provocé una disminucion paralela de la fecundidad en la trucha
arco iris (Bromage ef al., 1992), el espinoso (Wooton, 1979), o el Melanogrammus
aeglefinus (Hislop et al., 1978). Por otro lado, el nivel de ingesta también afecta al tamafio
de los peces y, como se ha indicado en la seccidn anterior, la fecundidad depende en gran
medida del tamafio del progenitor. Debido a ello, cuando en los estudios de restriccion de
la dieta se ve afectado tanto el crecimiento de los reproductores como los valores de
fecundidad obtenidos es necesario realizar analisis de covarianza para separar el efecto de
la dieta sobre la fecundidad del efecto debido a la reduccion del tamafio de los
reproductores (Bromage ef al., 1992). En una de las experiencias realizadas en el presente
trabajo se estudio el efecto de la restriccion de la racion sobre los resultados de puesta, sin

embargo no aparecieron diferencias significativas en peso o longitud entre las hembras
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alimentadas a racion o completa o a racién reducida, por lo que no se considerd necesaria

la utilizacion de un analisis de la covarianza.

No hay que perder de vista la idea de que los peces no poseen los mismos
requerimientos nutricionales a lo largo del ciclo reproductor. Cuando se llevaron a cabo
experiencias de restriccion de la dieta en trucha arco iris en diferentes periodos de tiempo
a lo largo del afio se observd que la fecundidad se establece muy tempranamente en el
ciclo anual. Los cambios en fecundidad pueden deberse a modificaciones en la tasa de
reclutamiento de las oogonias o bien de los oocitos previtelogénicos. Debido a ello son las
reistlicciones en la dieta producidas durante los meses de prepuesta las que tienen un efecto

claro sobre la fecundidad (Bromage, 1992)

Si la disminucién de la cantidad de alimento no es lo suficientemente fuerte la
fecundidad puede no verse afectada, pero aparecen otros efectos como un retraso y
alargamiento de la época de puesta (Observado en lubina por Cerda ef al., 1994) o una

disminucion del nimero de puestas (Bromage ef al., 1992).

En peces son practicamente inexistentes los estudios acerca de la influencia
de la restriccion de la dieta sobre la regulacion hormonal del proceso reproductor.
Solamente Cerda et al. (1994) observaron alteraciones en los niveles de E2 de hembras
de lubina que habian recibido una dieta restringida, sin que los niveles de Vg se vieran
afectados. En mamiferos se ha mostrado frecuentemente que el ayuno o la disminucion de
la dieta es capaz de afectar la secrecion de GnRH y LH (Warnhoff er al., 1983; Day et al.,

1986)
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3.2. Requerimiento proteico y energético en peces.
La proteina es, en materia seca, el principal componente de los peces (65%-

70%) depositandose mayoritariamente a nivel del musculo esquelético.

La proteina es para los peces la fuente de energia mas importante. Los peces
carnivoros presentan una fuerte dependencia de una dieta con un elevado componente
proteico debido a su capacidad para metabolizar proteinas y su limitacion para digerir y

metabolizar carbohidratos (Cowey, 1979).

En muchos de los estudios hechos acerca de] efecto de la cantidad de proteina
presente en las dietas sobre la fecundidad y la calidad de los huevos no se ha tomado en
consideracion el origen y la calidad de la proteina administrada. Ello daba lugar a
variaciones importantes de los resultados de unos experimentos a otros, siendo dificil
establecer conclusiones definitivas (Luquet y Watanabe, 1986). Asi, por ejemplo en la
trucha, se ha observado que la cantidad de proteina de la dieta puede oscilar entre un 30
y un 50% aproximadamente (Takeuchi ef al., 1981b; Watanabe e al., 1984a, b), siempre
que la reduccion en la cantidad de proteina se vea compensada por una elevacion del
contenido energético. Sin embargo, Washburn ez al., (1990) observaron que Gnicamente
dietas con un contenido bajo (30%) o medio (45%) en proteinas daban resultados
aceptables, mejorando considerablemente aquellos que se obtenian con piensos con un

contenido alto (60%) de proteinas.

En el pargo japonés se ha visto, ademas, que el origen de las proteinas ejerce
una enorme influencia sobre los resultados de puesta. Asi, cuando se utiliz6 harina de sepia

los porcentajes de viabilidad y de eclosion fueron mas elevados que cuando se uso harina
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de pescado (Watanabe e al., 1984b, c). Probablemente la superioridad de la harina de
sepia es debida al contenido en acidos grasos de la fraccion lipidica, pero también al de

algunos micronutrientes presentes en la fraccion no lipidica (Luquet y Watanabe, 1989).

En la lubina la utilizacion de dietas comerciales o formuladas con elevado
contenido proteico dio lugar siempre a puestas con baja viabilidad y tasa de eclosion
(Cerda ef al., 1994, 1995) si se comparan con aquellas obtenidas de los reproductores
alimentados con una dieta natural consistente en pescado triturado. Se ha sugerido que,
probablemente, tales diferencias no sean debidas al contenido proteico de las dietas, sino
maas bien a la composicion en acidos grasos de la fuente de proteinas utilizada (Cerda et

al., 1995).

A pesar de los numerosos experimentos realizados para establecer las
necesidades proteicas en la dieta se sabe muy poco acerca de los requerimientos de los
reproductores en ammodcidos. Se ha evidenciado que la sustitucion de proteina de origen
animal por otras de origen vegetal, en las dietas de los peces, reduce el crecimiento en una
relacion linear con respecto al grado de reemplazamiento (Viola y Arieli, 1982, 1983).
Este efecto podria ser debido a deficiencias en ciertos aminoacidos esenciales de las
proteinas de origen vegetal respecto a las de origen animal. De hecho Viola ef al., (1981)
estudiaron durante varios afios las condiciones que debian darse para llegar a reemplazar
las proteinas animales por otras de origen vegetal. Estos autores llegaron a la conclusion
de que, en la carpa, la harina de pescado utilizada como fuente de proteina podria ser
parcial o completamente reemplazada por proteinas vegetales si éstas Ultimas eran
enriquecidas con lisina, metionina y aceite. Este hecho evidencia las necesidades de ciertos

aminoacidos esenciales en la dieta, asi como el hecho de que la fraccion liposobluble de
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la fuente proteica juega un papel fundamental en la consecucion de dietas de buena

calidad.

3.3.- Requerimientos de acidos grasos para el éxito reproductivo.
Enlafigura 1.1 se explica de forma esquematica la nomenclatura utilizada asi
como la estructura de los dcidos grasos a los que se va a hacer referencia con mas

frecuencia en este trabajo.

La importancia de los acidos grasos en el mantenimiento de la estabilidad de
la membrana plasmaticas sali6 a la luz a principios de este siglo al observarse que ratas
alimentadas con dietas deficientes en acidos linoleico (18:2 n-6), linolénico (18:3 n-3) y
araquidénico (20:4 n-6) presentaban todo un conjunto de disfunciones metabdlicas (Burr
y Burr, 1929, 1930). La mas evidente era que las ratas bebian copiosas cantidades de agua
que resultaban ser mucho mayores que los volumenes excretados. Se dedujo que una
deficiencia en acidos grasos esenciales (EFA, “Essential Fatty Acids") podria dar lugar a
una alteraciéon de la permeabilidad de la membrana de un modo tal que se estaba
produciendo bien una considerable acumulacion de agua en los tejidos, bien una enorme

pérdida de agua a través de la superficie corporal (Revisado por March, 1992).

En los inicios de la preparacion de dietas artificiales para peces, en concreto
para trucha, se utilizo indistintamente aceite de semillas vegetales o aceite de pescado. Sin
embargo, de un modo inmediato se observé que el uso del aceite de semillas estaba
asociado con un lento crecimiento de los alevines en los que, ademas, aparecian todo un
conjunto de patologias: aletas erosionadas, miopatias cardiacas, higados palidos. Todas

ellas se hallaban relacionadas con la carencia de acidos grasos de la serie n-3 que
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presentaba el aceite de semillas (Lee ef al., 1967; Castell et al., 1972a, b; revision de

March, 1992).

El huevo de los peces, como el de otros animales oviparos, debe contener
todos los nutrientes que el embrion necesita para su normal desarrollo hasta el momento
de la eclosion y, ademas, para permitir el crecimiento de la larva mientras esta depende de
las reservas del saco vitelino. Los lipidos presentes en el huevo son sintetizados, durante
las primeras fases del desarrollo oocitario, en el mismo tejido ovarico (Ver seccion 1.1)
(Wiegand e Idler, 1982) pero durante el proceso de vitelogénesis exdgena se incorporan
al:’oocito por medio de la vitelogenina y de otras lipoproteinas. Puesto que la composicién
de los lipidos presentes en la dieta de los reproductores va a influir enormemente en la
composicion de sus tejidos y de la propia vitelogenina (Frémont ef al., 1984), también
modularan la composicion de los lipidos presentes en el huevo. Ahora bien, las necesidades
reales de acidos grasos para la formacion de los oocitos en el ovario y para el posterior
desarrollo de los huevos y larvas dependera de cuales son los mecanismos de sintesis y de
conversion de acidos grasos que operan en estos animales. Resulta, por ello, interesante

hacer un breve repaso del metabolismo general de los lipidos.
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CHs\\/\/\/\/—\/\/\/\/COOH

Acido oleico. 18: 1 (n-9)

CH3
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Acido linolenico. 18: 3 (n-3)
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Acido eicosapentaenoico. 20: 5 (n-3)
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Acido docosahexaenoico. 22: 6 (n-3) COOH
CH3

COOH
Acido linoleico. 18: 2 (n-6)

MAAZNAAANA

COOH

Acido araquidonico. 20: 4 (n-6)

Figura L1. Estructura de algunos de los acidos grasos citados en el presente trabajo. En
la nomemclatura elegida el primer nimero indica el nimero total de atomos de carbono
de la molécula, el segundo niimero la cantidad total de dobles enlaces y, entre paréntesis
se sefiala la distancia del primer doble enlace al extremo metilo terminal.
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Mecanismos de sintesis de acidos grasos.

El valor nutritivo de los lipidos se halla determinado, basicamente, por su
contenido en acidos grasos. Ciertos acidos grasos se obtienen por biosintesis a partir de
los productos carbonados mas simples del metabolismo energético: anhidrido carbonico
(CO.,, bajo la forma de bicarbonato) y 4cido acético (bajo la forma de acetil-coenzima A,
Ac-CoA). Esta biosintesis, que tiene lugar en el citosol, conlleva el encadenamiento de
4tomos de carbono de dos en dos, y los principales acidos grasos que se obtienen de este

modo son los acidos miristico (C,,) y palmitico (C,s) (Mellinger, 1995).

; Para-conseguir toda la gama de acidos grasos necesarios para la vida de las
células de los diferentes tejidos otros sistemas enzimaticos proceden al alargamiento de
las cadenas hidrocarbonadas hasta llegar a C,,, C,, y C,,, € incluso a unidades mas largas,
asi como a la insercidn de dobles enlaces en las cadenas, proceso, este ultimo, denominado
desaturacion. Estos dos tipos de reacciones tienen una localizacion preferencial: las
reacciones de elongacion se producen en las mitocondrias y las reacciones de desaturacion
en las membranas del reticulo endoplasmatico. Los acidos grasos obtenidos aparecen

incorporados a los fosfolipidos (FL) de membrana y, bajo esta forma, son redistribuidos

a todo el sistema de membranas de la célula.

En el sistema de elongacién mitocondrial, los grupos acilo son transportados
por el CoA, mientras que en el citoplasma es una proteina especial, la ACP (“Acil Carrier
Protein”) la que los transporta. El alargamiento de la cadena se realiza por el extremo -
COOH terminal, que contiene el atomo de carbono n°1. Las desaturaciones tienen lugar
en puntos precisos de la cadena y, normalmente, dan lugar a una isomeria cis, que desvia

la cadena 30° en cada uno de los dobles enlaces. Las enzimas que provocan estas
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desaturaciones se llaman desaturasas y son denominadas con la letra griega A (delta)
seguida de una cifra que indica el nimero de orden del atomo de carbono, contado a partir

del extremo -COOH terminal, en el que se esta produciendo el doble enlace.

Las desaturasas vegetales pueden operar entre el primer doble enlace y los
grupos metilo o carboxilo terminal. El primer doble enlace aparece entre los 4&tomos de .
carbono 9°y 10°: la enzima responsable es una desaturasa A9 y el principal producto de
esta reaccion es el acido oleico (18:1 n-9). También puede aparecer, como consecuencia
de esta reaccion el acido palmitico (16:1 n-7). Los dobles enlaces siguientes aparecen por
la accion de otras desaturasas. A diferencia de los vegetales, en los tejidos animales s6lo
se producen desaturaciones a partir del extremo de la cadena correspondiente al grupo
carboxilo terminal. Debido a ello sus acidos grasos forman series distintas (n-9, n-6, n-3)
entre las cuales no hay ninguna conversion posible. En la figura 1.2 se muestran los acidos

grasos obtenidos tras las diferentes reacciones de alargamiento y desaturacion.

Tal y como puede observarse en la figura 1.2 las desaturasas A6,AS, y A4
estan directamente relacionadas con la formacion de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA, “Polyunsaturated Fatty Acids”, acidos grasos con tres o mas dobles enlaces) de
20y 22 atomos de carbono a partir de los acidos grésos 18:3 n-3 (linolénico) y 18:2 n-6
(linoleico). Los 4cidos grasos de la serie n-3 tienen una mayor afinidad por la desaturasa
A6 y, probablemente también, por la desaturasa A5 que sus homoélogos de la serie n-6
(Sargent ef al., 1995). Debido a la competicion que se establece entre los acidos grasos
de las series n-3 y n-6 por los mismos enzimas es necesario que exista un balance correcto
entre los acidos 18:2 n-6 y 18:3 n-3, puesto que un exceso de 18:2 n-6 puede ralentizar

la desaturacion y alargamiento del 18:3 n-3 y viceversa.
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Serie n-5
Desaturasas 14:0
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Figura L.2. Acidos grasos obtenidos tras las reacciones de alargamiento y desaturacion.
Las lineas separan los acidos grasos que aparecen por accion de las desaturasas. Dentro
de cada casilla se sefialan los acidos grasos que aparecen por las reacciones de elongacion.

- A partir de Mellinger (1995).
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Por otro lado, no hay una evidencia directa de la existencia de una A4
desaturasa que lleve a cabo los ultimos pasos representados en la figura (Sargent ef al.,
1995). Se ha demostrado que, en realidad, la reaccion llevada a cabo por la desaturasa A4
consiste en una serie de reacciones en las que se halla envuelta la desaturasa A6 (Voss et
al., 1991, Sprecher, 1993). En el nuevo esquema (figura 1.3) el acido 20:5 n-3 se alarga
primero hasta 22:5 n-3 y, después, hasta 24:5 n-3. La A6 desaturasa convierte entonces
el 24:5 n-3 en 24:6 n-3 que es entonces acortado hasta 22;6 n-3. Todas estas reacciones
tienen lugar en los microsomas, excepto la conversion de 24:6 n-3 hasta 22:6 n-3 que tiene

lugar en los peroxisomas.

Después de estos procesos se producen a nivel de los fosfolipidos, de forma
incesante y en todo el conjunto de las membranas celulares, reacciones de acilacion y
desacilacion que permiten incorporar estos acidos grasos a los lipidos neutros. Ademas,
los extremos polares de los fosfolipidos pueden intercambiarse de unos a otros lo que

permite la interconversion entre fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas y fosfatidilserinas.

Trucha comun
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20: 5 (n-3)
l
22: 5 (n-3)
24:5(n-3) —» 24:6 (n-3) — 22:6 (n-3)
A ‘#
Elongasas
24:4 (n-6) — 024:5(n-6) —>22:5 (n-6)
> I A A
22: 4 (n-6)
20: 4 (n-6)
Desaturasa Acortamiento.de
Delta 6 la cadena a nivel

peroxisomal

Figura L3. Posible mecanismo alternativo para la desaturacion de tipo A4, que implica
a una desaturasa A6. Este mecanismo de alargamiento de los acidos grasos que actuaria
a nivel de los peroxisomas. (Modificado de Sargent ef al., 1995)
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Necesidades de acidos grasos en la dieta.

Los peces, como todo el resto de los animales no poseen las desaturasas A12
y A13 necesarias para la formacion de los acidos grasos linoleico (18:2 n-6) y linolénico
(18:3 n-3) a partir del acido graso 18:1 n-9. En consecuencia, todos los PUFA de las series
n-3 y n-6 presentes en los lipidos de los peces provienen de los PUFA de las series n-3 y
n-6 que se han formado en las plantas (Sargent ef al., 1989). A partir de los acidos
linoleico y linolénico se pueden producir reacciones de elongacioén y desaturacion que
permiten la formacion de los acidos grasos de las series n-3 y n-6 con mayor numero de
atomos de carbono. (Sargent ef al., 1989). Ahora bien, la capacidad para llevar a cabo
estas reacciones varia de unas especies a otras. Asi, las especies marinas, en general,
carecen de las enzimas necesarias para alargar y desaturar los acido linoleico y linolénico
y, como consecuencia, han de poseer en la dieta una fuente de acidos grasos de 20 y 22
atomos de carbono de las serie n-3 y n-6 (Bell et al., 1985). Para confirmar estas
cuestiones se realizaron experimentos en rodaballo (Linares y Henderson, 1991), dorada
(Mourente y Tocher, 1993a) y Liza aurata (Mourente y Tocher, 1993b) consistentes en
la inyeccion intraperitoneal de acidos grasos C,; y C,, de las series n-3 y n-6 marcados
radiactivamente con 'C y en el estudio posterior de los acidos grasos que aparecian
marcados radiactivamente en diversos tejidos. Estos estudios han confirmado la limitada
capacidad de las especies marinas para sintetizar los acidos grasos altamente insaturados
(HUFA, “Highly Unsaturated Fatty Acids”) de C,, y C,, de la serie n-3, éacidos
eicosapentaenoico (EPA “Eicosapentaenoic Acid”, 20:5 n-3) y docosahexaenoico (DHA,
“Docosahexaenoic Acid”, 22:6 n-3) y el acido graso C,, de la serie n-6, acido araquidonico
(AA, 20:4 n-6). Como resultado estos acidos grasos han de ser administrados a través de
la dieta y resultan ser acidos grasos esenciales, EFA, para el normal desarrollo de los

individuos (Watanabe, 1993).
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En numerosos experimentos se ha relacionado la composicién lipidica de las
dietas con los resultados de puesta y la calidad de los huevos. En distintas especies, como
dorada (Mourente y Odriozola, 1990a, b; Fernandez-Palacios et al., 1995), pargo japonés
y trucha arco iris (Watanabe e al., 1984b), dietas con un bajo contenido en EFA
produjeron huevos y larvas de peor calidad que los obtenidos de reproductores
alimentados con dietas mejor compensadas. Se ha puesto asi en evidencia la necesidad de
un aporte adecuado de EFA en la dieta, especialmente de DHA y EPA (Watanabe, 1993).
Sin embargo los requerimientos nutricionales de acidos grasos en cualquier especie animal,
incluido el hombre, no se conocen con exactitud. En el caso de los peces, debido a la
va;triedad de especies y al amplio rango de habitats y dietas resulta imposible establecer
unos criterios concretos. Este tema se complica todavia mucho mas si se tiene en cuenta
que la disponibilidad metabolica, y por lo tanto los requerimientos de EFA, esta
influenciada por la proporcién existente entre acidos grasos de las series n-3 y n-6 (March,

1992).

En la lubina Cerda et al., (1995) observaron una clara relacion entre la
composicion de lipidos en la dieta y los resultados de puesta, encontrando que si los
reproductores ingerian unos niveles bajos de PUFA de la serie n-3 se producia una
dramatica reduccion de la fecundidad y de la viabilidad de los huevos con respecto a

animales alimentados con dietas mas equilibradas.
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3.4. Vitaminas, minerales y oligoelementos.

El estudio de las necesidades por parte de los reproductores de algunas
sustancias como vitaminas o minerales ha recibido especial atencion en los estudios de
nutricion ya que su deficiencia en la dieta afecta drasticamente a la composicion y

viabilidad de los huevos.

Existe una clara evidencia del efecto positivo de diversas vitaminas sobre las
tasas de eclosion de los huevos (Takeuchi ef al., 1981a; Watanabe et al., 1985). En
concreto la deficiencia de acido ascorbico (vitamina C) afecta al normal desarrollo de
diversas funciones metabodlicas como la hematopoyesis, las reacciones de detoxificacion
o los procesos inmunoldgicos (Sandness 1991). Sin embargo el hecho de que se encuentre
directamente implicada en la hidroxilacién de ciertos aminoacidos que intervienen en la
formacion del colageno hace que los niveles de esta vitamina hayan de alcanzar valores
normales para que el embrion se pueda desarrollar normalmente y el huevo llegue a la

eclosion.

Lo que se conoce como vitamina E son todo un grupo de compuestos
liposolubles, tocoferoles y tocotrienoles, que actiian como antioxidantes, protégiendo al
organismo de la oxidacion lipidica. De entre ellos el D-a tocoferol es el que presenta una
mayor actividad como vitamina E dentro de los animales (Hamre y Lie, 1995).
Deficiencias de esta vitamina provocan tanto en “ayu” (Plecoglossus altivelis, Takeuchi
et al, 1981a), como en carpa (Watanabe y Takashima, 1977) y en pargo japonés
(Watanabe et al., 1985) una disminucion en la tasa de huevos viables y de eclosion de las
puestas. El contenido adecuado de o tocoferol en las dietas es de aproximadamente 10

mg/100 g de dieta (Tokuda et al., 1995).
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Los trabajos acerca del requerimiento de vitaminas A y D en los reproductores
son muy escasos (Luquet y Watanabe, 1986). Cuando se incrementa la ingesta de estas
vitaminas también se observa una clara transferencia hacia los huevos, sin embargo sus

efectos sobre la fecundidad y calidad de los huevos no han sido evaluados.

Es un fenémeno ampliamente conocido que los carotenoides contenidos en la
dieta se acumulan a nivel de distintos 6rganos y en el misculo de salmonidos dan lugar a
un apetecible color rosado que resulta comercialmente muy importante (Harris 1984).
Ahora bien los estudios.que relacionan el contenido en carotenoides con la fecundidad y
la- viabilidad de los huevos son muy escasos. En pargo japonés estos pigmentos ejercieron
un efecto positivo sobre el porcentaje de huevos viables, y también se dio una disminucion
de las anormalidades observadas en huevos y larvas (Watanabe ef al., 1984 a). Sin
embargo, en el resto de las especies los experimentos realizados no arrojaron a la luz
resultados definitivos acerca de las necesidades de estos pigmentos para el normal

desarrollo del proceso reproductivo (Luquet y Watanabe, 1986).
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1. ESPECIE ESTUDIADA: LUBINA, Dicentrarchus labrax (Linnaeus,

1758).

La especie elegida como modelo experimental para el presente trabajo de
investigacion ha sido la lubina, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758). La razén basica
que ha empujado a una profundizacién en el estudio de esta especie es la del papel

fundamental que juega dentro de la piscicultura marina de los paises del Mediterraneo.

La lubina se ha considerado siempre como un pescado de elevada calidad y
ha sido normalmente consumida por los pueblos riberefios del Mediterraneo. Ello hace que
el cultivo de este pez en las costas mediterraneas goce de una arraigada tradicion. Las
lubinas salvajes capturadas llegan a alcanzar un tamafio de 12 Kg, pero la industria
piscicola concentra sus esfuerzos en la produccion de peces de unos 500 g, que es el

tamarfio adecuado para el consumo individual.

La puesta a punto de las técnicas de reproduccion controlada, en la década de
los 80, ha permitido que la produccion de lubina haya experimentado un considerable
incremento en los 1ltimos afios (Carrillo ef al., 1993; Calderer y Cardona, 1993). De
acuerdo con los datos recogidos por Helga Josupeit (1995), a nivel mundial, la produccion
de lubina ha pasado de 320 Tm en 1984 a 14075 en 1995. Se espera que en 1998

aproximadamente 21000 Tm de este pescado procedan de las piscifactorias.

La lubina se produce principalmente en los paises riberefios del Mediterraneo
concentrandose su produccion en los paises pertenecientes a la Union Europea. No

obstante, en los ultimos afios se ha observado un fuerte incremento en la produccion de
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lubina en paises como Turquia, Egipto y Tunez. Grecia es el mayor productor de lubina
cultivada con una produccion de 9000 Tm en 1995. Italia es el segundo pais productor de
lubina, con 2200 Tm en 1995. En el caso de Espaiia la produccion ha pasado de unas 11

Tm en 1985 a 460 Tm en la actualidad.

La explotacion acuicola de la lubina presenta, atn en la actualidad, serios
problemas de muy diversa indole. Por una parte, aquellos que son comunes a los cultivos
de cualquier especie de pez y que se derivan, principalmente, de la dificultad que entrafia
el:manejo adecuado de los reproductores para obtener puestas de buena calidad y para
extender esas puestas a cualquier periodo del afio. Por otro lado, en cautividad, la lubina
presenta algunos problemas particulares como, por ejemplo, una elevada proporcion de
machos frente a la de hembras (Blazquez et al., 1996), lo que origina serias dificultades
a la hora de elegir un nimero adecuado de hembras que den una cantidad suficiente de
larvas que permitan mantener los grupos en cultivo. Por otra parte, las hembras ponen
varias veces a lo largo de un mismo periodo reproductor y, como resultado, dentro de un
grupo de reproductores se pueden recoger varias puestas. A este hecho hay que afiadir que
una misma muestra de reproductores, sometidos a condiciones ambientales y de
alimentacion idénticas, puede originar puestas con enormes variaciones en su calidad.
Como resultado se hace necesario tratar cada una de estas puestas por separado sin
posibilidad de juntar y dispensar cuidados comunes a todos los huevos procedentes del
mismo grupo de animales. La calidad de las puestas se ve también enormemente influida
por otro problema comun a todas las explotaciones piscicolas, el de la endogamia. Debido
a la falta de renovacion de los animales de una determinada piscifactoria la reproduccion
se realiza siempre entre animales que, de un modo u otro, se encuentran emparentados y,

como resultado, no se produce un intercambio genético en la medida necesaria para
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mantener saludable una poblacion. De hecho la erosion genética en poblaciones cultivadas
se ha detectado en algunas piscifactorias espafiolas (Martinez et al., 1990). Debido a todo
lo planteado los estudios acerca del proceso reproductor en la lubina y todos los
mecanismos que lo modulan son basicos para intentar controlar ese proceso reproductor

y obtener el maximo rendimiento posible de los animales que se mantengan en cultivo.

La lubina es un pez teledsteo que pertenece al orden de los Perciformes.
Normalmente se ha encuadrado a esta especie dentro de la familia Serranidae. Sin embargo
en una clasificacion establecida por Tortonese (1986a, b), la lubina se incluye en la familia
Moronidae. Junto a la lubina, género Dicentrarchus, aparecen las especies pertenecientes

al género Morone, entre las que se incluye la lubina americana, Morone saxatilis.

El género Dicentrarchus comprende dos especies: Dicentrarchus labrax
(Linné, 1758) y Dicentrarchus punctatus (Bloch, 1792). El signo distintivo mas notable
entre ambas especies es la presencia, sobre el dorso y los flancos de D. punctatus, de una

puntuacion oscura permanente de la que carecen los adultos de D. labrax.

D. labrax se extiende por el Atlantico Norte, desde el mar de Irlanda y el
Baltico hasta las costas de Marruecos. En el Mediterraneo esta especie es comun en todas
las costas y llega a aparecer, raramente, en el mar Negro (Barnabé, 1980). Es una especie
euriterma y eurihalina. Se encuentra frecuentemente en la desembocadura de los rios que,
incluso, llega a remontar varios kildometros y puede soportar desde 5°C hasta unos 28°C

de temperatura.
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La lubina es una especie gonocorista. Aunque no hay una diferenciacion
morfologica ligada al sexo, los machos suelen ser mas pequefios que las hembras y, éstas
Ultimas, presentan una cabeza mas larga y puntiaguda y una mayor altura corporal

(Calderer y Cardona, 1993).

La madurez sexual en la lubina se alcanza a una determinada talla y edad que
suelen ser menores en los animales provenientes de las aguas templadas del Mediterraneo
que en los del Atlantico. Los machos siempre son més precoces que las hembras. En
ciialquier caso, parece que la madurez sexual es mas dependiente de la talla que de la edad.

(I%arnabé, 1980; Blazquez, 1996).

La reproduccion es estacional y en la costa mediterranea tiene lugar en los
meses de invierno, desplazandose hasta finales de la primavera en latitudes mas frias. La
fecundacion es externa. Durante la freza dos o tres machos, de un tamafio inferior al de
la hembra, que suele aparecer extremadamente hidratada, se colocan cerca de ella y la

acompafian en sus lentos desplazamientos.

En los individuos inmaduros las gonadas se hallan reducidas a dos delgados
cordones que se reunen a nivel del orificio genital. En los machos maduros los testiculos
son blancos y presentan una seccion triangular. Los ovarios, de color naranja tienen una

forma cilindrica y poseen un corto oviducto.

El proceso de desarrollo gonadal ha sido ampliamente estudiado y descrito por
varios autores (Zohar, 1984; Barnabé, 1980; Carrillo ef al., 1989; Prat et al., 1990a, b).

En un primer estado las gonadas se presentan como inmaduras. En las latitudes
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mediterraneas esto ocurre entre junio y septiembre. A partir de octubre comienza la
vitelogénesis en las hembras (fendmeno ya descrito en la Introduccion, seccion 1.1) que
se extienden hasta diciembre y en enero y febrero se solapan con la época de puesta. La
puesta se inicia a finales de diciembre y suele acabar en marzo o abril. La presencia de
machos espermiantes se observa desde la fase de vitelogénesis hasta la finalizacion de las
puestas. Después de la puesta quedan oocitos no ovulados en el interior del ovario que
sufren el fendmeno de atresia. Para finalizar el proceso reproductor tiene lugar la regresion

gonadal, disminuyendo paulatinamente el volumen de la gonada.

En condiciones de cautividad es posible obtener puestas adelantadas, a partir
de octubre, o bien retrasadas, hasta abril, mediante la modificacion de la temperatura y el
fotoperiodo (Zanuy et al., 1986, 1989, Carrillo et al., 1989; Mafianés et al., 1996).
También se pueden sincronizar las puestas facilmente por inyecciéon hormonal en hembras
ya maduras. Para provocar la ovulacién hace algunos afios se utilizaban extractos
hipofisarios de peces maduros o gonadotropina coriénica humana (GCH) (Zanuy y
Carrillo, 1984). La técnica mas eficaz es el uso de los analogos de la hormona liberadora
de la hormona luteinizante de mamiferos (LHRH) (Zanuy et al.,1986; Alvarifio ef al,,
1992). Una técnica novedosa ha sido recientemente ensayada con éxito en nuestro
laboratorio: consiste en la implantacién intramuscular, bien de unos pequefios tubos de
paredes poliméricas que contienen en su interior la preparacion de GnRH, bien de
microesferas de GnRH (Sorbera e al., 1996). Este método permite que se produzca una
liberacion lenta y gradual de la hormona en el interior del cuerpo, mostrandose como una

técnica eficiente para conseguir una prolongacion del periodo de puesta.
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Al contacto con el agua de mar los huevos adquieren su talla y forma esférica
definitivas. Los huevos son pelagicos. En cuanto a su coloracion, son transparentes, pero
la gota de grasa les da un color amarillento. Los huevos de buena calidad, viables, son
menos densos que el agua para salinidades superiores a 34,4 ppt (Calderer y Cardona,
1993; Carrillo et al., 1989; Cerda et al., 1994a, b, 1995) y pueden separarse de los huevos

inviables, que quedan sumergidos, por decantacion.

Los huevos fecundados eclosionan de 3 a 5 dias después de las puestas
dependiendo de la temperatura de incubacion. Cuando la larva sale al exterior presenta una
bc;)lsa con las reservas vitelinas. Esta es la fase denominada prelarvaria, que dura 5 6 6 dias
después de la eclosion. Durante esta fase el vitelo se reabsorbe y, finalmente, se abre la
boca (Barnabé, 1980). A partir de este momento el animal es apto para alimentarse del

medio natural. Este es un periodo critico, con una mortalidad muy elevada.

2.- DISENO EXPERIMENTAL.

El presente trabajo de investigacion se plante6 a consecuencia, y como una
continuacion, de las experiencias sobre la influencia de los factores nutricionales en el
fendmeno de la reproduccion llevadas a cabo en el Departamento de Fisiologia de la
Reproduccion de Teleosteos del Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal. En uno de los
experimentos realizados, previamente al inicio de este trabajo, se estudio el efecto de la
reduccién de la dieta sobre el proceso reproductor en la lubina. Utilizando una
alimentacién natural, consistente en boga (Boops boops) troceada, se observd que la

disminucion de la racion desde un 1% de la biomasa a un 0.5% no provocaba la aparicioén
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de diferencias significativas en la calidad de las puestas (Cerda et al., 1994a). Estos
resultados plantearon la necesidad de realizar nuevos experimentos en los que la
restriccion de la dieta fuera mas estricta, con el fin de profundizar en el efecto que la falta

de una cantidad adecuada de alimento pudiera ejercer sobre el proceso reproductor.

Otras dos experiencias (Cerda et al., 1994b, 1995) se centraron en el estudio
del efecto de las cantidades de proteina presentes en las dietas artificiales sobre los
resultados de puesta. Se observod que la elevacion del porcentaje de proteinas de los
piensos hasta un 50% provocaba una mejora sustancial en los porcentajes de viabilidad de
los huevos y de eclosion. Sin embargo la calidad de las puestas obtenidas con las dietas
artificiales fue menor que la que se obtenia con una dieta natural en la que el porcentaje
de proteinas era mucho menor (Cerda et al., 1995). Este hecho llevo a sugerir que debian
de existir otros factores diferentes del contenido proteico de la dieta que estaban

influyendo profundamente en el desarrollo del proceso reproductor.

En el trabajo aqui presentado se pretende observar cual es la influencia del
contenido lipidico de las dietas en el proceso reproductor. Se realizd una primera
experiencia con el fin de determinar si la cantidad total de lipidos ingerida por los
reproductores tenia alglin efecto sobre los resultados de puesta. Para ello se vari6 el
contenido total de lipidos que tomaban los animales bien modificando el contenido lipidico
de la dieta, bien variando la racion. Los resultados obtenidos en las puestas y los analisis
de acidos grasos de los huevos indicaron que los acidos grasos de los lipidos de la dieta
tenian un efecto muy importante sobre la reproduccion. Para profundizar en esta cuestion
se realizé un nuevo experimento en el que no sdlo se alterd el contenido lipidico de las

dietas sino también su composiciéon en éacidos grasos. Los resultados obtenidos
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corroboraron las hip6tesis planteadas en la experiencia anterior y permitieron delimitar de
manera mas clara la influencia de ciertos acidos grasos sobre el proceso reproductor y
sobre su regulacion endocrina. Se puso en evidencia el importante papel estructural de
algunos acidos grasos que, en vez de ser utilizados en procesos catabolicos, pasan formar
parte de los tejidos de los peces y, después, a los huevos. Estos hechos condujeron a la
idea de que puede existir una variacion a lo largo del ciclo reproductor en las necesidades
de 4cidos grasos de los peces. Se planted, por ello, una tercera experiencia que permitiera
establecer la necesidad de una adecuacion estacional en la administracion de los acidos

grasos a través de la dieta.

JECRERER

Los capitulos posteriores trataran detalladamente todos los pormenores
referentes al disefio y a las particularidades de cada experimento, sin embargo es

conveniente dar aqui unas notas generales que expliquen en que consistié cada uno de

ellos.

Experiencia 1.

En una primera experiencia se pretendio obtener una idea general de cual era
el efecto de la cantidad y calidad de los lipidos administrados a través de la dieta sobre el
proceso reproductor. Las modificaciones de la cantidad de lipidos en los diferentes tipos
de alimento utilizado, asi como de la racién a la que se administré ese alimento,
permitieron observar el efecto de la ingesta de distintas cantidades de lipidos sobre la
composicion lipidica y la calidad de los huevos obtenidos. Por otra parte, el uso de una
dieta natural, con un perfil de acidos grasos muy diferente del de las dietas artificiales,
indico el profundo efecto que el contenido en acidos grasos de la fraccion lipidica de la

dieta ejerce sobre el desarrollo del proceso reproductor y sobre la composicion y viabilidad
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de los huevos. Se establecieron cinco grupos experimentales y cada uno recibié un tipo de
alimentacion concreto: dos piensos comerciales, cada uno con una concentracion diferente
de lipidos (9% y 15%), bien a racion restringida o bien a racion completa, o una dieta

natural a raciéon completa.

Esquematicamente los grupos utilizados fueron los siguientes:

Grupo A. Recibi6 una dieta comercial con un 9% de lipidos y a una
racion que era 1/4 de la racion normal.

Grupo B. Recibi6 la misma dieta comercial que el grupo anterior pero
a racién completa.

Grupo C. La dieta administrada a este grupo poseia un 15% de lipidos
y se le suministrd a una racion de 1/ 4 de la racidn normal.

Grupo D. Recibit el pienso con un 15% de lipidos y a racién
completa.

Grupo Control. Se le administr6 un alimento natural, consistente en boga,

Boops boops, triturada y a una racion normal.

Experiencia 2.

En la experiencia anterior se observo que las diferencias existentes en la
composicion en acidos grasos entre la dieta natural y las dietas artificiales se reflejaban en
la composicion en acidos grasos de los lipidos de los huevos. Estas diferencias tenian,
ademas, una estrecha relacion con la calidad de los huevos. Por otra parte, las dietas
artificiales, a pesar de las variaciones en la cantidad de lipidos debidas al contenido lipidico
del pienso o a las alteraciones de la racion, no provocaron diferencias significativas en el

contenido en acidos grasos de los huevos ni en los resultados de puesta. Los resultados
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obtenidos parecian indicar que ciertos acidos grasos poliinsaturados (PUFA), que resultan
esenciales para los peces, asi como unas proporciones adecuadas entre ellos, tenian una
importancia basica para el normal desarrollo del proceso reproductor asi como para la
determinacion de la calidad de los huevos. Con el fin de corroborar esta idea se llevo a
cabo una segunda experiencia en la que se intentd observar si dietas ricas en lipidos y, por
lo tanto, con elevadas cantidades de 4cidos grasos esenciales (EFA), o dietas ricas en
ciertos acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, tienen un efecto positivo sobre el

desarrollo del proceso reproductor.

! El grupo control utilizado fue el mismo que en la experiencia anterior. Los
animales de los otros cuatro grupos de la experiencia 1 se redistribuyeron en tres grupos
que fueron alimentados con dietas artificiales. Uno de ellos recibio el pienso con un 9%
de lipidos, que en la experiencia anterior dio malos resultados de puesta, y fue considerado
como control negativo. La calidad de esta dieta base se intent6 mejorar de dos modos
diferentes: incrementando especificamente la proporcion de PUFA, especialmente de la
serie n-3, a la vez que se aumentaba la proporcion de lipidos de la dieta, o bien elevando
de una manera importante e inespecifica la cantidad total de lipidos. Sin embargo no
existen piensos comerciales con un elevado contenido en PUFA o con un elevado

porcentaje de lipidos. Debido a ello los piensos fueron preparados especialmente para este

experimento.

El pienso rico en PUFA se consiguié sumergiendo los granos del 9% de
lipidos en un aceite de pescado rico en esos PUFA. De este modo el contenido lipidico del
pienso se elevaba hasta un 22% consiguiendo, paralelamente, incrementar su contenido

de PUFA. Por inmersion en un aceite el porcentaje maximo de lipidos que alcanzaban los
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granulos de pienso era del 22%. Como consecuencia para elevar la cantidad de lipidos
totales del pienso por encima de este porcentaje es necesario incluir los lipidos a las
materias primas que se utilizan durante la fabricacion del pienso. Para conseguir un pienso
con un elevado porcentaje de lipidos se afiadié un aceite de pescado a las materias
utilizadas para fabricar la dieta base, de modo que se produjo un pienso con un 30% de

lipidos.

Se establecieron cuatro grupos experimentales:

Grupo A. Fue alimentado con una dieta que poseia un 9% de lipidos.

Grupo B. Recibio el pienso utilizado para alimentar al grupo anterior pero
cuyo contenido en lipidos se habia elevado hasta un 22% tras
sumergirlo en un aceite comercial rica en PUFA, especialmente de
la serie n-3.

Grupo C. Se le administré un pienso formulado en el que la cantidad de
lipidos se habia elevado hasta un 30%.

Grupo Control. Fue alimentado con boga triturada.

Experiencia 3.

La experiencia anterior confirmo la idea de que el perfil de acidos grasos de
la dieta, asi como las proporciones relativas existentes entre ellos, ejercen un efecto claro
sobre la calidad de los huevos al afectar su composicion, con independencia de la cantidad
total de lipidos que se administraran en la dieta. Algunos de estos acidos grasos cumplen
con funciones estructurales muy importantes de modo que, probablemente, son utilizados
con preferencia en la formacién de las reservas vitelinas del huevo, en vez de ser

metabolizados. Puesto que en el ciclo reproductor se producen variaciones muy

69



Material y métodos

impbrtantes de las funciones metabolicas para permitir el desarrollo de los oocitos es muy
probable que los requerimientos de estos acidos grasos, tan importantes desde el punto de
vista estructural, varien entre la época de vitelogénesis, la de puesta y la de postpuesta-
previtelogénesis. Todo esto llevd a plantear la hipotesis de la existencia de una variacién
estacional de las necesidades de acidos grasos para que .el proceso reproductor se

desarrolle normalmente.

Para corroborar esa hipotesis se realizO una tercera experiencia. Se
establecieron cuatro grupos experimentales, cada uno de los cuales recibi6 una dieta rica
en EFA durante un determinado periodo y el resto del afio se le administré una dieta pobre

A

en esos acidos grasos esenciales.

Para conseguir los dos tipos de dieta mencionados se partié de un pienso con
un 9% de lipidos. Este pienso fue sumergido en aceite de pescado, rico en EFA o bien en
aceite de maiz, pobre en EFA, hasta alcanzar un contenido en lipidos de un 22%,

obteniéndose asi bien una dieta rica o pobre en EFA, respectivamente.

Los grupos establecidos fueron:

Grupo Sep-Feb. Recibit la dieta rica en EFA entre el 15 de septiembre y el
15 de febrero. Esta es la época de vitelogénesis.

Grupo Feb-Abr. Recibio la dieta rica en EFA entre el 15 de febreroy el 15
de abril, durante el periodo de puesta, cuando este ya se habia iniciado.

Grupo Abr-Sep. Recibié la dieta rica en EFA entre el 15 de abril y el 15 de
septiembre. Este periodo se corresponde con la fase de previtelogénesis.

Grupo Ene-Dic. Recibio la dieta rica en EFA a lo largo de todo el afio.
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3.- MANTENIMIENTO DE LOS REPRODUCTORES Y RECOGIDA

DE MUESTRAS.

En este apartado se explican las condiciones en que se mantuvieron los
animales a lo largo de todo el trabajo de investigacion. El disefio y ciertas particularidades

de cada experimento, se detallaran en los capitulos correspondientes.

3.1.- Tanques para el mantenimiento de los reproductores.

Los experimentos se llevaron a cabo en tanques situados en las instalaciones
del Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal. Estos tanques tenian forma rectangular y
una capacidad de 8000 1. El agua marina era captada del mar por medio de una boca
situada a 500 m de la playa y a una profundidad de 8 m y trasladada hasta el Instituto por
medio de un sistema de bombeo. La salinidad del agua en los tanques fue de
aproximadamente 38 g/l y el pH de 8.3. Las variaciones mas relevantes a que estuvieron
sometidos los reproductores fueron las correspondientes a las temperaturas del agua que

oscilaron entre los 11°C en invierno y los 26°C en verano.

El circuito de agua en los tanques era abierto, con entrada por la parte inferior
y un sistema de desagiie consistente en cuatro bocas superficiales que recogian el agua y
la dirigian hacia la salida, situada en la parte inferior del tanque. En la época de puesta el
agua de salida era desviada por medio de un tubo que la llevaba hasta los contenedores en
los que se recogian los huevos. El aire se repartio por el tanque por medio de un tubo de
PVC agujereado que recorria por el fondo todo el perimetro del tanque. Ello permiti6 que

el nivel de oxigeno fuera el adecuado (aproximadamente S ppm) y que el agua se
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mantuviera en movimiento para evitar la sedimentacioén de los huevos en la época de

puestas y acelerar su salida.

Los tanques se limpiaron una vez cada quince dias cepillando las paredes y el
fondo y pasando a continuacion agua dulce. Una vez limpio el tanque se afiadié al agua
Furazolidona (N-5-Nitro-2-furfurilidene-3-amino-2oxazolidona, Maymo, Espafia),

sustancia utilizada como desinfectante.

I 3.2.- Muestreos.

; Las experiencias llevadas a cabo tuvieron una duracion de dos o tres afios. La
realizacion de muestreos mensuales a lo largo de un periodo de tiempo tan prolongado
podria llevar a un estrés cronico que afectaria a la fisiologia general del reproductor y a

los resultados de puesta. Debido a ello los muestreos solo se llevaron a cabo durante el

primer afio experimental.

Los animales se anestesiaron por medio de MS-222 (Acido 3-aminobenzoico-
etil-ester, SIGMA). Tras ser pesados y medidos (precision de 0.1 g y de 0.5 cm) se
tomaron, como se explica mas detalladamente en el siguiente apartado, muestras de sangre
de todos los animales. La presencia de esperma en los machos se comprobé por masaje

abdominal.

Los animales fueron seguidos individualmente a lo largo de los muestreos.
Para ello se utilizaron dos tipos diferentes de marcaje. En un principio cada lubina se
identifico por medio de marcas de plastico externas, con diferentes niimeros y colores, que

se insertaron bajo Ia piel del animal por medio de una pistola. Estas marcas permiten una
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identificacion visual rapida de los animales. Este método de marcaje adolece, sin embargo,
de un serio problema: las marcas se hallan en contacto continuo con el medio externo por
lo que, al cabo del tiempo, muchas de ellas se pierden, bien porque al cicatrizar la herida
son expulsadas hacia el exterior o bien por el propio rozamiento con el agua o con las
paredes del tanque. Como resultado en muestreos sucesivos resulta dificil reconocer a
estos animales que han perdido las marcas. Ademas, al ser marcas externas se produce una
herida que queda en contacto continuo con el medio externo y que, por lo tanto, supone
un peligro continuo de infeccion. Debido a todo ello, a partir del segundo afio de
experimentacion, se opto por ir sustituyendo paulatinamente las marcas externas por unas
marcas internas electronicas: PIT Tags, “Passive Integrated Transponder Tagging System”.
Estas marcas se introducen en la masa muscular del lomo de los peces usando unas
jeringas con una aguja de un diametro de aproximadamente 2 mm. Los PIT Tags se
introducen en esta aguja la cual se clava en el lomo del animal y la marca es empujada
entonces, hacia afuera, por medio del émbolo de la jeringa, de modo que la marca queda
alojada intramuscularmente. Los PIT-Tags, al ser internos, no llegan a perderse por lo que

el seguimiento de los animales a lo largo del periodo de experimentacién no acarrea
ningun tipo de problema. Ademas la herida externa cicatriza y no queda ninguna apertura
permanente hacia el exterior, por lo que el peligro de infecciones se reduce, Unicamente,

al momento en que se coloca esta marca.

Muestras de plasma.

A cada lubina se le extrajo un mililitro de sangre por puncién caudal utilizando
jeringas heparinizadas. La sangre se llevé inmediatamente a tubos Eppendorf de 1.5 ml
heparinizados y mantenidos sobre hielo. Ademas, para evitar la degradacion enzimatica

de las proteinas, se afiadieron a estos eppendorf 10 ul de PMSF (“Phenylmethylsulfonyl
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Fluoride”, SIGMA), 100 mM, disuelto en isopropanol, para que quedard a una

concentracion final de 1 mM.

La sangre se centrifugd durante 20 minutos a 1500 g y a 4°C. El plasma se
recogié usando pipetas automaticas, se repartio en dos alicuotas diferentes destinadas a

realizar analisis de Vg y esteroides y se guard6 a -20°C.

! 4.- RECOGIDA DE LAS PUESTAS.

Durante el periodo reproductor (de finales de diciembre a principios de abril,
aproximadamente) las puestas se recogieron diariamente. Para ello se dispuso de un
cedazo con forma conica fabricado con una malla para plancton, de aproximadamente 160
um. El agua de salida del tanque se llevo hasta el cedazo, en el que se recogian todos los
huevos, por un desvio del desagiie. Hemos observado que las puestas se producen
frecuentemente de madrugada, por lo que a primera hora de cada mafiana se revisaron los
cedazos y se recogieron todos los huevos llevandolos a una probeta de dos litros que se
llen6 de agua. Se espero a que las dos fracciones de huevos, es decir la de los viables o
flotantes y la de los inviables o sumergidos, se decantaran, y se midi6 el volumen de cada
una de ellas. Al final de la época de puesta se determiné cual habia sido la duracién del
periodo de puesta, en dias, asi como el punto medio del periodo de puesta. Para
determinar el punto medio del periodo de puesta se calcul6 la media de los dias
transcurridos entre la primera puesta y todas las demas puestas. El nimero de dias
obtenidos, contados a partir del inicio de las puestas, se corresponde con la fecha en la que

se situa el punto medio del periodo de puesta.
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4.1.- Calculo de la fecundidad.

Puesto que de una puesta a otra puede haber una cierta vartacién en el
diametro medio de los huevos y, por lo tanto, en el nimero de huevos presentes en un
determinado volumen, para calcular el nimero total de huevos en una puesta se establecio
una féormula que relacionaba el nimero de huevos con el diametro. Esta formula se
corresponde con la de la recta de regresion obtenida al relacionar, en 25 puestas diferentes,
el diametro medio de 100 huevos con el nimero medio de huevos por mililitro después de

contarlos en 3 mililitros.

La recta de regresion obtenida fue:
N =2865.9 - 1796 D (r*=0.94)
Siendo N el numero total de huevos obtenidos por mililitro y D, el diametro

medio de 100 huevos.

En cada puesta se midieron 100 huevos viables y 100 inviables, se calculd el
didmetro medio y, utilizando la férmula anterior, se calculé el nimero total de huevos alli

presentes.

Para calcular la fecundidad total, o nimero total de huevos puestos por cada
hembra, al final de la época de puesta se sumaron todos los huevos que se obtuvieron en
las diferentes puestas en cada tanque y el total se dividié por el nimero de hembras
presentes en ese tanque. La fecundidad relativa, o nimero total de huevos por cada Kg de
hembra, se calculd dividiendo el total de huevos por la biomasa total de hembras

observada aproximadamente 15 dias después de la altima puesta.
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4.2.- Calculo de la tasa de eclosion.

En la fraccion de huevos viables, inmediatamente después de que los huevos
se decantaran y de anotar el volumen total, se tomaron 3 mililitros de huevos con una
pipeta pasteur de plastico (que posee una entrada ancha y evita que los huevos sufran
rozamientos o cambios bruscos de presion que los pudieran dafiar al penetrar en la pipeta)
y se depositaron por triplicado a razén de un mililitro por cada cubilete de incubacion.
Estos cubiletes estan fabricados en PVC y tienen forma cilindrica, un diametro de unos 15
cm y una altura de aproximadamente 40 cm. La parte superior del cubilete estd abierta y
la* inferior cerrada por una malla para plancton con un poro de 160 pm (similar a la
ul;‘ilizada en los cedazos para la recogida de puestas). En la parte superior llevan acoplada
una pieza que permite su sujecion a los bordes del tanque. Cada cubilete tenia un aporte
individual de agua y, ademas, se sumergieron hasta el borde superior, en tanques de 200
litros en los que el agua era mantenida a 16°C por medio de resistencias acopladas a

termostatos. Este agua era previamente filtrada y esterilizada por medio de luz ultravioleta.

Bajo las condiciones de temperatura descritas los huevos, eclosionaron 72
horas después de la puesta. En este momento se saco el cubilete del agua se cont6 el
nimero de larvas presentes en la malla del fondo asi como el nimero de huevos que no

habian llegado a eclosionar.

La media del porcentaje de huevos que eclosionaron en los tres cubiletes
correspondientes a una misma puesta se considerd como el porcentaje de eclosion con
respecto al nimero de huevos viables. Si ese porcentaje se aplica al total de huevos,

viables y no viables, calculados para esa puesta se obtiene el porcentaje de eclosion del
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total de huevos. Al final de la época de puesta se calculd, para cada grupo, la media de los

porcentajes obtenidos.

Tal y como se indic6 en la Introduccion (seccion 2.2) las variables utilizadas
en el presente trabajo como indicativos de la calidad de las puestas han sido los

porcentajes de viabilidad y de eclosion de los huevos.

5.- ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE
ESTADOS DE DESARROLLO OOCITARIO Y CALCULO DE LA

FECUNDIDAD TOTAL.

En la tercera experiencia se realiz6 un analisis riguroso de la frecuencia de los
diferentes tamafios y estados de desarrollo que presentaban los oocitos. Ademas, se
calcul6 cual era la fecundidad total de las hembras de los diferentes grupos experimentales
cuando los ovarios todavia se encontraban en desarrollo y no habian aparecido oocitos
maduros u ovulados. Este dato de fecundidad (al que se va a hacer referencia con el
nombre de fecundidad total real) es diferente del normalmente conocido como fecundidad
total, que es el nimero de oocitos que completan el desarrollo y son liberados al exterior

por cada una de las hembras.

Para obtener las muestras de ovario necesarias se sacrificaron cinco o seis
hembras de cada uno de los grupos experimentales. Los sacrificios tuvieron lugar a
mediados del mes de diciembre, aproximadamente diez dias antes del inicio de las puestas.

Las hembras fueron anestesiadas manteniéndolas en hielo y tras ser medidas y pesadas se
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decapitaron. Los dos ovarios de cada hembra se extrajeron y pesaron. Se tomé una
seccion de entre uno y tres gramos de las partes anterior, media y posterior de uno de los
ovarios. Cada una de estas secciones se pesé y se introdujo en viales de 20 ml a los que
se afiadieron unos 10 ml de reactivo de Gilson. La composicion de este reactivo se sefiala
més abajo. El reactivo de Gilson descompone el tejido de sostén existente entre los oocitos

y estos quedan sueltos en el medio, permitiendo la realizaciéon de mediciones individuales.

El liquido de Gilson se preparé mezclando 60 ml de etanol puro, 920 ml de
agua, 15 ml de acido nitrico (NO,H) al 80% y 18 ml de acido acético (CH;COOH). Una
vez listos todos los liquidos se afiadieron 20 g de cloruro mercurico (Cl,Hg) y se mantuvo
en agitacion aproximadamente una hora para permitir la disolucion del CL,Hg. El Cl,Hg
es sensible a la luz, por lo que, durante su disolucion el recipiente se cubrié con papel de

aluminio y, una vez preparado, el reactivo se guardé en botella oscura.

El tejido ovarico se mantuvo en reactivo de Gilson durante unos seis meses
en agitacion continua. Al cabo de este tiempo, cuando los oocitos ya habian quedado
totalmente sueltos cada una de las muestras se llevd hasta un volumen final de 200 ml.
Manteniendo este volumen en constante agitacion se captd una muestra de 2 ml. Todos
los oocitos presentes en ella se contaron y se midieron por analisis de imagen. Este analisis
de imagen se llevo a cabo en la Facultad de Biologia de la Universidad de Brest, utilizando

un programa de ordenador desarrollado alli mismo.

Para calcular la fecundidad total real de cada una de las hembras se tuvo en
cuenta que la cantidad total de oocitos presentes en estos 2 ml era proporcional a la

cantidad de oocitos de los 200 ml iniciales. Se calculé el nimero de oocitos presentes en
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los 200 ml iniciales por una regla de tres sencilla. Este nimero de oocitos, presentes en
una muestra de peso conocido es proporcional al nimero total de oocitos presentes en el
ovario. Puesto que se conocia el peso total de cada uno de los ovarios, se pudo calcular
el nimero total de oocitos presentes en los ovarios para determinar cual era la fecundidad

total real de las hembras sacrificadas.

Por otra parte, las medidas de todos los oocitos presentes en esos 2 ml se
agruparon segun el estado de desarrollo en el que se encontraban los oocitos. Para
establecer estos estados de desarrollo oocitario se tomaron muestras de oocitos de
diferentes tamafios, por intervalos de 100 pm. Los oocitos de cada uno de estos intervalos
se incluyeron en plastico, se realizaron cortes histologicos y fueron observados al
microscopio Optico. Basandose en los trabajos de Mayer ef al. (1990) y de Alvarifio ef al.
(1992) se tomaron en consideracion los estados de previtelogénesis, de vitelogénests, de
vitelogénesis avanzada y de postvitelogénesis (Figura III.1). Puesto que los sacrificios
fueron llevados a cabo en diciembre, todavia una época muy temprana del periodo
reproductivo, no aparecieron oocitos maduros u ovulados. Las caracteristicas diferenciales

de los oocitos en cada uno de los estados de desarrollo fueron los indicados a vuelta de

pagina.

79



Material y métodos

Oocitos previtelogénicos. Se caracterizan por poseer un micleo central
bastante grande en el que aparecen pequefios nucleolos. El didmetro de este niicleo puede
suponer, en las fases tempranas de desarrollo el 80% del diametro total del oocito,
reduciéndose aproximadamente a 50% al final de este estado. En el citoplasma de los
oocitos mas pequefios no se observa ningun tipo de inclusion, si bien, en las fases mas
avanzadas puede aparecer pequefias vesiculas, en la zona periférica, que corresponden a
lipidos insaturados. Dentro de esta clase se incluyen los oocitos de tamafio menor a 200
pm,

Inicio de vitelogénesis. En esta clase de oocitos se observan claramente los
alveolos corticales. Las gotas lipidicas se hacen mas numerosas y se agrupan en la zona
media interna del citoplasma. En la parte externa comienzan a observarse pequefios
granulos de vitelo. También en esta fase se hace visible la zona radiata, como una fina
membrana acelular que recubre la periferia del oocito. Los oocitos en este estado de
desarrollo midieron entre 200 y 400 um.

Vitelogénesis avanzada. Los granulos de vitelo se multiplican y aumentan de
tamafio, ocupando una amplia zona en el exterior del citoplasma. Por su parte las gotas
lipidicas comienzan a fusionarse aumentando de tamafio y desplazandose hacia la zona
interna del oocito. La zona radiata es perfectamente clara y visible en este tipo de oocitos,
cuyo tamaiio oscilo6 entre los 400 y 600 um.

Postvitelogénesis. Las gotas lipidicas continian fusionandose y aumentando
de tamafio en la zona interna del citoplasma. Los granulos de vitelo aparecen ocupando
toda la zona media-externa del citoplasma. La zona radiata es muy evidente y las células
de la granulosa adquieren una clara forma cuboidal. El nicleo sigue siendo evidente y se
le suele denominar, a partir de esta fase, como vesicula germinal. Se observé que los
oocitos con mas de 600 um se podian encuadrar en esta fase de desarrollo.

Figura IL.1. En la pagina opuesta se muestran los diferentes estados de desarrollo
oocitario tomados en consideracion en el presente trabajo. A.- Oocitos previtelogénicos.
N: nucleo. La punta de flecha sefiala un nucleolo. x250; barra de escala = 50 pm. B.-
Inicio de vitelogénesis. La punta de flecha sefiala un alveolo cortical. x250; barra de escala
= 50 um. C.- Vitelogénesis avanzada. g: granulosa; 1: lipidos; t: teca; v: granulo de vitelo;
zr: zona radiata. x160; barra de escala = 100um. D.- Postvitelogénesis. La punta de flecha
sefiala la vesicula germinal. x64; barra de escala = 100um.
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6.- ANALISIS DE LIiPIDOS Y ACIDOS GRASOS

En los alimentos qué sé administraron a los reproductores y en los huevos
recogidos en cada una de las puestas se analizaron las clases y cantidadeés presentes de
lipidos asi como de acidos grasos. Se tomaron muestras de todos los piensos utilizados y
de la boga con la que se aliment6 al grupo y se mantuvieron congeladas, a -20 °C, hasta
el momento de realizar los analisis. En todas las puestas se tomaron muestras, por
duplicado, de 100 huevos que se introdujeron en una mezcla de cloroformo:metanol (2:1,
volumen: volumen) con un 0.01 % de hidroxitolueno butilado (Butylated Hydroxytoluene,
BHT, SIGMA). Estas muestras se guardaron en viales de vidrio de 2 ml (Chromacol LTD,
USA), que poseian un Japon especialmente recubierto de teflon, para evitar que fuera
afectado por los solventes organicos. Una vez preparadas, estas muestras se almacenaron

a -70°C hasta que fueron analizadas.

Los andlisis de lipidos y de acidos grasos se llevaron a cabo en la unidad del
NERC de la Universidad de Stirling por el equipo de estudio de lipidos con el que se ha
colaborado en los proyectos europeos FAR AQ 2406 E UK y AIR 2 CT93 1005, en cuyo

marco de actuacion se ha realizado este trabajo.

Para comenzar con los anélisis de lipidos las muestras se homogeneizaron en
cloroformo:metanol (2:1, volumen:volumen). Los lipidos totales se extrajeron utilizando
el método de Folch ¢f al., (1957) y su cantidad total se determind por gravimetria
utilizando una balanza de anélisis Ohaus JA200B. Las clases de lipidos presentes se
analizaron utilizando un método de doble revelado tras realizar una cromatografia de alta

resolucion en placa fina, tal y como describieron Olsen y Henderson (1989). Para ello se
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utilizaron placas de gel de silice de 10x10 cm (E. Merck, Darmstadt, Germany). Los
lipidos polares (PL) se revelaron utilizando como sistema de solventes acetato de metilo:
propano-2-ol: cloroformo: metanol: 0.25% CIK acuoso (25:25:25:10:9). Para revelar los

lipidos neutros se utilizo hexano: dietil éter: acido acético (90:10:1).

Tras realizar la cromatografia, las placas se pulverizaron con reactivo de
acetato de cobre-dcido fosforico (Fewster et al., 1969) y fueron carbonizadas
manteniéndolas en una estufa a 160°C durante 20 minutos. Las bandas obtenidas se
analizaron utilizando un densitometro que permitia realizar analisis cuantitativos

(Shimadzu CS 9000).

Parte de los lipidos extraidos, aproximadamente 250 pg fueron esterificados
con acido sulfiirico, que habia sido disuelto al 1% en una mezcla de metanol y tolueno (2:1
volumen:volumen). Para ello se mantuvieron en contacto con esta solucién durante 16
horas a 50°C (Christie, 1982). De este modo se obtuvieron metil ésteres de acidos grasos
que fueron utilizados para el analisis de los acidos grasos de los lipidos. Estos acidos
grasos se purificaron utilizando una cromatografia en placa fina (thin layer
chromatography, TLC) y, después, se analizaron por medio de cromatografia de gases,

usando un cromatdgrafo Packard 436, tal y com o fue detallado por Tocher et al. (1985).

Carpa

83



Material y métodos

7.- ANALISIS HORMONALES Y DE VITELOGENINA.

7.1.- Analisis de GtHIIL.

Para determinar los niveles de GtHII en el plasma de las lubinas se utilizé un
ELISA heterdlogo desarrollado recientemente por Mafianos ef al., 1997b. Las muestras
fueron analizadas por Mafianos en el centro de Biotecnologia de Baltimore, USA. Este
ELISA se basa en la competicion, por los lugares de unién al anticuerpo, entre el antigeno
unido a las paredes de los pocillos de las microplacas y el antigeno libre presente en las
m;Jestras o en los puntos de la curva patron. El complejo antigeno-anticuerpo formado se
détecta por el método de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). El ensayo se realiza en
microplacas de analisis de 96 pocillos (COSTAR, Massachusetts, USA). Se usé la
subunidad B de la GtHII para formar el recubrimiento de antigeno que cubre las placas
(coating) y la molécula de GtHII intacta para preparar la curva estandar. En la figura I1.2,
se muestra un esquema para facilitar la comprension de la secuencia de reacciones que

tuvo lugar en este ensayo.

La determinacién de la cantidad de hormona presente en las muestras se
realizd por interpolacion de la absorbancia obtenida en los pocillos en los que se deposito
esa muestra con las obtenidas en los diferentes puntos de concentraciones conocidas de
una curva patron. La unién maxima de anticuerpo y antigeno se determiné en los pocillos
de maxima union, Bo, en los que Unicamente se deposit6 anticuerpo y antigeno a una
concentracion conocida, sin que se estableciera ningiin tipo de competencia. La posible
union inespecifica se establecio por medio de los pocillos NSB (“Non Specific Binding”).

En estos pocillos se puso Gnicamente anticuerpo y el antigeno fue sustituido por otra
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proteina, como la BSA. La coloracion obtenida en estos pocillos NSB fue la debida a la
unién inespecifica del anticuerpo a sustancias diferentes del antigeno. El color de fondo
debido unicamente al sustrato que provoca la coloracion, sin que haya ningun tipo de
reaccion, se determiné en un pocillo en el que Unicamente se deposito ese sustrato, sin

ninglin otro reactivo, ni antigeno, ni anticuerpo. Este es el pocillo denominado blanco.

Protocolo del ELISA.

El protocolo seguido para la realizacion de este ensayo se describe a

continuacion:

1.- “Coating”. Este término inglés (que puede traducirse como césped) hace
referencia a la pelicula de antigeno o de anticuerpo que cubre las paredes de los pocillos.
(A falta de una palabra cominmente usada en castellano se va a utilizar la denominacion
inglesa de “coating”). En este ELISA se prepar6 un coating del antigeno, usando la
subunidad B de la GtHII de lubina americana. Para ello se mantuvieron 100 pl por pocillo
de una dilucion de este antigeno en tampén de coating (30 mM NaH,PO,.H,0, 70 mM
Na,HPO,, pH 9.6), a una concentracion de 5 ng/ml a lo largo de toda una noche a 4°C.
En tres de los pocillos de cada placa se puso una dilucién de albimina de suero bovina
(BSA, Sigma) a la misma concentracién que el antigeno, con el fin de determinar la unién
inespecifica (NSB). Uno de los pocillos quedo libre y se utilizo como un indicador del

color que da la solucion de sustrato, es decir, como blanco.

Lavado: a continuacion se vacié el contenido de los pocillos de la placa,

simplemente girandola y sacudiéndola. Los pocillos se llenaron con tampon PBST
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(“phosphate buffer saline tween”, que consiste en tampén fosfato 10 mM , pH 7.2,
conteniendo 0.9% NaCl y Tween 20 al 0.05%) utilizando una botella flexible de lavado.
Este tampon de lavado se mantuvo en la placa durante un minuto, al cabo del cual la placa

se volvio a vaciar y la operacion se repitio otras dos veces.

2.- Saturacién. El antigeno (es decir la subunidad B de la GtHII) que recubre
las paredes de la placa puede dejar espacios libres a los que se podria unir la GtHII de las
muestras o el anticuerpo. Ello provocaria una elevacion de la union inespecifica del
eﬁsayo. Para evitar esto lo que se hace es saturar las paredes de los pocillos con BSA, de
modo que esos espacios queden cubiertos, evitando la unién a ellos de antigeno o
anticuerpo y disminuyendo la unién inespecifica. Lo que se hace es mantener 200 ul por
pocillo de tamp6n PBST con un 2% de BSA, durante 30 minutos a 37°C. Después de la

saturacion se realiza un nuevo lavado tal y como se ha descrito anteriormente.

3.- Incubacion con el anticuerpo especifico. Para aumentar la sensibilidad
del ELISA la incubacion se llevo a cabo siguiendo dos fases. Un primer paso consistio en
la preincubacion de las muestras y de los puntos de la curva estandar con los anticuerpos.
La curva estandar se realizé partiendo de una concentracion inicial de 10000 pg/ml y llegd
a una concentracion minima de 156 pg/ml. Las diluciones de los diferentes puntos de la
curva estandar se realizaron con tampon PBST que contenia un 2% de suero de cabra

(“Normal Goat Serum”, NGS, Sigma. El tampo6n se denominé PBST-NGS).

La solucion del anticuerpo anti 3-GtHII se preparé en PBST-NGS. La dilucién

final del Ac era de 1/80000. Puesto que este anticuerpo se mezcla a volumen igual con los
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puntos de la curva estandar o con las muestras es necesario preparar una dilucién inicial
de la mitad de la dilucion final , es decir a 1/40000. Cada uno de los puntos de la curva
standard y cada muestra se preincubaron con la soluciéon de anticuerpo. Para ello se
mezclaron 150 pl de la solucion de anticuerpo con otros 150 ul de cada muestra o de cada
punto de la curva estandar y se mantuvieron durante toda la noche a 4°C. En otro tubo se
reservé el volumen adecuado de Ac, llevado a una dilucion final de 1/80000 con PBST-
NGS, para rellenar los pocillos correspondientes NSB y otros cuatro pocillos de la placa
en los que se habia realizado el “coating” normalmente con la subunidad  de la GtHIIL En
estos cuatro pocillos no se establece competencia por la union al anticuerpo, que daréa su
unién maxima con el antigeno pegado a las paredes del pocillo. Por lo tanto, estos pocillos

son los que daran la union maxima (Bo).

Después de la preincubacion se realizo la incubacion, propiamente dicha. En
este paso, 100 ul de cada tubo de la preincubacion se llevaron por duplicado, a los pocillos
de la microplaca (100 ul / pocillo). Es en este paso en el que se establece la competencia
por el anticuerpo entre el antigeno presente en los tubos de la preincubacion y el antigeno
del “coating” que cubre las paredes de los pocillos de la microplaca. Los pocillos
reservados para determinar el Bo recibieron uinicamente la solucion de Ac a 1/80000. Esta
misma solucién se puso también en los pocillos NSB. En estos pocillos el Ac interacciona
con otras sustancias diferentes a la GtHII y el color en ellos obtenido sirve para determinar
cual es la union inespecifica del Ac. El pocillo correspondiente al blanco no recibi6 nada.

La placa se incubd durante 90 minutos a 37°C.
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Después de pasado el tiempo de incubacién se llevo a cabo un nuevo lavado
de la placa. En este lavado se eliminaron los complejos antigeno-anticuerpo que se
formaron con el antigeno proveniente de las muestras o de los puntos de la curva patrén.
En los pocillos quedaron unicamente los complejos formados entre el anticuerpo y el

antigeno que formaba el coating.

4.- Incubacion con los anticuerpos secundarios. Los complejos antigeno-
anticuerpo formados en el paso anterior que quedaron en las paredes del pocillo se
detectaron por medio de la adicién a cada pocillo de 100 pl de Inmunoglobulina G anti-
arfticuerpo de conejo conjugada a la peroxidasa de rabano (GAR-HRP, BioRad). La GAR-
HRP se disolvié a una dilucion de 1/10000 en tampén PBST conteniendo 1% NGS. La
incubacion se realizo durante 30 minutos a 37°C. Al final se realiz6 un lavado tal y como

se ha descrito previamente.

5.- Revelado del color. La presencia de los complejos enzimaticos se detectd
por la adicion de 100 ul de una solucién sustrato de TMB (“1,1'-trimethylen-bis (bromuro
de 4-formilpiridinio) dioxime, Gibco BRL, USA) a cada pocillo. Este paso de revelado
dur6 30 minutos a temperatura ambiente y en total oscuridad. La reaccion, que provocd
la aparicion de color se paré afiadiendo 100 pl por pocillo de H,SO, IN. Después de 5
minutos de espera, para que la reaccion se detuviera completamente y el color se
estabilizara, la absorbancia se midi6 a 450 nm usando un lector automatico de microplacas
(Vmax Plate Reader, Molecular Devices, California, USA). La absorbancia leida en cada
pocillo corresponde a una determinada union de anticuerpo al antigeno del coating, y se

representa por Bi.
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La explicacion de los calculos matematicos usados en la expresion de los
resultados del ELISA de GtHII aparece después de los apartados dedicados al ELISA de

Vg y al RIA de E2, ya que en los tres métodos el procedimiento utilizado es el mismo.

Caracteristicas del ensayo.
Los errores intraensayo e interensayo indican, respectivamente, la variacion
que presenta una misma muestra dentro de un analisis 0 bien entre varios analisis. Se

calculan como: Error= desviacion estandar / media * 100.

La variacion intraensayo fue de 7.7% (n=16). La variacion interensayo fue de
8.7% (n=10). La sensibilidad del ensayo definida como el valor de la curva estandar en el
que se obtiene un 85% de ligado, valor que se halla en el limite de confianza de la curva

estandar, fue de 156 pg/ml.
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1.- Coating 3.a.-Preincubacion

2.- Saturacion

4.- Incubacion con el
anticuerpo secundario

GAR-HRP

5.- Revelado de color

H202

p
H20 + 02

VaVA'A

Figura II.2. Esquema de los pasos seguidos en el ELISA para determinar
concentraciones de GtHII plasmatica. BSA: seroalbumina bovina. GAR-HRP: Ig
G de macho cabrio anti-anticuerpo de conejo ligada a la peroxidasa de rabano.
TMB: 3,3, 5, 5, tetrametilbencidina. Esta Gltima sustancia es descompuesta por
la accion de la peroxidasa, a la vez que el agua oxigenada se descompone en agua
y oxigeno, apareciendo productos de color azul que absorben a 450 nm de
longitud de onda. La explicacion detallada aparece en el texto.

Absorbancia a 450nm
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7.2.- Anilisis de vitelogenina.

Para realizar los analisis de vitelogenina (Vg) plasmatica se utilizo la técnica
de ELISA puesta a punto por Mafianos ez al., (1993; 1994 b). Un esquema de los pasos
seguidos aparece en la figura 11.3. La diferencia basica con respecto al ELISA de GtHII
es que al anticuerpo anti-vitelogenina se liga un anticuerpo secundario que sirve de puente
para que se una un complejo peroxidasa-antiperoxidasa, mientras que en el ELISA de
GtHII este complejo peroxidasa-antiperoxidasa aparecia directamente acoplado al
anticuerpo anti-GtHIL Por otra parte, igual que en el ELISA de GtHII hay un pocillo que
se utiliza como blanco, otros pocillos en los que se detecta la maxima union del antigeno

al anticuerpo, Bo, y otros que sirven para detectar la union inespecifica, NSB.

En este método se establece una competicion, por el anticuerpo, entre la Vg
pegada a las paredes de los pocillos de las microplacas (NUNC MAXISORP microtitration
plates) y la Vg de las muestras o de los puntos de la curva patrén. En principio se realiza
una preincubacion de la Vg de las muestras y de los puntos de la curva patrén con el
anticuerpo. Para ello, las muestras de plasma se diluyen usando tampén PBST con un 2%
de suero de cerdo (Tampon PBST-NPS, “PBST-Normal Pig Serum”). Las muestras de
plasma en las que la concentracion de Vg era alta, es decir lasrecogidas en los meses de
vitelogénesis (noviembre a marzo) se diluyeron 1/100000. En los meses de inicio y
finalizacion de la vitelogénesis (octubre y abril) la dilucion de las muestras fue de 1/10000.
En el resto de los meses la dilucion de las muestras fue de 1/100. 150 ul de esta solucion
se unen a otros 150 ul de la dilucion de anticuerpo en tubos de polipropileno. El
anticuerpo se utilizo siempre a una dilucion final de 1/100000. Las muestras se mantienen

en preincubacidn durante 16 h a 4°C.
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Simultaneamente a la preincubacion se prepara el coating de Vg. Para ello, en
cada pocillo de la microplaca, se mantienen 200 pl de una solucién de 100 ng/ml de
vitelogenina en tampon carbonato (Na,CO, 0.05 M, NaHCO, 0.05 M, pH 9.6 ) durante
16 ha4°C.

En el siguiente paso se realiza la saturacion. Para ello, tras vaciar los pocillos
de la placa y ser lavados tres veces, durante un minuto cada vez (proceso de lavado,
similar al descrito para el ELISA de GtH II), con tampén PBST, se afiade a cada uno de
estos pocillos 200 ul de tampon PBST-NPS. Las proteinas presentes en el suero de cerdo
(NPS, “normal pig serum”) rellenan los espacios que pudieran quedar entre las moléculas
de Vg adsorbidas a las paredes de los pocillos. De ese modo se evita la interaccién de la
Vg de las muestras o del Ac con la superficie de los pocillos, reduciéndose la unién
inespecifica. La placa se mantiene durante 30 minutos a 37°C. Los tubos usados para la

preincubacién que se mantenian a 4°C pasan, ahora, a 37°C durante 30 minutos.

Acto seguido tiene lugar la incubacion propiamente dicha. Se realiza un nuevo
lavado de la placa y la solucién de cada una de las muestras y de los estindares mantenida
con el anticuerpo durante la preincubacion se reparte en los pocillos correspondientes. La

incubacion dura 90 minutos a 37 °C.

Para detectar los complejos formados entre la Vg pegada a las paredes de los
pocillos y el anticuerpo se utiliza el método de la peroxidasa-antiperoxidasa, como en el
caso de la GtHII pero con una ligera variacion. Tras la incubacién del antigeno con el
anticuerpo se realiza un nuevo lavado para desechar las moléculas y complejos que no han

quedado pegados a las paredes de los pocillos y, a continuacién, se afiade a los pocillos
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200 ul de una solucién de anticuerpo de cerdo anti-anticuerpo de conejo (Dakopatts,
Dinamarca), diluido 1/20000 en tamp6n PBST-NPS. Este paso dura 45 minutos y se

realiza a 37°C.

Tras un nuevo lavado se realiza la incubacion con un complejo peroxidasa-
antiperoxidasa (Dakopatts, Dinamarca), diluido 1/5000 en tamp6n PBST-NPS. Se afiade
a cada pocillo 200 pl de esta solucidn y se mantiene a 37°C durante 30 minutos, lavandose

la placa nuevamente al final de este proceso.

Para finalizar y obtener la coloracion correspondiente a cada pocillo se afiaden
200 pl de una solucion de OPD (“Ortho-phenilene-diamine”, Sigma, USA) en tamp6n
citrato fosfato (acido citrico, C;H;0, 0.1 M; Na,HHPO, 0.2 M. pH 5). Para preparar esta
solucion se diluyen 10 ug de OPD en 20 m! de tampon citrato fosfato y se afiaden 10 pl
de agua oxigenada. El recipiente en el que se realice la solucién ha de mantenerse
recubierto con papel de aluminio ya que el OPD es labil a la luz. Este paso dura 30
minutos y se realiza en total oscuridad. Al final la reaccion se frena utilizando é&cido
sulfiirico 4 N. La lectura de la absorbancia de cada pocillo se realiza a una longitud de
onda de 495 nm usando un lector automatico de microplacas (Microplate Reader, Model
3550, BioRad).

Caracteristicas del ensayo.

La variacién intraensayo fue de 5.3% (n=>5). La variacion interensayo fue de
9.8% (n=9). La sensibilidad del ensayo fue de 1 ng/ml. Sin embargo hay que tener en
cuenta que las muestras de plasma se diluyeron un minimo de 100 veces. Por lo tanto, la

sensibilidad real del ensayo sobre muestras de plasma fue de 100 ng/ml.
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_1.- Coating 3.a.- Preincubacion

Anticuapo dg

2.- Saturacion eonejo ant VTG

4.- Incubacion con Anticuerpo 5.- Incubacion con el
Secundario e complejo Peroxidasa-
Anti-anticuerpo antiperoxidasa ®

cde conejo

Complejo
peroxidasa-
antiperoxidasa

6.- REVELADO DE COLOR

H202

H20 + 02

\/\/\/—\/\/-\/I/\‘f\bsorbancia a 495nm

Figura I1.3. Esquema del desarrollo de un ELISA de vitelogenina. Vg: vitelogenina.
Los pasos de preincubacion, incubacion, coating y saturacion son similares a los
descritos en el ELISA de GtHII. Después de la saturacién el anticuerpo anti-
vitelogenina se hace reaccionar con un anticuerpo de cerdo anti-anticuerpo de
conejo. Este iltimo también va a reaccionar con los complejos peroxidasa.-
antiperoxidasa. La peroxidasa descompone el OPD en una serie de compuestos de
color amarillo y con un maximo de absorbancia a 495 nm. Para mas detalles ver el

texto.
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7.3.- Analisis de 17 - estradiol.

Los niveles de 178-estradiol (E2) se determinaron en plasma utilizando el
método de RIA puesto a punto por Fostier ef al., (1978, 1982) y adaptado a la lubina por
Prat ef al., (1986). Este método se basa en la competicion que se establece por un mismo
anticuerpo entre el antigeno sin marcar, E2, y el antigeno marcado por medio de tritio,
E2*. El E2 y el E2* fueron adquiridos comercialmente (SIGMA). El anticuerpo antiE2

(AcE2) se obtuvo en nuestro laboratorio tal y como se detalla en el apartado siguiente.

Preparacion del anticuerpo antiE2.

Para conseguir el AcE2 se utilizaron conejos de raza neocelandesa. Cada
conejo fue inyectado mensualmente, hasta un total de cuatro veces, con una solucion
antigénica de E2 (1,3,5 (10)-estratrien-3,17, B- diol-6- one 6- CMO BSA, Steraloids) en
solucion salina al 9%o, mezclado a partes iguales con adyuvante de Freund. Al final del
proceso de inmunizacion se sacrifico a los animales y el suero obtenido se alicuot6 y se
guardé a -20°C. Se calculd la titulacion del anticuerpo (Prat, 1991) resultando que la

dilucién de trabajo del AcE2 fue de 1/40 000.

Desarrollo del ensayo.
El proceso, que se va a describir brevemente a continuacion, puede dividirse

en tres fases: extraccion, incubacién y centrifugacion.

Extraccion.
El primer paso del ensayo consiste en la extraccion del E2 de las muestras de

plasma, utilizando una mezcla de ciclohexano-etilacetato (1:1 V:V). La extraccion se
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realiz6 a partir de 100 pl de plasma, que se colocaron en un tubo de polipropileno de 10
ml. Para poder calcular, al final del proceso, cual era el porcentaje de hormona que habia
sido extraida se depositaron, junto a los 100 pl de muestra, otros 100 pl de E2* disuelto
en tampén fosfato con gelatina (TPG, Tamp6n fosfato 10 mM, pH 7.4, con un 1% de
gelatina. Para disolver la gelatina es necesario calentar el tampén fosfato). La cantidad
total de esta radiactividad que se recuper6 al final de la extraccion indicd cual era el
porcentaje de hormona marcada que habia sido extraida. Este porcentaje de extraccion se

supuso que era similar en el caso de la hormona no marcada.

El E2* se utiliza a una concentracion de unas 1000 a 1200 cpm / 100 pl. Para
preparar la solucion de E2* en primer lugar se calcula el volumen de la solucién estandar
de E2* que contiene el total de radiactividad que se necesite. Se toma ese volumen, se
afiade a un vaso de precipitados y se evapora por medio de un aireador. A continuacion

se afiade el volumen que corresponda de TPG vy se redisuelve en él el E2*.

Después de mezclar el E2* con las muestras de plasma toda la preparacion se
agit6 durante 10 segundos para que se mezclara bien y se mantuvo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Acto seguido se afiadieron 2 ml de la mezcla de ciclohexano-
etilacetato, se agitaron durante 10 segundos, dos veces, y el tubo se introdujo en el
congelador. Tanto el E2* como el E2 presente en las muestras, al ser solubles en solventes
organicos pasan a la fase organica, correspondiente al ciclohexano-etilacetato. En el fondo
del tubo queda la fase acuosa que, a una temperatura de -20°C, se congela y solidifica.
Aproximadamente 45 minutos mas tarde se sacaron los tubos del congelador y la fase

organica se recogio en tubos similares. Se esper6 a que la fase acuosa se hubiera licuado

96



Material y métodos

de nuevo, se afiadid otra vez la mezcla de ciclohexano-etilacetato y se repitieron las

operaciones descritas, hasta repetir, por segunda vez, el proceso de extraccion.

Una vez recogida, la fase organica se evapord, utilizando un aireador y
elevando su temperatura hasta 40°C introduciendo los tubos en un bafio con agua a esta
temperatura. Cuando la evaporacion terminé el precipitado se redisolvié en 200 ul de

etanol. Asi preparadas, las muestras se guardaron en el congelador hasta el dia siguiente.

Incubacion.

El proceso de incubacion se llevd a cabo en tubos de polipropileno de 3 ml.
Siguiendo un esquema de trabajo similar al descrito previamente para los ELISAs de GtH
y Vg se prepar6 una curva estandar de E2 (SIGMA, St. Louis, MO, USA), asi como unos
tubos que sirvieron para calcular el Bo y el NSB. El rango de la curva estandar fue de 5

pg/100 pul a 1000 pg/100 pl.

La curva estandar se prepar6 a partir de una solucion estindar de E2 disuelto en etanol a
una concentracion de 100 pg/100 ml (solucién estandar). Debido a las fuertes variaciones de volumen
sufridas por el etanol con la temperatura esta concentracion es la que aparece a 20°C. Para preparar la
curva estandar, al tomar el volumen necesario de la solucion estindar ésta ha de encontrarse a una
temperatura de 20°C. Para hacer la curva estandar se prepararon tres matraces aforados de 100 ml en los
que se realizaron tres soluciones distintas de E2:

Solucion 1. ml de la solucién estandar enrasado a 100 ml con TPG.

Solucioén II. 1 ml de la solucidn I enrasado a 100 ml con TPG.
Solucion ITI. 10 ml de la solucién II enrasados a 100 ml con TPG.
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Los puntos de la curva estindar fueron los que se indican a continuacién. Para conseguir
cada punto se tomé el volumen indicado de las soluciones III 6 Il y se llevé, en un tubo de vidrio, hasta
un volumen final de 10 mi con TPG:

5 pg/ml 0.5 ml de la solucién II1

10 pg/ ml 1 ml de la solucién III

20 pg/ ml 2 ml de la solucién III

30 pg/ ml 3 ml de la solucién III

40 pg/ ml 4 ml de Ia solucién I11

50 pg/ ml 5 ml de la solucién III

60 pg/ ml 6 ml de la solucién III

70 pg/ ml 7 ml de la solucion III

80 pg/ ml 8 ml de la solucion III

100 pg/ ml 100 ml de Ia solucién IIT

150 pg/ m! 1.5 ml de la solucién 11

200 pg/ ml 2 ml de la solucion IT

300 pg/ ml 3 ml de la solucion II

: 400 pg/ ml 4 ml de la solucién II

600 pg/ ml 6 ml de la solucion II

800 pg/ ml 8 ml de la solucion II

100 pg/ ml 10 ml de la solucién II

El Ac se prepard, como se ha indicado antes, a una dilucién de 1/40000 en
TPG. El E2* utilizado en la incubacién se encontraba a una concentracidon de unas 12000
cpm/100 pl y se prepard de modo similar al E2* utilizado en la extraccién. Los tubos Bo
llevan unicamente E2* y Ac, de modo que no se establece competencia con el E2 de las
muestras por el Ac e indicaron cual era el porcentaje maximo de union del Ac al antigeno.
Los tubos NSB recibieron unicamente E2*, de manera que la radiactividad que se detecta
en ellos, al final del ensayo, corresponde a aquel E2* que se une de modo inespecifico a
sustancias diferentes al Ac. Ademas, también se prepararon unos tubos en los que sélo se
puso E2* y que sirvieron para conocer, al final del ensayo, la cantidad total de
radiactividad utilizada en cada tubo. Se denominan tubos totales, t. Otros tubos no
recibieron nada de E2* e indicaron cual es la cantidad de radiactividad que en el ensayo

se detecta como ambiental.
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Las muestras se prepararon del siguiente modo: se evapor6 el etanol por
medio de un aireador a la vez que se introducian los tubos en un bafio a 40°C; se afiadieron
350 pl de TPG; se agitaron durante 20 segundos y, finalmente, se mantuvieron durante 10
minutos en un bafio a 40 °C. Una vez recuperadas las muestras se afiadieron 100 pl de
cada una de ellas a tres tubos. Uno de esos tubos se retir6 y se guard6 hasta el momento
de las centrifugaciones, para determinar la cantidad de radiactividad en €l presente y, tras
los calculos pertinentes, el porcentaje de recuperacion tras la extraccion. Cada uno de los
puntos de la curva estandar se repartié en tres tubos, colocando 100 pl en cada uno de
ellos. En cada tubo de muestra o de la curva estandar se pusieron, ademas, 100 pl de la

solucién de E2* y 100 ul de la solucién de Ac. La incubacion se realizo durante 3 h a

20°C.

Al final de la incubacién, es necesario separar los complejos antigeno-
anticuerpo formados de la hormona marcada que ha quedado libre. Para ello se utiliza una
solucion de polietilenglicol al 25% (MERCK) en TPG. Este polietilenglicol forma una
malla que retiene la hormona marcada, pero que permite el paso de los complejos

antigeno-anticuerpo, que resultan mas pesados.

Todos los tubos, excepto los totales, recibieron 2 ml de la solucion de

polietilenglicol y se mantuvieron a 4°C durante toda una noche.
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Centrifugacion.

A continuacion estos tubos se centrifugaron, de modo que los complejos
antigeno-anticuerpo fueron arrastrados hasta el fondo del tubo mientras que las moléculas
sencillas quedaron retenidas en el polietilenglicol. Una primera centrifugacion se realizd

a 3200 rpm durante 40 minutos, a 4°C.

El sobrenadante se elimin6. Se volvieron a afiadir 2 ml de polietilenglicol y se
cgntriﬁ.ngé de nuevo a 3200 rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se volvi6 a
retirar. Para evitar los restos de PEG los tubos se dejaron boca abajo en papel de filtro
durante 10 minutos y, a continuacion, las gotas que pudieran quedar se aspiraron usando

una trompa de vacio.

Lectura de la radioactividad.

Los complejos antigeno marcado-anticuerpo pueden detectarse, utilizando
liquido de centelleo (Opti Scint, LKB), en un contador de radiactividad B. Se afiadieron
2.8 ml de liquido de centelleo a los tubos. Se taparon y se agitaron vigorosamente. A

continuacion se colocaron en el contador y se realizd el contaje durante 10 minutos y a un

méaximo de 10000 cpm.
Caracteristicas del ensayo.

La variacion intraensayo e interensayo fueron, respectivamente, de 5.1% (n=3)

y de 7.2% (n=10). La sensibilidad del ensayo fue 150 pg/ml.
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7.4.- Expresion de los resultados.

Las absorbancias correspondientes a los distintos puntos de la curva patrén,
Bi, suponen una determinada proporcion de la union total, Bo. La relacion existente entre
las absorbancias, Bi, correspondientes a los distintos puntos de la curva patron o de las
muestras y la absorbancia correspondiente a los pocillos de maxima unién, Bo, es lo que
se podria denominar proporcién de ligado, Bi/Bo. Este ligado puede representarse frente
al logaritmo de la concentracion de hormona del punto correspondiente en la curva patron.
Se obtiene, de este modo, una representacion sigmoidea, que resulta muy util para
observar cual es la concentracion de hormona que da el 50% de ligado y la zona de
confianza de la curva, que es la del rango de concentraciones que corresponden a la zona
de la curva que varia de modo lineal entre las asintotas superior e inferior (normalmente

es la zona situada entre el 80% y el 20% de ligado).

El calculo de los resultados se realizo por medio de una transformacion linear
de la curva patron, la transformacion logit, que se establece por la siguiente formula:

logit (Bi/Bo)= In (Bi - NSB / Bo-Bi)

Los datos de ligado asi transformados se representan (en el eje de ordenadas)
frente al In de las concentraciones de cada punto de la curva patron. Al hacer el calculo
de la regresion correspondiente a los diferentes puntos representados en este sistema de
coordenadas se obtiene la fébrmula de una recta:

logit (Bi/Bo)= a + b In (concentracion)

Dénde a es la constante que representa el punto de corte de la recta con el eje

Y, y b es la pendiente de la recta. A cada muestra le corresponde un valor de logit, a partir

del cual se calcula la concentracion correspondiente usando la férmula anterior.
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Al realizar todos estos célculos hay que tomar en cuenta tres variables

diferentes para estar seguro de que la formula obtenida para la curva patron es correcta:

1.- El valor “ r “ de la correlacion correspondiente a la recta de regresion
calculada debe de ser cercano a 1. Normalmente se consideran como validos valores de

0.97 o superiores.

2.- La pendiente de la recta obtenida ha de ser también cercana a 1. Sélo ese
valor de la pendiente garantiza que la variacion del logaritmo de la concentracién es similar

a la variacion observada en el logit.

3.- E1 50% de Bi/Bo ha de ser el mismo en todas las curvas patron utilizadas
para una misma tanda de analisis. Si esto no ocurre la curva patrén estaria desplazandose
hacia abajo o hacia arriba en el sistema de coordenadas utilizado, lo que provocaria

variaciones de unos ensayos a otros en los resultados obtenidos.

8.- METODOS ESTADISTICOS.

Cuando se calcul6 la media de un grupo de datos correspondientes a una
determinada variable esta se representé junto al error estandar de la media (SEM) como

medida de la variabilidad de los datos.

Los datos de peso y talla de las hembras, el peso en postpuesta de las hembras,

los diametros de los huevos y los de la gota de grasa, los porcentajes de viabilidad y de
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eclosion de los huevos, las proporciones de los diferentes estados de desarrollo oocitario,
asi como los niveles de E2, Vg y GtHII en plasma y los de clases de lipidos y acidos grasos

en los alimentos y huevos, fueron comparados estadisticamente.

Para comprobar la parametricidad de los datos se estudi6 la normalidad de la
distribucion de frecuencias mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y la
homoscedasticidad, homogeneidad de las varianzas, mediante el test de Bartlet. Resultaron
ser paramétricos los datos de didmetro de los huevos y de la gota de grasa, asi como los
de frecuencia de distribucion de estados de desarrollo oocitario. Los datos de los analisis
hormonales y de vitelogenina fueron no paramétricos en todos los casos. Los porcentajes
de 4cidos grasos fueron paramétricos o no segun el 4cido graso considerado, y los de peso
y talla de las hembras segun el mes considerado, dependiendo de lo cual se siguieron los

procedimientos que se indican a continuacion.

Los datos paramétricos fueron comparados utilizando un anilisis de la
varianza ANOVA. Para establecer entre qué grupos existian diferencias, se uso el test de

multiple rango de Student-Newman-Keuls.
Los datos no paramétricos se compararon utilizando el test de Kruskal-Wallis

seguido de un test de comparaciones multiples establecido por Connover (1980). Las

diferencias estadisticas fueron comprobadas para una p<0.05.
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Variacion inespecifica de la cantidad de lipidos

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la calidad de las dietas o la
cantidad total de lipidos ingerida por los reproductores puede afectar a los resultados de
puesta debido a que causen alteraciones en la composicion de acidos grasos de los huevos
o bien porque puedan llegar a afectar a la cascada de procesos hormonales que controlan
el proceso de la reproduccion, lo cual podria llegar a reflejarse en los niveles plasmaticos
de 17B-estradiol (E2) o de vitelogenina (Vg). Se establecieron cinco grupos
experimentales. El grupo utilizado como control se alimenté con boga troceada, dieta que,
en estudios previos realizados en nuestro laboratorio, produjo resultados optimos de
puesta. Los otros cuatro grupos recibieron dos dietas artificiales con distinto contenido
en lipidos. Para acentuar ain mas las diferencias entre grupos en la ingesta de lipidos, cada
una de estas dietas se administré a diferente racion. Uno de los grupos, grupo A (también
denominado 9% 1/4) recibi6 un pienso que poseia un 9% de lipidos y se le administro6 a
1/4 de la racion normal. El grupo B (9%) fue alimentado con el pienso con el 9% de
lipidos a racion completa. A los grupos C (15% 1/4) y D (15%) se les administré un
pienso con un 15% de lipidos a 1/4 de la racion normal y a racién completa,
respectivamente. El experimento se alargd durante dos periodos reproductores
consecutivos con el fin de corroborar, en el segundo afio, las observaciones realizadas en

el primero.

Al analizar los datos de peso y talla de las hembras no aparecieron diferencias
significativas (p<0.05) entre ninguno de los grupos. Sin embargo, en los resultados de
puesta el grupo control present6 unas fecundidades mayores que las de los otros grupos
y unas tasas medias de viabilidad y de eclosion de los huevos que también fueron

significativamente (p<0.05) mas altas que las observadas en los grupos alimentados con
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dietas artificiales. Entre los grupos alimentados con distintos piensos o a diferente racion

no aparecieron diferencias de fecundidad ni tampoco de calidad de los huevos.

Al realizar los analisis ae acidos grasos de la fraccion lipidica de las dietas se
encontrd que el contenido en 4cidos grasos de la dieta natural era muy diferente al de las
dietas artificiales, debido, principalmente, a unos porcentajes mucho menores de 4cidos
monoenoicos que las dietas artificiales y a un menor porcentaje de 4cido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) que fue acompafiado por un alto contenido de acido
araquidénico (AA, 20:4 n-6) y de 4cido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3). Como
cc:;)'nsecuencia, las relaciones DHA:EPA y AA:EPA fueron mucho mayores en la dieta

h
natural que en las dietas artificiales. En la fraccion lipidica de los huevos del grupo control
las relaciones DHA:EPA y AA:EPA fueron significativamente mayores (p<0.05) que en
el resto de los grupos. Dado el importante papel jugado por el DHA en el mantenimiento
de la estabilidad y funcionalidad de la membrana plasmatica y puesto que este acido graso
compite con el EPA a la hora de entrar a formar parte de los fosfolipidos, los datos
obtenidos indican que la relacion DHA:EPA va a ser un determinante fundamental de la
calidad de los huevos de la lubina. Por su parte, el AA y el EPA actuan como precursores
de los eicosanoides. Estas sustancias intervienen en un amplio espectro de funciones
basicas para el organismo (inmunidad, reacciones inflamatorias, coagulacion sanguinea,
ovulacién). Sin embargo los eicosanoides derivados del AA tienen una mayor actividad
bioldgica que los derivados del EPA. Estos dos acidos grasos compiten por los mismos
enzimas encargados de la sintesis de los eicosanoides, de modo que es necesario un
equilibrio adecuado entre ambos acidos grasos para que los eicosanoides se formen con

normalidad. Los datos obtenidos en este experimento indican que, junto a la relacién
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DHA:EPA, la proporcion AA:EPA también juega un papel muy importante en el

desarrollo embrionario.

Por otra parte, el grupo control present6 unos niveles de E2 mas bajos que
los de los observados en los grupos alimentados con pienso. Se sugiere que este efecto
pudo ser debido al elevado contenido en acidos monoenoicos de cadena larga de las dietas
artificiales. Este hecho provocaria una situacion fisiologica anormal que ocasionaria una
proliferacion peroxisomal a nivel de las células de la granulosa. Puesto que en estos
peroxisomas aparecen los enzimas encargados de la transformacion de testosterona en E2,
el efecto final seria un aumento de la concentracion de este esteroide. A la vez la
concentracion plasmatica de Vg fue mas elevada en el grupo control que en el resto de los
grupos. La causa fue probablemente la proporcion inadecuada de los acidos grasos de la
serie n-3, en particular DHA y EPA administrados a través de las dietas artificiales, ya que
se ha observado que estos acidos grasos constituyen una parte importante del contenido
lipidico de la Vg y que los niveles plasmaticos de esta lipofosfoproteina dependen de un

suministro adecuado de acidos grasos de la serie n-3.
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Trucha arcoiris
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1.- INTRODUCCION

En las poblaciones naturales de peces la disponibilidad de alimento es uno de
los factores que limitan el éxito reproductivo (Bye, 1990). Por lo tanto, teéricamente, la
racion administrada a los reproductores mantenidos bajo condiciones de cultivo debe

ejercer una influencia directa sobre los resultados de puesta.

Al estudiar el efecto de la restriccion de la dieta sobre el proceso reproductor
en diversas especies de peces (Ver Introduccion, seccion 3.1. ) se observo que la calidad
de los huevos se veia raramente afectada, aunque, en general, apareci6 una reduccion de
la fecundidad con respecto a los reproductores alimentados a racion completa. Sin
embargo, en un experimento llevado a cabo en la lubina (Cerda et al., 1994 a) la reduccion
de la racion administrada a los reproductores hasta la mitad de la racion normal no alter6
los valores de fecundidad ni las tasas de viabilidad o de eclosion de los huevos. Este hecho
lievo a plantear la necesidad de realizar nuevos experimentos bajo condiciones mas severas
de restriccion de la dieta para obtener una idea exacta del efecto de las condiciones de

alimentacion sobre el desarrollo oocitario.

A diferencia de lo generalmente observado en las reducciones de la racion, un
factor que si que ejerce una profunda influencia sobre los resultados de puesta y sobre la
viabilidad de huevos y larvas es la calidad de la dieta administrada a los reproductores
(Revisado por Luquet y Watanabe, 1986; Kjorsvik ef al., 1990; Bromage ef al., 1992. Ver
Introduccion, secciones 3.2 y 3.3). En los primeros experimentos realizados acerca de esta
cuestion se intent6 determinar cual era el efecto del contenido proteico de las dietas sobre

el proceso reproductor. Diversos experimentos realizados en trucha (Roley 1983;
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Takeuchi ef al., 1981 b; Watanabe ef al., 1984) llevaron a la conclusion de que, en esta
especie, la disminucion del contenido proteico de la dieta no tiene ningun efecto negativo
sobre los resultados de puesta si se suministra la suficiente cantidad de energia. En el caso
de una especie marina, como el pargo japonés (Watanabe ef al., 1984 a), los mejores
resultados de puesta se obtuvieron cuando el contenido proteico de la dieta fue del 45%.
Sin embargo, la utilizacion de harina de sepia como fuente de proteinas mejord
considerablemente los resultados de puesta con respecto a la harina de pescado, utilizando
el mismo porcentaje de los dos tipos de harina. Las diferencias observadas fueron
atribuidas a la presencia de algin micronutriente, del que carecia la harina de pescado, en
]a,;;harina de sepia y, en particular, a la composicion de la fraccion liposoluble de la harina
de sepia. Los resultados obtenidos en estas experiencias fueron el primer indicio de la
importancia de la fraccion lipidica del alimento en la determinacion de la calidad de las

puestas.

Las experiencias realizadas en la trucha arco iris (Watanabe et al., 1984 h),
el pargo japonés (Watanabe et al., 1984 b, ¢, d, e, g; 1991 a, b) y la dorada (Fernandez-
Palacios ef al., 1995; Zohar et al., 1995) demostraron que el desarrollo ovarico y,
posteriormente, el del embrion, estan profundamente afectados por la composicion en
acidos grasos de la dieta suministrada a los reproductores, observandose un claro efecto
positivo del contenido en PUFA de la serie n-3 de las dietas sobre la calidad de huevos y
larvas. Sin embargo existe una falta general de conocimiento acerca de la influencia de la
composicion en acidos grasos de la dieta sobre la composicion lipidica de los huevos y

sobre la influencia que, de este modo, ejercen sobre su calidad.
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En el caso concreto de la lubina varias experiencias realizadas en el Instituto
de Acuicultura de Torre de la Sal (Cerda et al., 1994 b; 1995) mostraron que un contenido
proteico del 50% en las dietas artificiales es suficiente para que el proceso reproductor se
desarrolle con normalidad. Sin embargo la fecundidad y la calidad de los huevos de
reproductores alimentados con dietas artificiales fueron menores que las obtenidas cuando
recibieron una dieta natural (Cerda ez al., 1995). Ello llevo a sugerir que estas alteraciones
en los resultados de puesta podrian ser provocadas por el distinto contenido en PUFA de
la serie n-3 existente entre las dietas artificiales y la dieta natural. Igual que en otras
especies de peces, en la lubina no se han realizado hasta el momento, estudios sistematicos
acerca del efecto de la composicion en acidos grasos de la dieta sobre los resultados de

puesta.

Por otra parte, en la mayoria de los trabajos acerca de la interaccién nutricion-
reproduccion, no se profundiza en el estudio de la influencia que el régimen alimenticio
pueda ejercer sobre los mecanismos hormonales reguladores del proceso reproductor.
Frémont ef al., 1984 observaron que la concentracion plasmatica de Vg en la trucha arco
iris depende del contenido de las dietas en acidos grasos de la serie n-3. Sin embargo,
estos autores no relacionaron la reduccidn de la concentracion plasmatica de Vg, causada
por la deficiencia dietética en acidos grasos de la serie n-3, con los resultados de puesta.
En nuestro laboratorio se han realizado una serie de experiencias en las que han aparecido
claras alteraciones en los niveles plasmaticos de Vg y de esteroides (Cerda et al., 1994 a,
1995; Kah e al., 1995) asociadas con variaciones de fecundidad y de calidad de los
huevos provocadas por la dieta consumida por los reproductores. Sin embargo existe una
gran falta de informacion acerca de los mecanismos por los cuales el contenido de las

dietas puede llegar a afectar la secrecion de hormonas reproductoras o de Vg.
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El primer objetivo de la presente experiencia fue determinar el efecto de las
alteraciones en la calidad de la dieta o en la cantidad total de lipidos ingeridos por los
reproductores, sobre la composicion lipidica de los huevos de lubina y sobre su calidad
(estableciendo como determinantes de la calidad los porcentajes de viabilidad y de eclosion
de los huevos). Para variar el contenido en 4cidos grasos de las dietas se utilizd una dieta
natural que poseia un perfil de acidos grasos muy distinto al de las dietas artificiales
también usadas en este mismo experimento. La cantidad total de lipidos ingeridos por los
reproductores se varié mediante las alteraciones en el contenido de lipidos de la dieta y en
la:?racic’)n administrada. Otro objetivo fue detectar las posibles alteraciones ocasionadas por
elé_régimen de alimentacion en la regulacion hormonal del proceso reproductor. Para ello
se observaron las variaciones de los niveles plasmaticos de Vg y de E2 a lo largo del ciclo

reproductor en todos los grupos experimentales.
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2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- Animales y tratamiento experimental.

Este primer experimento se inici6 en junio de 1991 y se prolongé durante dos
afios, de modo que llegara a abarcar dos periodos de puesta consecutivos, finalizando en
. mayo de 1993. Se utilizaron lubinas de dos afios de edad con un peso y talla medios de
567.8 g £ 20.3 y 35.7 cm % 0.35, respectivamente. Se formaron cinco grupos de unos
veinticinco animales, con una proporcién de machos respecto a hembras que oscil6 entre

2:1y L1

Cuatro de estos grupos experimentales fueron alimentados con dietas
artificiales (BOCM Pauls, Renfrew, Escocia), consistentes en un pienso granulado con un
diametro de 9 mm. Estas dietas contenian un 9% o bien un 15% de lipidos. Las materias
primas utilizadas en la fabricacion de la dieta con un 9% de lipidos aparecen en la tabla
IML.1. La dieta con un 15% de lipidos recibié una mayor cantidad de aceites, de modo que
el porcentaje del resto de los componentes disminuyd proporcionalmente, pero las
materias primas utilizadas en su manufactura fueron las mismas que las de la dieta con un
9% de lipidos. La composicion porcentual aproximada de las dietas fue cedida por la casa
comercial y aparece detallada en la tabla III.2. El contenido en acidos grasos de las dietas

se muestra en la tabla ITI.3.

Cada una de estas dietas artificiales se administro bien a racion completa, o
bien a 1/4 de esa racidn completa. La racion administrada a los animales se modifico a lo
largo del afio, siendo, en los grupos alimentados a racién completa, de un 2.2% de la

biomasa de cada tanque entre junio y octubre, y de un 1.2% en el resto de los meses del
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afio. En los grupos alimentados a 1/4 de la racién completa los porcentajes

correspondientes fueron de 0.5% y de 0.3%.

Un quinto grupo recibié una dieta natural consistente en boga (Boops boops)
troceada. Se supuso que esta dieta natural poséia todos los componentes necesarios para
una alimentacion correcta de los reproductores por lo que resultaria ideal para ser utilizada
como referencia en el estudio del efecto de dietas artificiales. En una experiencia previa,
realizada en el Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal, se observo que la reduccién de
la-racion con la que se administraba esta dieta natural hasta un 0.5% de la biomasa no tenia
ni'pgﬁn efecto sobre la calidad de las puestas obtenidas (Cerda et al., 1994 a). Debido a
ello a este quinto grupo se le administro la dieta natural a racion completa y se considerd

como un grupo control.

Quedaron asi establecidos los cinco grupos experimentales que se han
descrito previamente en el apartado general de Material y Métodos: grupo Control,
alimentado con boga a racién completa; grupo A (9%, 1/4), alimentado con la dieta de
un 9% de lipidos a 1/4 de racion; grupo B (9%), alimentado con la dieta 9% de lipidos
a racion completa; grupo C (15% 1/4), alimentado con los granulos de un 15% de lipidos

a 1/4 de racion y grupo D (15%), alimentado con la dieta 15% de lipidos a racion

completa .

2.2.- Muestreos.
Todos los tanques fueron muestreados mensualmente durante el primera afio
de experimentacion. Tal y como se describio en el apartado general de Material y

Meétodos, seccion 2.2, se pes6 y midio a los animales, con el fin de determinar la biomasa
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total presente en cada tanque y calcular la racion de alimento a administrar. Se tomaron
muestras de sangre individuales en las que se analizé la Vg y el E2. Durante el segundo
periodo experimental no se realizaron muestreos. De ese modo se evit6 la situacion de
estrés que provoca la manipulacion de los animales durante las elevadas temperaturas de
los meses de verano asi como las posibles influencias de tal manipulaciéon sobre los

resultados de puesta.

2.3.- Analisis hormonales.

En las muestras de plasma de las hembras de todos los grupos experimentales
se determinaron los niveles plasmaticos de vitelogenina y de 178-estradiol, mediante
ELISA y RIA, respectivamente. Se obtuvieron datos de todos los meses del primer ciclo

reproductor estudiado.

2.4.- Tratamiento estadistico.

Los tests estadisticos aplicados fueron los detallados en el apartado general
de Material y Métodos, seccién 7. Se comprobd la parametricidad de los datos utilizando
el test de Kolmogorov-Smirnoff para estudiar la normalidad de la distribucion y el test de
Bartlet para la homogeneidad de las varianzas. Los diametros de los huevos y de la gota
de grasa fueron paramétricos y se compararon utilizando un ANOVA seguido del test de
Student-Newman-Keuls. Los porcentajes de viabilidad y de eclosion, asi como los datos
de los niveles de vitelogenina y de E2 resultaron no paramétricos. Se compararon
utilizando el test de Kruskal-Wallis seguido del test de Connover (1980). Los datos de
peso y talla de las hembras fueron paramétricos o no segun los meses considerados y los
porcentajes de lipidos y acidos grasos segun el tipo de lipido o de 4cido graso considerado.

En cada caso se aplico el test correspondiente.
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Tabla IIL.1. Materias primas utilizadas en la manufactura del pienso con un
9% de lipidos. En el pienso con un 15% de lipidos se elevo la cantidad de aceite, por lo
que los porcentajes de los otros componentes disminuyeron proporcionalmente, pero se
utilizaron como base para su fabricacion las mismas materias primas.

Harina de pescado *
Noruega LT

Chilena("horse mackerel”)

Islandesa (“Capelin”) 66 %
Danesa (“sand eels”)

Aceite de pescado 8%
Proteinas vegetales 15%
Cereal 5%
Azucares 5%
Vitaminas y minerales 1%

* La harina de pescado utilizada es una mezcla de harinas de pescado de
diferente procedencia geografica y producidas a partir de distintas especies de las que los
fabricantes solo indicaron la denominacion inglesa por ellos normalmente utilizada. Su
traduccion al espafiol y la determinacion de las especies a que corresponden se hizo
siguiendo la obra de Vera (1992). Las harinas utilizadas fueron: harina de noruega; harina
de Islandia, producida a partir jurel (los fabricantes indicaron el nombre de “horse
mackerel” en el que se incluyen diversas especies de jureles y caballas: Caranx spp.,
Scomber trachurus, Trachurus spp.); harina de Islandia, cuya base es el capelan (sefialado
por los fabricantes como “capelin” nombre con el que se designan diversas especies del
género Mallotus) y harina danesa, hecha a partir de lanzén japonés (“sand eels”,
Ammodytes personatus).
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Tabla III.2. Composicion porcentual aproximada de la dieta natural y de los
dos tipos de pienso con los que se alimentaron los diferentes grupos de animales en el
presente experimento. ND: no detectado.

Dieta natural Dieta 9% lipidos Dieta 15% lipidos
Proteinas 16 % 54.5% 50 %
Lipidos 5% 9% 15 %
Carbohidratos ND 16.5 % 15%
Agua 77% 10 % 10 %
Cenizas 3% 10 % 10 %
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Tabla IIL3. Porcentajes de 4cidos grasos presentes en la fraccion lipidica de la
dieta natural (boga troceada) y de las dos dietas artificiales utilizadas en el presente
experimento. * Incluye mas de un monoeno.

Dieta natural Dieta Dieta
(Control) 9% lipidos 15% lipidos

4:0 1.9 4.1 4.4
15:0 0.7 04 0.4
16:0 20.1 16.5 15.6
16:1 n-7 4.1 6.4 7.1
16:2 n-3 0.7 0.9 0.8
17:0 1.0 0.2 02
16:3 n-3 0.6 0.4 0.4
18:0 8.3 33 2.6
18:1* 10.7 16.7 15.1
18:2 n-6 2.6 4.7 3.5
18:3 n-3 0.6 1.1 1.1

Saturados totales 24.5 23.2
Monoenos totales 39.9 441
Dienos totales 5.6 43
PUFA 32.1
Total n-3 26.4

Total n-6
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3.- RESULTADOS.

3.1.- Variacion de peso y talla de las hembras.
Los cambios en peso y talla de las hembras de los diferentes grupos

experimentales a lo largo del primer afio de experimentacién se muestran en la figura IIL.1.

Todos los grupos mostraron un patrén similar de incremento en peso hasta el
inicio de la época de puesta, que tuvo lugar a continuacion del muestreo realizado en
diciembre. A partir de este punto en todos los peces se observo un crecimiento muy
moderado o, incluso, una ligera reduccion del peso a lo largo de la época de puesta, de
enero a abril. Aunque en el grupo A (9% 1/4) aparecio, ya en abril, una cierta elevacion
del peso coh respecto al mes de marzo, en el mes de mayo volvi6 a disminuir en este
grupo. En mayo, con la época de puesta ya finalizada, se observé en todos los grupos una
cierta recuperacion del peso. El anilisis estadistico de los datos no revel6 ninguna
diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos en el peso de las hembras en ninguno de

los meses considerados.

La longitud de los animales varié de un modo sostenido en todos los grupos.
Se elevé mas rapidamente durante los primeros meses de experimentacion, hasta el
comienzo del periodo de puesta, y, a partir de este momento, el aumento fue mas
moderado. No aparecieron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los

diferentes grupos en ninguno de los meses.
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Figura IIL1. Evolucion del peso (A) y de la talla (B) de las hembras de los diferentes
grupos experimentales desde el inicio del experimento hasta la finalizacion del primer
periodo de puesta. Grupo A (9%, 1/4), circulos negros; grupo B (9%), circulos blancos;
grupo C (15%, 1/4), triangulos negros; grupo D (15%), tridangulos blancos; grupo control,
cuadrados blancos. Cada punto representan la media +SEM de 6 a 14 animales. No se
observaron diferencias significativas (p<0.05) entre grupos dentro de un mismo mes, ni
en peso, ni en talla.
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3.2.- Resultados de puestas y caracteristicas de huevos.

Caracteristicas de las puestas y valores de fecundidad.
Los datos correspondientes a las caracteristicas de cada una de las épocas de
puesta de los cinco grupos experimentales aparecen en la tabla II1.4. Los valores de

fecundidad observados se muestran en la tabla I11.5.

En el primer ciclo reproductivo las puestas se iniciaron entre el 7 de enero en
el grupo B (9%) y el 23 de enero en el grupo control. La duracién del periodo de puesta
oscil entre los 70 dias del grupo D (15%) y los 96 dias del grupo B (9%). En el segundo
ciclo reproductivo las primeras puestas aparecieron en el grupo D el 16 de diciembre. El
ultimo grupo en iniciar las puestas fue el grupo control, el dia 2 de enero. El periodo de
puesta mas corto fue el del grupo control, que duré 82 dias, y el mas largo el del grupo

A (9% 1/4) que llego6 a 110 dias.

El punto medio del periodo de puesta fue similar en todos los grupos en el
primer afio estudiado y vari6 entre el 21 de febrero en los grupo A (9% 1/4) y C (15% 1/4)
y el 26 de febrero en los grupos control y B (9%). En el segundo afio, el punto medio de
puesta mostrd una variacion mayor ya que se situé entre el 29 de enero en el grupo C
(15% 1/4) y el 13 de febrero en el grupo control, indicando un avance de las puestas en

el segundo afio.
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Tabla IIL4. Caracteristicas de las puestas obtenidas en los diferentes grupos
experimentales en los periodos de puesta considerados. La duracion del periodo de puesta
aparece entre paréntesis junto a la fecha de inicio de las puestas. También se muestra la
media = SEM del peso en postpuesta de todas las hembras de cada grupo experimental.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Control A B C D
9% 1/4) (%) (15% 1/4)  (15%)
1992 23.01.92 11.01.92 07.01.92 22.01.92 08.01.92
Fecha de inicio de las (72) (83) (96) (85) (70)
puestas y duracién del
periodo de puesta (dias)
1993 02.01.93 17.12.92 30.12.92 17.12.92 16.12.92
(82) (110) 84) CH)) 93)
Pto. medio del periodo de 1992  26.02.92 21.02.92 26.02.92 21.02.92 24.02.92
puesta 1993  13.02.93  09.02.93 10.02.93  29.01.93  03.02.93
1992 7 9 9 14 14
N° total de hembras 1993 6 9 9 1 14
1992 1.9 3.0 2.0 1.9 2.7
N*puestas por hembra 00 4 26 4.2 2.9 2.5
Peso medio de las 1992 993 + 87 1004+ 63 931+ 43 935+ 70 970 + 56
hembras en postpuesta ygg3 1457017 1457499 1490£118 1451100 1609494

®
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El maimero de puestas recogidas por cada hembra no mostré diferencias claras
asociadas con el régimen nutricional. Su valor estuvo, en la primera época de puesta, entre
el 1.9 del grupo control y C(15% 1/4) y el 3 del grupo A (9% 1/4). En la segunda época
de puesta el menor nimero de puestas por hembra correspondi6 al grupo control, 2.5,

mientras que el mayor valor registrado en esta variable fue el 4.2 del grupo B.

El peso medio de las hembras en postpuesta (aparece en la tabla I11.4) fue
similar en todos los grupos y no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre

grupos en ninguna de las dos épocas de puesta .

La utilizacion de dietas artificiales dio lugar a una reduccién de la FT y de la
FR con respecto al grupo control, alimentado con una dieta natural. La tinica excepcion
observada fue el grupo C, que en la segunda época de puesta present6 una fecundidad muy
elevada, superando, incluso, los valores registrados en el grupo control. La reduccion de
la dieta en los grupos A y C con respecto a los grupos B y D produjo una ligera
disminucidn, tanto de la fecundidad total como de la fecundidad relativa, en la primera
época de puesta. En el segundo periodo reproductor considerado apareci6 este mismo
efecto en los grupos alimentados con la dieta con un 9% de lipidos, grupos A y B, pero
no en los grupos alimentados con la dieta al 15% de lipidos, grupos C y D, debido a la

elevacion de fecundidad del grupo C.

La FT aument6 claramente en todos los grupos en la segunda época de puesta
con respecto a la primera. La FR, sin embargo, no s6lo no aumento sino que disminuy6
en la segunda época de puesta en todos los grupos, excepto en el grupo C, en el que se

elevo de una manera muy clara.
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Tabla IIL.5. Fecundidad total (n° de huevos por hembra) y relativa (n° de
huevos por Kg de hembra) de los diferentes grupos experimentales en los dos periodos de
puesta tomados en consideracion.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Control A B C D
(9% 1/4) O%) (5% 14)  (15%)
1992 685867 397760 622156 379270 404021
Fecundidad Total (FT) 1993 714299 522424 569171 869809 547633
1992 690702 396131 668505 405469 420823
Fecundidad Relativa (FR) o3 0565 352274 381994 599454 267411

Diimetro de los huevos y de las gotas de grasa.
Los valores correspondientes a las variables consideradas en este apartado,
para los distintos grupos experimentales y en las dos épocas de puesta consideradas se

encuentran en la tabla III.6.

En la primera época de puesta el didmetro de los huevos fue de 1.193 mm en
los grupos control y D (15%), de 1.195 mm en los grupos B (9%) y C (15% 1/4) y de
1.205 en el grupo A (9% 1/4). En la segunda época de puesta el diametro de los huevos
oscilo entre 1.201mm en el grupo A (9% 1/4) y 1.247 mm en el grupo B (9%). El
diametro de la gota de grasa oscil6, en la primera época de puesta, entre los 372.9 um del
grupo control y los 388.2 um del grupo D (15%). En la segunda época de puesta vario

entre los 377 um del grupo C (9% 1/4) y las 390 um del grupo B (9%). El incremento de
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lipidos en las dietas artificiales o las variaciones de la racion no provocaron la apariciéon

de diferencias significativas ni en el diametro de los huevos ni en el de la gota de grasa en

ninguno de los grupos experimentales en ninguna de las dos épocas de puesta. Tampoco

aparecieron diferencias significativas en estas dos variables en ninguno de los grupos

alimentados con dietas artificiales con respecto al grupo control.

Tabla IIL6.- Diametro medio de los huevos y de la gota de grasa de cada
grupo experimental en los dos afios considerados. No aparecieron diferencias estadisticas
(p<0.05) entre grupos para estas dos variables, en ninguna de las dos épocas de puesta.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Control A B C D

9% 1/4) (9%) (15% 1/4) (15%)

Didmetro 1992 1.19330.01 1.205£0.01 1.195+0.01 1.195:0.01  1.19320.01
medio del

huevo mm) 1993 1202001 1201:0.01 1247005 1.2080.00  1.228+0.01
Diametro

medio dela 1992 380.623.5 3729339  376.1£3.1  379.9+2.4  388.2437

gotade grasa 05 3975435 383.642.0 3904480  3774%2.2  380.9+23

(um)
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8

Porcentajes de viabilidad y de eclosion de los huevos.

Los porcentajes de viabilidad y eclosion de los huevos en los diferentes grupos
experimentales en las dos épocas de puesta se muestran en la figura II1.2. El grupo control
presentd, en la primera época de puesta, el porcentaje mas elevado de viabilidad de los
huevos, 57%, que fue muy similar al del grupo C, 56%. Estos dos grupos mostraron unos
porcentajes de viabilidad significativamente mas altos (p<0.05) que los restantes grupos
experimentales. En los grupos A, B y D los valores para esta variable fueron mucho
menores (de un 10% a un 25%) sin que se observaran entre ellos diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). En la segunda época de puesta, tras un afio y
m"_gdio de tratamiento, las diferencias entre el grupo control y los restantes grupos
experimentales se acentuaron. Todos los que recibieron dietas artificiales sufrieron una
fuerte disminucion de los porcentajes de viabilidad, reduciéndose a valores que oscilaron
entre un 2%, grupo D, y un 16%, grupo A. El porcentaje de viabilidad del grupo control
se mantuvo con respecto a las puestas del afio anterior. Como resultado de estas
variaciones, el porcentaje de huevos viables del grupo control fue significativamente mayor

(p<0.05) que el registrado en los grupos B, Cy D.

En la primera época de puesta considerada el grupo control mostro el porcentaje
de eclosion mas alto (4%), y fue significativamente distinto (p<0.05) del observado en los
grupos B, C y D. El porcentaje de eclosion en los grupos alimentados con dietas
artificiales oscilo entre 2.5%, en el grupo A y 0.02% en el grupo D. En la segunda época
de puesta el porcentaje de eclosion del grupo alimentado con la dieta natural, 26%, fue
significativamente mayor (p<0.05) que en los grupos que recibieron dietas artificiales, en
los que los porcentajes de eclosion estuvieron entre un 3.4% en el grupo A y un 0% en el
grupo D.
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Figura IIL2. Porcentajes de viabilidad y de eclosion de los diferentes grupos
experimentales en los dos periodos de puesta considerados. Los datos se representan
como medias de los porcentajes de todas las puestas obtenidas a lo largo del periodo
reproductor + SEM. Barras blancas: porcentajes de viabilidad; barras rayadas: porcentajes
de eclosion. Letras mayisculas diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
en los porcentajes de viabilidad y las letras minisculas en los porcentajes de eclosion,

dentro de un mismo afio (p<0.05).
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3.3.- Analisis de lipidos y acidos grasos.

Composicion en acidos grasos de las dietas experimentales.

La composicidn porcentual de acidos grasos presentes en las dietas utilizadas
en este experimento aparecen en la tabla IT1.3 (Seccion de Material y Métodos de este
mismo capitulo). Los acidos con un unico doble enlace, es decir los monoenos de 18, de
20 o de 22 atomos de carbono, tuvieron un porcentaje mucho mas elevado, de entre el
doble y 10 veces mas alto, en las dos dietas artificiales que en la dieta natural. El 4cido
linoleico (18:2 n-6) presentd en la dieta control un porcentaje bastante reducido, 2.6%,
mientras que en los piensos con los que se alimento a los otros dos grupos experimentales
este porcentaje se incrementd hasta un 3.5% en la dieta con el 15% de lipidos y 4.7%, en

la dieta con el 9% de lipidos.

Algunos acidos grasos, como el acido araquidénico (AA, 20:4 n-6) o el acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) también aparecieron con diferencias claras entre las
dietas. Asi, el AA se presento en las dietas artificiales con un porcentaje entre 5 y 8 veces
mas bajo (0.9% y 0.6% en las dietas con un 9% y un 15% de lipidos, respectivamente) que
en la dieta natural (4.6%). En el caso del EPA, el porcentajé observado en las dietas
artificiales fue del 9%, frente al 6.7% de la dieta natural. Finalmente, el porcentaje de acido
docosahexaenoicq (DHA, 22:6 n-3) en la dieta natural fue el doble (22%) del observado

en las dietas artificiales (10%).

Cuando los acidos grasos se agruparon por clases, se encontrd que la cantidad
de monoenos en las dietas artificiales (40 y 44%) fue de mas del doble que en la dieta

natural (17%). El total de PUFA fue también mayor en la dieta natural (42%) que en las
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dietas artificiales (32% y 30%). Por su parte, la relacién n-3:n-6 varié de unas dietas a
otras: 4 en la dieta natural, 4.6 en la dieta con el 9% de lipidos y 6.3 en la dieta con el 15%
de lipidos. Finalmente, resulta notable el hecho de que la relacion DHA:EPA sea tres veces
mayor (3.3) en la boga troceada que en el pienso (1.1 y 1.2). Del mismo modo también
se observa una clara diferencia en la relacion AA:EPA entre las dieta natural (0.7) y las

dietas artificiales (0.1).

Clases de lipidos presentes en los huevos. Primera y segunda épocas de
puesta.

Los porcentajes de lipidos neutros y de las diferentes clases de fosfolipidos
observados en los lipidos totales extraidos de los huevos recogidos en la primera y
segunda épocas de puesta, aparecen en las tablas IIL.7. y IIL.8, respectivamente. No se

observaron diferencias significativas entre los grupos en las clases de lipidos analizadas.

El componente predominante en los lipidos de los huevos fueron los lipidos
neutros, cuyo porcentaje oscilé entre el 83% y el 87%. En la fraccion polar el porcentaje
mas elevado, en todos los grupos experimentales, correspondi6 a la fosfatidilcolina. En la
primera época de puesta este fosfolipido apareci6 con un porcentaje del 6.9% en el grupo
B, pero en el resto de los grupos, y en ambas épocas de puesta, sus valores oscilaron entre
11% y 14%. A continuacion de la fosfatidilcolina el fosfolipido més abundante fue la
fosfatidiletanolamina, pero ya con un porcentaje mucho menor, de entre un 3% y un 4%.
Finalmente, el porcentaje de fosfatidilinositol fue de, aproximadamente, el 1% y el de la

esfingomielina de un 0.5% o menor.
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Tabla IIL.7. Clases de lipidos presentes en los lipidos totales extraidos de los huevos
fertilizados correspondientes a los diferentes grupos experimentales en la primera época de
puesta. Se representan como medias de 7 a 9 muestras + SEM.

Grupo GrupoA GrupoB GrupoC  Grupo D

Control (9% 1/4)  (9%)  (15%1/4)  (15%)
Lipidos totales 523+46 654+63 67.5+88 593£43  50.0+5.1
(ng / huevo)

Composicion en clases de lipidos (% de los lipidos totales)

Fosfatidilcolina 10.7£26 121+09 69+1.1 123+ 0.4 14.0+0.7
Fosfatidiletanolamina 32+09 3.1£04 29+£07 32+02 33+0.1
Fosfatidilinositol 0.8+0.2 0701 06+£00 0.7+0.1 08+0.1
Esﬁingomielina 0.1+£00 03+0.2 0100 03+0.1 05+0.1
Lipidos neutros 83755 844+67 876+84 832449 846+52

Tabla IIL8.- Clases de lipidos presentes en los lipidos totales extraidos de los huevos
fertilizados correspondientes a los diferentes grupos experimentales en la segunda época de
puesta. Se representan como medias de 7 a 9 muestras + SEM.

Grupo GrupoA GrupoB GrupeC Grupo D

Control (9% 1/4) (9%)  (15%1/4) (15%)
%:giﬁ:‘;;ales 477459 49:6+11.0 53.5+65 483+43 49794

Composicion en clases de lipidos (% de los lipidos totales)

Fosfatidilcolina 13.1£ 0.6 130+£14 125+06 10.7+09 12013
Fosfatidiletanolamina 43+02 42+02 38+02 32+£02 3.7+ 0.5
Fosfatidilinositol 1.3+£0.1 14+0.1 1.1+0.1 1.0+0.1 1.2£0.1
Esfingomielina 0.5+0.1 03x0.1 02+0.1 03+0.1 0.5+0.1
Lipidos neutros 80.6+53 808+93 819+63 847+43 820+ 7.7
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Acidos grasos presentes en los lipidos de los huevos. Primera época de
puesta.
La composicion porcentual en acidos grasos de los lipidos de los huevos en

la primera época de puesta aparece en la tabla II1.9.

Considerados en conjunto, los mas abundantes fueron los monoenos, con un
43% a un 45%, seguidos de los acidos grasos saturados, 23% a 26% y de los PUFA, 22%
a 27%. El porcentaje de dienos fue mucho menor que el de las clases de acidos grasos
anteriores: 4% a 8%. En todos los grupos los acidos grasos de la serie n-3 fueron bastante
mas abundantes (14%-21%) que los de la serie n-6 (5%-7%), de modo que la relacion
acidos grasos de la serie n-3 con respecto a los acidos grasos de la serie n-6 oscilé entre

1.9 en el grupo D (15%) y 3.6 en el grupo C (15% 1/4).

Tomados en cuenta individualmente, los acidos grasos mas abundantes fueron
los monoenos de 18 atomos de carbono cuyo porcentaje, dentro del contenido total de
lipidos, fue de, aproximadamente, el 30%. A continuacion, el porcentaje mas elevado
correspondio a los 4cidos grasos saturados de 16C (16:0), 15% a un 17%, seguidos de los

monoenos de 16 atomos de carbono (16:1), 10% a 11%, y del DHA, 7.5% a 13%.

El contenido de monoenos, de dienos, de PUFA o de acidos grasos de las
series n-3 y n-6 no mostrd diferencias significativas entre grupos. Tampoco se vieron

diferencias en la relacion n-3:n-6.
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Paralelamente a lo observado en la composicion en acidos grasos de las dietas,
el grupo control presento el porcentaje mas bajo de acido linoleico (2.8%). No obstante,
este porcentaje no llegd a ser significativamente distinto del observado en los huevos
procedentes de los peces alimentados con pienso (4.8%- 6.7%), entre los cuales no se
observo ninguna diferencia significativa. En los huevos del grupo control el AA mostré
un porcentaje (2%) de al menos el doble del observado en los demas grupos
experimentales (0.5% a 1%), pero solo llego a ser significativamente distinto (p<0.05) del
porcentaje obtenido en el grupo B (pienso con 9% de lipidos, a saciedad). El porcentaje
de EPA en los huevos del grupo control fue mucho menor (1.4%) que en los de los grupos
alimentados con dietas artificiales, en los cuales los porcentajes de este acido graso
oscilaron entre el 2.5% y el 4.5%, pero no se alcanzaron diferencias estadisticamente
significativas en ningun caso. En el caso del DHA no se observa ninguna diferencia entre
los grupos experimentales, en los que el contenido de este 4cido graso vari6 entre 7.5%
en el grupo C (15% 1/4) y 12.9% en el grupo D (15%). Debido a la baja cantidad de EPA
presente en los huevos del grupo control, la relacion DHA:EPA fue significativamente
mayor (p<0.05) en este grupo (6.4) que en todos los demas grupos experimentales (en los
que oscilo entre 2.8 y 3.1). Del mismo modo la relacion AA:EPA fue significativamente
mayor (p<0.05) en los huevos del grupo control (1.4) que en los demas grupos

experimentales (0.2 a 0.4).
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Tabla II1.9.- Porcentajes de acidos grasos de los lipidos totales de los huevos de
los diferentes grupos experimentales en la primera época de puesta. Se representan como
la media de los analisis de 7 a 9 muestras. Con el de clarificar la presentacion de los
resultados no se muestra el SEM que alcanz6 un valor maximo del 5% de la media.
Superindices diferentes en los valores de una misma fila denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). *, indica la existencia de mas de un monoeno.

Grupo GrupoA  GrupoB Grupo C GrupoD
Control (9% 1/4) (9%) (15%1/4)  (15%)

14:0 2.0 2.4 2.4 26 23
15:0 0.7 nd nd 0.6 0.8
16:0 17.0 17.0 16.6 16.1 14.9
16:1 * 11.3 11.8 10.6 10.6 11.3
16:2 n-3 1.6 0.2 1.4 09 0.9
17:0 0.8 nd nd 0.5 0.3
16:3 n-3 1.9 0.8 0.4 0.8 0.4
18:0 5.8 5.5 5.3 4.8 5.1
18:1 * 31.6 30.6 31.2 28.1 28.7
18:2 n-6 2.8 5.7 6.7 6.5 4.8
18:3 n-3 0.9 0.9 . 1.7 0.9

22:5 -6 0.7" nd” nd ® 0.1° 0.1°
22:5 n-3 0.8 10 0.3 0.7

Total saturates 263

24.6 23.4
Total monoenes 441 45.1 42.7
Total dienes 44 7.4 5.7
Total PUFA 21.7 22.1 27.3
Total n-3 16.2 14.6 214
Total n-6 7.5 5.9
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Acidos grasos presentes en los lipidos de los huevos. Segunda época de
puesta.
Los porcentajes correspondientes a los diferentes acidos grasos presentes en los

lipidos de los huevos, en la segunda época de puesta, se representan en la tabla III.10.

Los acidos grasos mas abundantes fueron, en todos los grupos alimentados con
dietas artificiales, los monoenos de 18 atomos de carbono (25%-28%), igual que en la
primera época de puesta. En el grupo control, sin embargo, el dcido graso mas abundante
fue el DHA, cuyo porcentaje se elevo hasta un 28%, mientras que el de 18:1 fue del 23%.
El. contenido en DHA aument6 también en los huevos de los grupos alimentados con
pienso, en los que oscild entre un 17.4%, en el grupo B, y un 19.5% en el grupo D. Como
resultado de esta elevacion el DHA fue el segundo acido graso mas abundante en los
huevos de estos grupos, seguido del acido graso 16:0. Debido a estos cambios, el
contenido total de PUFA en los huevos de los grupos alimentados con dietas artificiales
se elevo hasta valores de 36.7%-39.4%, similares a los encontrados en el contenido total
de monoenos: 38.5%-40.3%. En el grupo control, los PUFA, con un 44.2%, fueron
incluso mas abundantes que los monoenos, que se presentaron en un 33.2%. El porcentaje
de acidos grasos saturados fue de un 19% eﬁ todos los grupos y el de dienos baj6 hasta

valores que oscilaron entre el 2.9% en el grupo control y el 7.3% en el grupo A.

Tras estar sometidos al tratamiento alimenticio durante un afio y medio, las
diferencias en el contenido de acidos grasos de los huevos, en esta segunda época de
puesta, se acentuaron notablemente. Al considerar en conjunto varios acidos grasos
aparecieron algunas diferencias interesantes entre los grupos. El contenido de PUFA en

el grupo control fue significativamente (p<0.05) mayor que en los otros grupos
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experimentales. Ademas, en los grupos alimentados con un 15% de lipidos (grupos Cy
D), la proporcion de PUFA fue significativamente mayor (p<0.05) que en el grupo B
(9%). Estas mismas diferencias entre grupos, descritas para el contenido en PUFA, son
las que aparecieron cuando se tomd en consideracion el contenido en acidos grasos totales
de la serie n-3. Sin embargo, en los acidos grasos de la serie n-6 la situacion se invirtio,
siendo el grupo control el que present6 un contenido significativamente menor (p<0.05)
que el resto de los grupos. Como resultado de estas proporciones, la relacion de acidos
grasos totales de la serie n-3 con respecto a la serie n-6 fue significativamente mayor
(p<0.05) en el grupo control que en los demas grupos. Hay que hacer notar que esta
relacion fue también mayor en los grupos alimentados con un 15% de lipidos que en los
grupos alimentados con un 9% de lipidos, aunque en este caso la Unica diferencia

significativa (p<0.05) apareci6 entre los grupos B y D.

El porcentaje de acido linoleico en los huevos del grupo control resultd ser
significativamente (p<0.05) menor que en los huevos de los animales alimentados con
pienso. Ademas, en estos ultimos, los huevos de los grupos alimentados con un pienso con
el 15% de lipidos, presentaron un porcentaje de acido linoleico significativamente mas bajo
(p<0.05) que el de los grupos alimentados con el pienso con un 9% de lipidos. El AA, en
los huevos del grupo control, mostrd un porcentaje significativamente mas elevado
(p<0.05) que en todos los demas grupos. En los huevos del grupo D (15%) este
porcentaje fue significativamente mas alto (p<0.05), que en los grupos A y B, alimentados

con el 9% de lipidos.

El porcentaje de EPA fue significativamente més bajo (p<0.05) en los huevos del

grupo control que en los de los grupos alimentados con dietas artificiales, entre los cuales
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no se observaron diferencias significativas. Al mismo tiempo, los huevos del grupo control
presentaron el porcentaje mas elevado de DHA, siendo significativamente mayor (p<0.05)
que en los demas grupos. La otra diferencia significativa en el contenido de DHA apareci6
entre los huevos del grupo D y los del grupo B, siendo el porcentaje del primero
significativamente mayor (p<0.05) que el del segundo. El resultado de todas estas
diferencias fue que las proporciones AA:EPA y DHAEPA en el grupo control fueron

significativamente mayores (p<0.05) que en el resto de los grupos experimentales.
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Tabla IIL.10.- Porcentajes de acidos grasos presentes en los huevos de los
diferentes grupos experimentales en la segunda época de puesta. Se representan como la
media de los analisis de 7 a 9 muestras. Con el de clarificar la presentacion de los
resultados no se muestra el SEM que alcanzé un valor méaximo del 5% del de la media.
Superindices diferentes en los valores de una misma fila denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). *, indica la existencia de mas de un monoeno.

Grupo Grupo A Grupo B Grupo C GrupoD
Control (9% 1/4) 9%) (15%1/4) (15%)

1.8 2.0 2.0 2.4 2.1
0.5 0.2 0.2 0.3 0.3
12.9 13.3 13.4 12.8 12.6
8.8 9.0 9.0 92 9.0
1.1¢ 0.3 03° 04" 0.4°
05° 0.1° 02° 0.2° 02°
1.1°¢ 05° 0.5° 0.7° 0.7°
42 3.9 4.0 3.9 4.0
23.3° 25.8° 27.7°¢ 253" 25.5%
1.8° 70° 6.8° 6.0° 5.7°
0.8° 1.2°% 1.1° 1.3°¢ 1.2%

Total saturates 19.9 19.5 19.8 19.6

Total monoenes 33.2° 38.6% 40.3° 385" 38.5°
Total dienes 29° 7.34 7.1 6.4 6.1°
Total PUFA 442° 38.6™ 36.7° 39.4° 393"
Total n-3 39.7¢ 30.6™ 28.9° 32.1° 322°
Total n-6 : 8¢ 7.8 7.3 7.1°
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Anailisis de 17B-estradiol y de vitelogenina.

Niveles plasmaticos de 178-estradiol.
Los niveles plasmaticos de E2 detectados en las hembras de los cinco grupos

experimentales a lo largo del primer periodo reproductor aparecen en la figura IIL.3.

El grupo control mostr6é unos niveles de E2 muy homogéneos, sin que se
observaran elevaciones estadisticamente significativas en meses consecutivos. Asi,
Unicamente a partir del mes de diciembre, y en meses posteriores durante la puesta y
postpuesta reciente, aparecieron valores significativamente diferentes (p<0.05) de los
basales registrados en octubre. Ademas, la concentracién plasmatica de estradiol se
mantuvo estable entre noviembre y febrero, sin mostrar variaciones estadisticamente
sigﬁiﬁcativas en estos meses. Entre febrero y marzo se produjo una bajada significativa de

los niveles hormonales que continuaron decreciendo hasta alcanzar valores basales en el

mes de mayo.

Todos los grupos alimentados con dietas artificiales presentaron un
comportamiento distinto al grupo control, puesto que en todos ellos la concentracion
plasmatica de E2 se elevd de un modo significativo (p<0.05) en noviembre y diciembre,
a partir de los niveles basales de octubre. En el grupo A este incremento fue mas
acentuado que en el resto de los grupos, pero la concentracion plasmatica de E2 descendio
significativamente (p<0.05) en el mes siguiente, manteniéndose sin variacion hasta febrero.
En los otros tres grupos, B, C y D, los niveles alcanzados en diciembre se estabilizaron y

se mantuvieron hasta el mes de febrero. En el mes de marzo se observd un descenso
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significativo de la concentracion de E2, que en el grupo D alcanz6 valores basales en este

mes. En los otros grupos se llegd a los niveles basales en el mes de abril.

Como resultado de la distinta variaciéon observada en los niveles plasmaticos
de E2 aparecieron una serie de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales. A consecuencia de la moderada elevacion de los niveles observada en el
grupo control, éste presentd valores significativamente menores (p<0.05) que los de los
grupos A, B y D en el mes de diciembre. En este mismo mes, el grupo C también mostrd
una concentracion de E2 significativamente menor (p<0.05) que la del grupo A. En el mes
de enero el grupo control sigui6 presentando unos niveles de E2 que fueron

significativamente menores (p<0.05) que los de los grupos By C.

Niveles plasmaticos de vitelogenina.

Los niveles de Vg plasmatica detectados a lo largo del primer afio
experimental mostraron un perfil similar en las hembras de los cinco grupos estudiados.
En el mes de octubre aparecieron en todos los casos niveles basales, que se incrementaron
bruscamente en los meses siguientes de modo que, tal y como se muestra en la figura I11.4,
las concentraciones observadas fueron significativamente diferentes (p<0.05) en meses
consecutivos. En los grupos que recibieron una dieta artificial en diciembre o enero se
alcanzaron unos valores de aproximadamente 1 mg/ml o mayores, que ya no fueron
significativamente diferentes de los observados en meses posteriores, hasta marzo. En el
caso del grupo control, tras una subida muy brusca en el mes de noviembre (desde
practicamente 0 hasta 1.3 mg/ ml) la concentracion de Vg plasmatica se mantuvo hasta
enero, pero en febrero experimenté una nueva elevacion (llegando hasta 2.3 mg/mi),

manteniéndose los niveles alcanzados hasta el mes de marzo. En todos los grupos se
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detect6 una disminucion significativa (p<0.05) de la cantidad de Vg en los meses de abril
y mayo. En este ultimo mes se alcanzaron niveles basales, casi iguales a 0 que ya se

mantuvieron en los meses siguientes.

Los niveles de Vg en el grupo control, en consonancia con la fuerte elevacion
registrada en noviembre y diciembre, resultaron ser, en estos meses, significativamente mas
elevados (p<0.05) que en el resto de los grupos. En enero no se detectaron diferencias
entre grupos. La nueva elevacion sufrida por el grupo control, en el mes de febrero, hizo
que la concentracion de Vg fuera significativamente mayor en este grupo (p<0.05) que en
los grupos A, B y C. En el mes de marzo, el valor de Vg observado en el grupo control

también fue significativamente mas alto (p<0.05) que en el grupo A.
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Figura IIL3.- Niveles plasméticos de 17B-estradiol en las hembras de los diferentes
grupos experimentales a lo largo del primer periodo reproductor estudiado. Se representan
las medias de 5 a 9 muestras + SEM. Letras maytisculas o mintisculas diferentes sefialan,
respectivamente, diferencias significativas entre grupos dentro de un mismo mes, O entre
meses, dentro de un mismo grupo (p<0.05).

143



Variacion inespecifica de la cantidad de lipidos

4
E 2 Grupo
?E» Control
o -
4" '
E 2 B B B
e B " Grupo A
0 c b a be
d - d d
4 —_ 1 1 1 1 I I I 1 1 I
= AB
E 2 -
> g B _ Grupo B
E a a a a c
0 1 cd b d d
4 —- 1 I i I T 1 § | 1
E 2- 8 B AB
o B
€ T 2+ Grupo C
07 d ¢ d d
4 - 1 I | ] ] | I i 1 I
- AB AB
E -
s’ B & Grupo D
e b a E ]
0 - be b [
d d d
1 1 1 1 1 L 1 | Ll
O N D E F M A M J J
Meses

Figura IIL4.- Niveles plasmaticos de vitelogenina detectados en las hembras de los
diferentes grupos experimentales a lo largo del primer periodo reproductor estudiado. Se
representan las medias de 5 a 9 muestras + SEM. Letras maytsculas diferentes indican la
existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre grupo dentro de un mes. Letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre meses dentro de un mismo

grupo (p<0.05).
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4.- DISCUSION

4.1.- Resultados de puesta.

La reduccion de la racién en los grupos alimentados con las dietas artificiales
no provoco un claro descenso de la FT y de la FR con respecto a los grupos alimentados
a racion completa. De hecho, en la segunda época de puesta, el grupo C (15% 1/4) mostr6
la FT y la FR mas altas de todas las recogidas. En la lubina, igual que en otras especies de
peces, la fecundidad est4 estrechamente relacionada con el diametro del huevo y con el
tamafio del animal (Bromage ef al., 1992). La disminuci6n del diametro del huevo o bien
un aumento del tamafio del animal estan asociados con un incremento de la fecundidad
(Cerda et al., 1993). Sin embargo, el elevado valor de fecundidad observado en el segundo
afio en el grupo C no puede relacionarse con un mayor tamafio de las hembras, ya que
mostraron un peso similar al observado en los otros grupos. Del mismo modo, tampoco
puede asociarse el aumento de fecundidad con una disminucion del didmetro del huevo,
que aumento ligeramente con respecto al afio anterior. El elevado valor de fecundidad
obtenido parece ser debido a algin factor determinado genéticamente en alguna de las
hembras de ese grupo ya que, de hecho, las caracteristicas genéticas de los animales
pueden jugar un papel muy importante en la determinacion de la fecundidad (Bromage et

al., 1992).

Una disminucién de la fecundidad total asociada con restricciones de la dieta
se ha observado en especies como el bacalao (Kjesbu, 1988), la trucha arcoiris (Bromage
et al., 1992), el Melanogrammus aeglefinus (Hislop et al., 1978) o la platija (Horwood
ef al., 1989). Sin embargo en el presente experimento la reduccion de la racién no puede

relacionarse de una manera clara con un descenso de la fecundidad. Por otra parte
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tampoco se observo ningtin efecto de la reduccion de la racion sobre el crecimiento de las
hembras ya que no aparecieron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos
experimentales ni en el peso ni en la talla de las hembras a lo largo del primer afio de
experimentacion. Del mismo modo, el peso en postpuesta de las hembras no fue
significativamente (p<0.05) diferente de unos grupos a otros. La reduccidn de la racion
tampoco afect6 al didmetro de los huevos o de la gota de grasa, que no mostraron
diferencias significativas entre grupos. De una manera similar, en un experimento realizado
previamente en lubina (Cerda ef al., 1994a), la reduccion de la racion hasta un 0.5% de
la’biomasa no lleg6 a afectar a la fecundidad ni al peso de las hembras o al diametro de los
hl%eVOS, lo que sugiri6 que las condiciones de restriccion de la racion no habian sido lo
suficientemente estrictas. En el presente experimento, la racion se redujo al 0.3% de la
biomasa Unicamente en los meses de invierno, cuando la ingesta de alimento por los
animales es muy baja. Sin embargo, en los meses de verano se mantuvo una racion similar
a la del experiment6 de Cerda et al. (1994a). Probablemente en esos meses los animales
fueron capaces de almacenar las suficientes reservas como para llevar a cabo el proceso
de reproduccion normalmente, sin que, incluso, se llegara a observar ninguin detrimento

del peso de las hembras en postpuesta.

La reduccion de la racion tampoco afectd a la calidad de las puestas. Si bien
los porcentajes de eclosion fueron demasiado bajos como para establecer comparaciones
entre grupos, los porcentajes de huevos viables fueron, de hecho, mas altos en los grupos
alimentados a racion reducida que en sus homologos alimentados a racion completa. Estos
datos son similares a los observados por Cerda ef al. (1994a) en la lubina y confirman los

obtenidos en otras especies de peces en las que la cantidad de alimento recibido por los
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reproductores tampoco parece tener un efecto claro sobre el tamafio de los huevos, su

peso o su composicion (revisado por Kjorsvik, 1990).

La FT aument6 en todos los grupos en afios consecutivos. En la lubina, se han
descrito previamente incrementos similares (Cerda ef al., 1995). Este efecto es debido,
probablemente, al aumento en el tamafio de las hembras que se produce con la edad,
mecanismo que parece actuar en todas las especies de peces (Bromage ef al., 1995). Sin
embargo, y a pesar del incremento de la FT, la FR disminuy6 en todos los grupos
experimentales, con a excepcion ya comentada del grupo C. La disminucién de la FR esta
asociada con un aumento del tamafio de las hembras debido al crecimiento. Este
fenémeno, ha sido también descrito en trucha arcoi ris y parece operar, de modo similar,
en otras especies de peces (Bromage ef al., 1995). Ademas, en el presente experimento,
otro factor que parece estar relacionado con la reduccion de la FR en las dos épocas de
puesta consecutivas es el incremento en el diametro de los huevos (Tabla I11.4) observado

en todos los grupos excepto en el A.

La calidad de la dieta si que tuvo un efecto claro sobre los resultados de
puesta. El grupo alimentado con una dieta natural mostré unos valores de fecundidad y
unas tasas de viabilidad y de eclosion claramente mas elevadas que las de los otros grupos
experimentales. Cerda ef al., (1994a, 1995) observaron que en la lubina un porcentaje de
proteinas en las dietas artificiales superior al 50% no tenia ningun efecto negativo sobre
la calidad de las puestas, de modo que la baja calidad de los huevos encontrada en
ocasiones debia ser ocasionada por otros factores nutricionales. Las dietas artificiales
utilizadas en nuestro experimento presentaron una concentraciéon de proteinas lo

suficientemente elevada como para que los malos resultados de puesta obtenidos no
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puedan atribuirse a una deficiencia proteica en las dietas consumidas por los
reproductores. Por otra parte, las variaciones en la cantidad de lipidos ingeridos en los
grupos alimentados con dietas artificiales no estuvo asociada con ninguna mejora en la

calidad de las puestas.

Por lo tanto, las diferencias observadas en los resultados de puesta entre el
grupo alimentado con una dieta natural y los grupos que recibieron las dietas artificiales
deben de estar ocasionadas por la propia composicion bioquimica de los nutritientes
basicos presentes en las dietas o por algin tipo de micronutriente, o por el efecto
cqmbinado de ambos factores. Hasta el momento, no se ha observado una clara influencia
del contenido vitaminico o en minerales de las dietas de los reproductores sobre el
contenido vitaminico y las tasas de viabilidad y de eclosion de los huevos (Revisado por
Kjorsvik, 1990). Recientemente, en varios experimentos realizados en trucha arcoiris en
los que se vari6 el contenido de &cido ascorbico de las dietas, no aparecieron diferencias
significativas en las tasas de eclosion de los huevos de los diferentes grupos experimentales
(Blom y Dabrowski, 1994; Dabrowski y Blom, 1995). Sin embargo, la composicion en
acidos grasos de los lipidos de la dieta ejerce una profunda influencia sobre la composicion
en acidos grasos de los huevos y sobre su calidad (Revisado por Luquet y Watanabe,

1986; Kjorsvik, 1990; March, 1993; Sargent, 1995; Sargent et a/., 1995).

La dieta natural presentd un perfil de acidos grasos muy distinto del de las
dietas artificiales. La cantidad total de acidos grasos de la serie n-3 asi como las relaciones
DHA:EPA (DHA, 22:6 n-3; EPA, 20:5 n-3) y AA:EPA (AA, 20:4 n-6) mostraron valores
mucho mas elevados en la boga que en los piensos. Para que el proceso de la reproduccion

se desarrolle normalmente en los peces marinos es necesario que los PUFA sean
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suministrados en cantidades y proporciones adecuadas, particularmente de los de la serie
n-3 (revisado por March et al., 1993; Sargent et al., 1989; Sargent 1995; Sargent et al.,
1995). Por lo tanto, es posible que las diferencias observadas entre la dieta natural y las
dietas artificiales, particularmente en la cantidad de acidos grasos de la serie n-3, asi como
en las proporciones existentes entre estos acidos grasos, sean la causa de las alteraciones
observadas en los resultados de puesta. Con el fin de profundizar en estas cuestiones se
analiz6 la composicion de la fraccion lipidica de los huevos. Los resultados obtenidos
permitieron establecer una relacion entre la composicion lipidica de las dietas, la de los

huevos v la calidad de estos Gltimos.

El incremento en el porcentaje de eclosion observado en afios consecutivos
en el grupo control fue en parte debido a un problema metodolégico. Al inicio del primer
periodo de puesta, durante aproximadamente un mes, los huevos eran recogidos y se
mantenian en una probeta durante media hora para observar la fraccion de huevos flotantes
y la de huevos sumergidos. A partir de la fraccion flotante se recogian varios mililitros de
huevos que se llevaban a cubiletes para observar las tasas de eclosion (Ver Capitulo 11,
Material y métodos, seccion 4.2). Los porcentajes de eclosion fueron muy bajos. Al medir
la cantidad de oxigeno se observd que era muy baja entre la fraccién de huevos flotantes,
hecho que, probablemente, afectaba de modo negativo a los huevos. Para solucionar este
problema los huevos utilizados para estudiar las tasas de eclosion se tomaron de
inmediato, sin esperar a que se decantara la totalidad de huevos viables. No obstante las
bajas tasas de eclosion no son solo atribuibles a este hecho puesto que cuando el problema
se subsand siguieron resultando menores que al afio siguiente. El primer ciclo reproductor

considerado en este experimento era también el primer periodo de puesta de estos
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animales. Debido a ello es posible que las bajas tasas de eclosion observadas también se

hallen asociadas con un desarrollo todavia insuficiente de las hembras.

4.2.- Clases de lipidos presentes en los huevos.

Los porcentajes de lipidos neutros (LN) y de fosfolipidos (FL) observados en
los huevos de lubina son semejantes a los de otras especies de aguas calidas como el pargo
japonés (Watanabe ef al., 1984d, f) o la dorada (Mourente y Odriozola, 1990). En los
huevos de las tres especies se observaron unas cantidades mayores de LN que de FL, lo
cual contrasta con los huevos de especies de aguas frias como el bacalao (Tocher y
Sérgent, 1984) o el fletan atlantico, Hippoglossus hippoglossus (Falk Petersen ef al.,
1989; Bruce et al., 1993), que contienen, aproximadamente, el doble de FL que de LN.
Sin embargo, el contenido de LN de los huevos de lubina, aproxidamente cinco veces
mayor que el de FL, resulta ser inusualmente alto cuando se compara con el del pargo

japonés o la dorada.

Las clases de FL analizadas presentaron un orden de abundancia similar al de
los huevos de otras especies de peces, tanto de agua dulce como de agua salada (revisado
por Henderson y Tocher, 1987). Asi, en todos los casos, la fosfatidilcolina fue el
fosfolipido mas frecuente, seguido por la fosfatidiletanolamina. El resto de los lipidos
polares analizados, es decir la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol y la esfingomielina,

mostraron unos porcentajes mucho mas bajos.

Tanto en la lubina (Cerda ef al., 1994a) como en otras especies de peces
(Takeuchi ef al., 1981; Watanabe et al., 1984e; Springate ef al., 1985; Knox et al., 1988;

Washburn et al., 1990) se ha observado que las alteraciones en la composicién de la dieta
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tienen una influencia muy limitada sobre los porcentajes de proteinas, lipidos o hidratos
de carbono presentes en los huevos. En el presente experimento, ademas, la alteracion de
los niveles de lipidos o de los perfiles de acidos grasos de la dieta no ocasiono la aparicion
de diferencias entre los grupos experimentales en el contenido de lipidos ni en el de las
clases lipidicas analizadas. De un modo similar, en otras especies como la dorada
(Mourente y Odriozola, 1990) o el pargo japonés (Watanabe ef al, 1984d, f) la
administracion a los reproductores de distintas cantidades de acidos grasos a través de la
dieta no originé la aparicion de diferencias en el contenido total de lipidos neutros o
polares. En la dorada, la alteracion del contenido de acidos grasos de la serie n-3 y de las
proporciones DHAEPA en los nauplios de artemia con los que se alimento a las larvas no
provoco diferencias en el contenido de las clases de fosfolipidos analizadas (Koven ef al.,
1992). También en la dorada, dietas con distintas cantidades de acidos grasos
administradas a los reproductores no dieron lugar a alteraciones en las cantidades de
fosfolipidos de los huevos producidos (Fernandez-Palacios e al., 1995). En el presente
experimento, la falta de diferencias en el contenido lipidico de los huevos procedentes del
grupo control con respecto a los de los grupos alimentados con dietas artificiales sugiere
que la lubina, de modo similar a otras especies de peces, es capaz de aprovechar las
reservas lipidicas de que dispone y de desviarlas para producir huevos que posean la
cantidad suficiente de recursos como para que el desarrollo embrionario se produzca con
normalidad. Por lo tanto, las distintas calidades observadas entre los huevos de los
diferentes grupos no parece que sean debidas a una falta cuantitativa de reservas, sino a
una inadecuada composicion de los recursos disponibles para el desarrollo embrionario,
siendo particularmente importante, tal y como se ha sefialado en la seccidon anterior
(Seccion 4.1 del presente capitulo) la composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica

de los huevos.
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4.3.- Contenido en Acidos grasos de los huevos.

Los acidos grasos mas abundantes en los huevos de lubina recogidos en los
diferentes grupos experimentales, es decir 18:1, 16:1, 16:0, y DHA, fueron los mismos que
se observaron en los huevos de otras especies marinas como el fletan atlantico (Falk
Petersen ef al., 1989; Bruce et al., 1993) o la dorada (Izquierdo ef al., 1989; Mourente

y Odriozola, 1990a; Fernandez Palacios ef al., 1995).

La composicion en acidos grasos de los huevos se vio influenciada claramente
por la de las dietas. Asi, el mayor porcentaje en AA y DHA de la dieta natural se reflejo
er';l un mayor porcentaje de estos mismos acidos grasos en los huevos procedentes del
grupo control. El 4cido linoleico, 18:2 n-6, caracteristico de los aceites vegetales y los
monoenos de 20 y 22 atomos de carbono, que se presentan en un elevado porcentaje en
las dietas artificiales, también aparecieron en una proporciéon mucho mas elevada en los
huevos de los grupos alimentados con pienso que en los del grupo alimentado con boga.
Este mismo efecto ha sido observado en el pargo japonés (Revisado por Watanabe y
Kiron, 1995) y en la dorada (Zohar ef al., 1995) corroborando la idea de que cambios en
la composicion de la dieta materna pueden afectar la composicion bioquimica de los

huevos y, con ello, a su viabilidad.

Por otro lado, hay que sefialar que la cantidad total de lipidos ingerida por los
reproductores no tuvo ningtin efecto sobre la composicion en acidos grasos de los huevos,
ya que no se observan diferencias entre los grupos alimentados a racion reducida y los que
recibieron la racion completa, ni tampoco entre los grupos alimentados con la dieta del 9%

de lipidos y aquellos otros alimentados con una dieta con el 15% de lipidos.
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Los 4cidos grasos de la serie n-3, en particular los HUFA, es decir el DHA y
el EPA, son muy importantes en los peces para el mantenimiento de la fluidez y
permeabilidad de la membrana, asi como para el normal funcionamiento de las enzimas
ligadas a membrana (Bell e al., 1986). Ahora bien, las especies marinas no son capaces
de sintetizar acido linolénico, 18:3 n-3, y tampoco pueden alargar y desaturar este acido
para formar el DHA y el EPA, por lo que estos tres acidos grasos han de ser tomados en

la dieta y resultan esenciales para los peces marinos (Sargent et al., 1989).

La importancia de los PUFA de la serie n-3 se ha evidenciado en diversos
experimentos llevados a cabo por Watanabe y sus colaboradores en pargo japonés
(Revisado por Watanabe y Kiron, 1995). En estas experiencias se alter6 la composicion
en 4cidos grasos de las dietas administradas a los reproductores durante la época de
prepuesta y se observo su efecto sobre la viabilidad de huevos y larvas. Se llego6 a la
conclusién de que la calidad de los huevos y larvas estaba directamente relacionada con
su contenido en acidos grasos de la serie n-3, en particular DHA y EPA, y con la relacion
n-3/n-6 observada. Sin embargo, en dorada (Fernandez-Palacios et al., 1995), no aparecid
una correlacion entre el contenido de acidos grasos de la serie n-3 de los huevos y su
calidad, ya que para concentraciones altas de los 4cidos grasos de la serie n-3 se observaba
una reduccién de las tasas de eclosion. Este hecho indica que el contenido total de acidos
grasos de la serie n-3 en los huevos no puede ser tomado como un criterio tnico de su

viabilidad.

Ademas de las cantidades absolutas de DHA y EPA, asi como de otros acidos
grasos que resulten esenciales, hay un factor que se ha revelado como sumamente

importante en la determinacién de la calidad de los huevos en los teleGsteos marinos: las
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proporciones relativas de DHA respecto a EPA y de los PUFA de la serie n-3 con respecto
a los de la serie n-6 (relacion n-3:n-6; Sargent ef al., 1995). En las larvas de la dorada
(Koven et al., 1993), del pargo japonés (Watanabe ef al., 1989a) y del Pseudocaranx
dentex (Watanabe ef al., 1989b) se observé una mayor asimilacion del DHA sobre el EPA
en los lipidos. Este hecho iba acompafiado de una buena correlacién con el crecimiento,
mostrando que el DHA puede tener un mayor valor fisioldgico. La administracion de una
dieta deficiente en acidos grasos de la serie n-3 en trucha arcoiris, durante los tres tiltimos
meses de vitelogénesis, previos al inicio de las puestas, provocé una clara disminucién en
elicontenido de EPA de los huevos, mientras que el efecto sobre el contenido en DHA fue
muy moderado (Frémont e al., 1984). En larvas de dorada sometidas a ayuno el DHA se
mantuvo sobre el EPA en la fraccion fosfolipidica (Koven ef al., 1989). La mayor tasa de
retencion de DHA, que no fue consumido para la obtencion de energia, se observo en
larvas de Solea senegalensis sometidas a ayuno (Mourente y Vazquez, 1996). La
importancia del DHA se puso también de manifiesto en el hecho de que en los huevos de
los peces marinos la cantidad de DHA es claramente mayor que la de EPA en un amplio

numero de especies (Watanabe, 1993).

En el cerebro de los peces los lipidos constituyen hasta el 40% de la materia
seca. Aproximadamente el 70% del total de los lipidos son fosfolipidos y de estos el 40%
es fosfatidiletanolamina (Mourente ef al., 1991). El DHA puede llegar a ser el 40% del
total de los acidos grasos de la fosfatidiletanolamina y la especie molecular di-DHA-
fosfatidiletanolamina llega a ser el 15% del total de especies moleculares de la
fosfatidiletanolamina (Bell y Dick, 1991). En la retina de los peces las especies moleculares

di-DHA pueden ser hasta el 40% del total de la fosfatidiletanolamina (Bell y Dick, 1991).
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Todos estos hechos muestran la necesidad de un suministro adecuado de DHA para el

normal desarrollo de la retina y del cerebro en las larvas de los peces.

La causa principal que hace que el DHA juegue un papel fundamental en el
mantenimiento de las funciones celulares proviene de su estructura. Al aumentar el nimero
de dobles enlaces en la cadena carbonada de un acido graso se produce una contraccion
de la molécula que da lugar a una conformacion extremadamente compacta (Sargent e al.,
1993). Este efecto es méaximo en el caso del DHA, 22:6 n-3, cuya conformacion de minima
energia corresponde a estructura helicoidal compacta que hace que su longitud total sea
incluso menor que la de un 4cido saturado como el 18:0 (Applegate y Glomsett, 1986).
Probablemente, este acido graso proporciona la estabilidad y fluidez necesarias a las
membranas celulares de la retina o del cerebro durante los rapidos cambios
conformacionales que experimentan las proteinas en ellas incluidas en el desarrollo de sus

funciones.

En el caso concreto de la lubina, Cerda ef al. (1995) observaron una marcada
reduccion en la supervivencia de los huevos provenientes de los reproductores alimentados
con dietas artificiales, al compararlos con los de animales alimentados con una dieta
natural consistente en boga troceada. La boga troceada poseia una mayor cantidad de
PUFA de la serie n-3, especialmente DHA, asi como una mayor proporcion de acidos
grasos de la serie n-3, con respecto a los de la serie n-6, que las dietas artificiales. En el
presente experimento, en ambas épocas de puesta aparecié una relacion directa entre la
proporcion DHAEPA de los huevos y su calidad. Puesto que el DHA y el EPA compiten
por las mismas enzimas durante la formacion de los fosfolipidos, y dado el papel tan

importante jugado por el DHA en el mantenimiento de las funciones celulares, es muy
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importante que exista una proporcion adecuada de estos dos 4cidos grasos. Por lo tanto,
una relacion DHA:EPA adecuada es fundamental en la determinacién de la calidad del

huevo de la lubina.

Por otra parte, el grupo control mostré un claro incremento de las tasas de
viabilidad y de eclosion en la segunda época de puesta con respecto a la primera. Este
fenémeno estuvo asociado con una elevacion de la cantidad de 4cidos grasos totales de
la serie n-3 y de la proporcion n-3:n-6, lo cual muestra la importancia de estas variables,

juhto con la relacion DHA:EPA, en la determinacion de la calidad de los huevos.

La necesidad de un suplemento adecuado, a través de la dieta, de los acidos
grasos de la serie n-3 esta, actualmente, bien establecida en peces. Sin embargo, no se ha
puesto mucho énfasis en el estudio de los requerimientos de 4cidos grasos de la serie n-6.
Entre estos acidos grasos, en particular el AA resulta simamente importante por su
actuacion como precursor de los eicosanoides. La importancia de estas sustancias radica
en el papel fundamental que juegan en el mantenimiento de las funciones fisiologicas de
un organismo, ya que ejercen un papel basico en el desarrollo de la respuesta inmune y de
las reacciones inflamatorias (Sargent ef a/., 1995), en la secrecion de gonadotrofinas a
nivel de la pituitaria (Eberdhardt y Kiesel., 1992), en la esteroideogénesis gonadal
(Mercure y Van der Kraak, 1995 a; 1996) y en el control de los procesos de maduracion

oocitaria y de ovulacion (Murdoch et al., 1993).

El AA sirve como precursor, de entre todo el conjunto de los eicosanoides,
de los prostanoides de la serie 2 y de los leucotrienos de la serie 4. Otro acido graso de

la serie n-3, el EPA, actua, por su parte, como precursor de los prostanoides de la serie
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3 y de los leucotrienos de la serie 5. Estas ultimas sustancias son, sin embargo,
biolégicamente menos activas que las derivadas del AA (Sargent et al., 1995). Ambos
acidos grasos, el AA y el EPA, compiten por los mismos enzimas en la produccion de los
eicosanoides. Como resultado, una proporcion inadecuada entre ellos puede llevar a una
inhibicion competitiva de la sintesis de los eicosanoides derivados del AA y a una

depresion de las funciones celulares ejercidas por estas sustancias.

En juveniles de rodaballo, la administracion de dietas en las que se vario el
contenido de AA llevo a una alteracion del contenido de AA en los fosfolipidos que estuvo
asociada con cambios en la produccion de prostaglandinas y, por lo tanto, podria estar
ejerciendo una profunda influencia en el mantenimiento de las funciones fisiologicas
basicas del pez (Bell ef al., 1995). En el presente experimento se observa que la cantidad
de AA en los huevos esta directamente relacionada con la observada en la dieta,
corroborando la esencialidad de este acido graso. Los mejores resultados de puesta,
correspondientes al grupo control, también estén asociados con el mayor contenido de AA
en los huevos y la mayor proporciéon AA:EPA. Todo ello indica que la cantidad total de

AA y la relacion AA:EPA juegan un papel fundamental en el desarrollo embrionario.

Los resultados obtenidos en el presente experimento, referentes al contenido
de acidos grasos de la dieta y de los huevos, indican que la proporcion relativa de acidos
grasos administrados a través de la dieta, en particular las relaciones n-3:n-6, AA'EPA 'y
DHA:EPA van a verse reflejadas en el contenido lipidico de los huevos y van a ejercer una
profunda influencia en la formacion del oocito y en el posterior desarrollo embrionario y,

por lo tanto, en las tasas de viabilidad y de eclosion de los huevos. Una adecuada
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proporcion entre estos acidos grasos en las dietas administradas a los reproductores resulta

esencial para la obtencion de puestas de elevada calidad.
4.4.- Niveles plasmaticos de 17f-estradiol y de vitelogenina.

Niveles plasmaticos de 17ﬂ-estrqdiol.

Perfil anual de 178-estradiol.

Los niveles plasmaticos de E2 comenzaron a elevarse en el mes de noviembre
eri todos los grupos, de modo paralelo al incremento en la concentracion plasmética de
vitelogenina. Este hecho denota el papel fundamental jugado por este esteroide en la
estimulacion de la sintesis de la Vg en lubina (Mafianos ef al., 1994a, b), de un modo
similar a otras especies de vertebrados oviparos (Van Bohemen ef al., 1982; Mommsen

y Walsh, 1988).

En las especies de salmonidos con un ovario de tipo sincrono, en las que la
ovulacién y la puesta ocurren una Unica vez al afio o, incluso, en la vida, los niveles
plasmaticos de E2 en las hembras se incrementan durante la vitelogénesis para alcanzar la
maxima concentracion justo antes o en el inicio de la época de puesta (Revisado por
Pankhurst y Carragher, 1991). En estas especies se observa un fuerte descenso en la
concentracion plasmatica de E2 antes de la ovulacion (Scott e al., 1983; Kagawa et al.,
1983; Truscott ef al., 1986). En algunas especies de ciprinidos, como el pez rojo, que
presentan un ovario de tipo asincrono y ovulan varias veces dentro de un mismo periodo
de puesta, los niveles de E2 se elevan coincidiendo con la vitelogénesis y se produce un
pico en sus niveles en el momento de la ovulacion, manteniéndose elevados durante unos

dias después (Kobayashi e7 al., 1988). Estos niveles elevados de E2, que aparecen después
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de la ovulacion, pueden estar jugando un papel importante en la induccion de la sintesis
de Vg para el proximo grupo de oocitos que ovulen. De hecho, en otras especies es
posible observar varios picos de E2 a lo largo del periodo de puesta (rodeo,
Acheilognathus rhombea, Shimizu ef al., 1985; gobio, Tridentiger obscurus, Kaneko et

al., 1986).

La lubina presenta un ovario del tipo sincrono por grupos (Mayer ef al.,
1993). En esta clase de ovario, el proceso de vitelogénesis se solapa con el de ovulacion
y puesta y, por lo tanto, los niveles plasmaticos de E2 se han de mantener elevados a lo
Jargo de toda la época de puesta, debido al papel fundamental jugado por esta hormona
en la estimulacion de la sintesis de Vg a nivel hepatico. Los perfiles observados en el
presente experimento son acordes con este planteamiento y similares a los observados
previamente (Prat ef al., 1990, Cerda et al., 1994a). En otra especie de Moronidae,
Morone saxatilis, que presenta el mismo tipo de desarrollo ovérico se describié una
evolucion de los niveles plasméticos de E2 igual a la observada en la lubina (Blythe ef al.,

1994).

Diferencias entre grupos en los niveles de 17-estradiol.

La concentracion plasmatica de E2 en el grupo control se mantuvo a lo largo
de toda la época de puesta por debajo de la concentracion observada en los demas grupos
experimentales, alcanzandose diferencias claras que resultaron ser estadisticamente
significativas (p<0.05). La causa de las diferencias existentes en los niveles plasmaticos de
E2 entre el grupo control y los grupos alimentados con dietas artificiales es dificil de
establecer. En un experimento previo (Cerda et al., 1994a), también se observé una clara

reduccién de los niveles plasmaticos de E2 en lubinas alimentadas con boga a racion
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reducida, con respecto a otro grupo alimentado a racién completa . Cerda ef al., (1994a)
achacaron los bajos niveles de E2 del grupo alimentado a racién reducida a una deficiencia
en la disponibilidad de colesterol ya que la esteroideogénesis es dependiente de un aporte
adecuado de esta sustancia (Nagahama, 1983). Una explicacién semejante podria ser
valida para la presente experiencia, ya que el grupo control ingiri una cantidad menor de

lipidos, en términos absolutos, que los grupos alimentados con una dieta artificial

Sin embargo estas diferencias no afectaron a la vitelogénesis o al proceso
réproductor en general ya que los bajos niveles de E2 coincidieron con los niveles mas
el;vados de Vg plasmatica y aparecen en el grupo con mejores resultados de puestas.
Todo esto indica que niveles bajos de E2 en el plasma son suficientes para estimular de
una manera sostenida la sintesis de Vg, permitiendo el aporte adecuado de reservas para

el desarrollo oocitario (Blythe ef al., 1994).

El hecho de que en el grupo control, con los niveles mas bajos de E2, se
produzcan los mejores resultados de puesta sugiere que estos valores son fisiol6gicamente
normales y que ha de existir algun factor en los grupos alimentados con dietas artificiales
que provoca una elevacion anormal de la concentracion plasmatica de esta hormona. Al
observar los perfiles en acidos grasos de las dietas artificiales y de la dieta natural se
observa que la diferencia mas importante aparece en las concentraciones de los acidos
grasos monoenoicos de 20 y 22 atomos de carbono, que en las dietas artificiales se
presentan en concentraciones hasta 10 veces mas elevadas que en la dieta natural. Hay una
serie de indicios que apuntan hacia el hecho de que sean las elevadas concentraciones de
estos acidos grasos las causantes de la elevacion de los niveles de E2 en los grupos

alimentados con dietas artificiales. En mamiferos se ha establecido de una manera clara
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que, en el higado, la B-oxidacion de los acidos grasos tiene lugar no sélo en las
mitocondrias sino también en los peroxisomas (Masters y Crane, 1984). Estos organulos
celulares derivan del reticulo endoplasmatico y, al menos una parte de las actividades
enzimaticas asociadas a membrana presentes en el reticulo endoplasmatico, también
aparecen en los peroxisomas (Berkaloff e al., 1981). En una serie de articulos Henderson
y Sargent (1984, 1985) y Henderson ef al., (1982) observaron que en el higado de truchas
arco iris alimentadas con un aceite de pescado parcialmente hidrogenado la actividad
oxidativa peroxisomal era el doble de la observada en animales que recibieron un aceite
de pescado normal. El aceite de pescado parcialmente hidrogenado presenta una mayor
cantidad de acidos erucico (20:1 n-9) y cetoleico (22:1 n-11) que el aceite de pescado
normal, asi como una mayor proporcion de estos acidos con respecto a los PUFA y una
mayor presencia de isdmeros trans de estos acidos grasos. Debido a ello los autores
sugirieron que la situacion fisioldgica anormal causada por estos acidos grasos seria la

responsable de la proliferacion de los peroxisomas.

Ademas de estos acidos grasos monoenoicos de cadena larga hay diversos
factores que pueden provocar un aumento de actividad peroxisomal, por ejemplo la
administracion de drogas hipolipidemiantes (Lazarow 1977) o de algunas sustancias
utilizadas como plastificantes, ftalatos (Osumi y Hashimoto, 1978). La proliferacion
peroxisomal causada por estas sustancias estd relacionada con el metabolismo de las
hormonas sexuales. Asi, por ejemplo, en rata adulta la adicion de farmacos
hipolipidemiantes, como el clofibrato, a la dieta no produce la proliferacion de
peroxisomas hepaticos en las ratas macho castradas tratadas con E2 ni en hembras
normales, que tienen una produccion enddgena de E2. Por el contrario en hembras

castradas tratadas con testosterona y en machos normales, que producen testosterona, el
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clofibrato provoca esta proliferacion (Lazarow, 1977). Este tipo de regulacion es similar
al de retroalimentacion negativa causado, en ocasiones, sobre un enzima por el producto
de la reaccion, en este caso seria el E2, o al de regulacion positiva ejercido por el sustrato

de la reaccion, en este caso la testosterona.

Otras sustancias que provocan la proliferacion peroxisomal, como los ftalatos,
se ha desmostrado recientemente que, ademas, tienen actividad estrogénica (Jobling ez al.,
1995). Si bien se ha observado que esta actividad es ejercida al interaccionar estas
sustancias con el receptor del E2 no se descarta que también puedan inducir un aumento

de la sintesis de este esteroide.

La asociacion de la proliferacion peroxisomal con la elevacion de los niveles
de E2 se puede explicar teniendo en cuenta que los peroxisomas se producen a partir de
las membranas del reticulo endoplasmatico liso. Como resultado hay una serie de enzimas
que son comunes a la membrana del reticulo endoplasmatico y a la de los peroxisomas.
Entre estos enzimas se encuentran las reductasas dependientes del citocromo P450 que
intervienen activamente en el metabolismo de esteroides. Recientemente se ha observado
que los peroxisomas también aparecen en las células foliculares de los teledsteos y que,
ademas, intervienen activamente en el proceso de esteroideogénesis (Mercure y Van der
Kraak, 1995 b). La situacion fisiolégica anormal causada por una fuerte concentracion de
los 4cidos grasos 20:1 n-9 y 22:1 n-11 podria ocasionar una proliferacion peroxisomal en
las células de la granulosa similar a la que se produce a nivel hepatico, que llevara asociado
un aumento de la actividad aromatasa encargada de la conversion de testosterona a

estradiol. El resultado final seria una elevacion de los niveles de E2.
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Niveles plasmaticos de vitelogenina.

Los niveles de vitelogenina plasmatica presentaron todavia a mediados de
octubre valores basales, detectandose una clara elevacion en noviembre, aproximadamente
un mes antes del inicio de la época de puesta. Los niveles de Vg continuaron elevandose
hasta alcanzar las maximas concentraciones durante la época de puesta. El perfil obtenido
es muy similar al observado previamente en lubina. Mafianés et al. (1994b) encontraron
en lubina alimentada con dietas naturales un fuerte incremento de la concentracion de Vg
plasmatica al inicio de la época de puesta, llegando hasta 3 mg/ml, si bien en el resto de
los meses los valores fueron similares a los encontrados en el presente experimento. Por
su parte, Cerda ef al. (1994a), también en lubina alimentada con dietas naturales a
diferentes raciones, encontraron unos perfiles similares a los aqui observados, aunque los

maximos alcanzados en el mes de marzo fueron de unos 5 mg/ml.

Los niveles plasmaticos de Vg se vieron claramente afectados por el tipo de
dieta administrado a los reproductores, presentando los animales que tomaron la dieta
natural valores significativamente mayores que los de aquellos que fueron alimentados con
dietas artificiales. En un experimento llevado a cabo en trucha (Frémont ef al., 1984) se
observo que dietas deficientes en acidos grasos de la serie n-3 provocaban una disminucion
significativa de los niveles de Vg plasmética. Ademas, en el mismo experimento, se vio que
el DHA era incorporado a la Vg con preferencia sobre el EPA. En cuatro especies de
teledsteos se ha observado que el DHA y el EPA constituyen alrededor del 50% del total
de acidos grasos de los lipidos presentes en la vitelogenina (Silversand y Haux, 1995).
Ademas, los datos obtenidos al estudiar la composicién en acidos grasos de los lipidos del
higado y de la vitelogenina de estas especies de teledsteos sugieren que existe una

seleccion especifica de acidos grasos durante el proceso de lipidacion de la vitelogenina.
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En el presente trabajo se observa una clara diferencia entre el contenido en acidos grasos
de la serie n-3 y la relacion DHA:EPA entre la dieta natural y las dietas artificiales. Por
otro lado se ha observado que el perfil de acidos grasos de las dietas se refleja claramente
en el de los acidos grasos de los huevos. Puesto que la Vg es el precursor del vitelo de los
huevos, el perfil de acidos grasos de éstos probablemente es similar al que presenta la Vg.
Por lo tanto, el perfil de 4cidos grasos de la dieta probablemente esté modulando la
composicion en acidos grasos de la Vg y, también es posible, que influya en las tasas de

produccién de la Vg y, por lo tanto, en los niveles de Vg detectados en plasma.

La raci6n a la que se administraron las dos dietas artificiales no tuvo ningin
efecto en los niveles plasmaticos de Vg. De una manera similar, Cerdé et al. (1994a)
tampoco encontraron diferencias en los niveles plasmaticos de Vg entre lubinas
alimentadas con una dieta natural a distinta raciéon. Este hecho es acorde con la idea
planteada por Hislop et al. (1978) y Robb et al. (1982) para Melanogrammus aeglefinus,
y después recogida por Cerda et al., (1994a) para la lubina, de que esta especies,
probablemente igual que otras muchas especies de peces, son capaces de desviar los
recursos metabolicos de que disponen hacia la formacion de los gametos. Por lo tanto, las
variaciones observadas en la calidad de los huevos no parecen causadas por una deficiencia
en la cantidad de recursos disponibles para la formacion de los oocitos sino que
probablemente esta causada por las alteraciones en su composicion ocasionadas por una
composicion inadecuada de los nutrientes basicos administrados a los reproductores a

través de la dieta.
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Elevacion de 4cidos grasos esenciales

RESUMEN

En este experimento se pretendié determinar si una proporcion inadecuada de
acidos grasos en las dietas, particularmente DHA:EPA, a la que se atribuyeron los malos
resultados de puesta obtenidos en la experiencia previa, podria ser compensada por un
incremento de las cantidades absolutas de estos acidos grasos ingeridas por los
reproductores de lubina. El otro objetivo fue dar una descripcién de la evolucion de los
niveles plasmaticos de GtHII a lo largo del ciclo reproductivo en una especie con un ovario
de tipo sincrono por grupos, como es la lubina, y ver como las concentraciones de esta

hormona se relacionan con las de Vg y E2.

Se establecieron cuatro grupos experimentales. Dados los buenos resultados
obtenidos con el grupo control en la experiencia previa siguio utilizindose en esta otra.
Debido a los objetivos perseguidos en esta experiencia resultaba ideal el uso de animales
que hubieran perdido su capacidad reproductiva debido a un régimen nutricional
inadecuado, ya que eso permitiria observar mas claramente un posible efecto positivo de
las nuevas dietas a ensayar. Por ello se utilizaron los animales que se habian mantenido en
la experiencia anterior con dietas artificiales. Se reagruparon y se formaron con ellos tres
nuevos grupos. El grupo A (también denominado grupo 9%) recibi6 el mismo pienso con
el 9% de lipidos que en la experiencia anterior habia producido muy malos resultados de
puesta y sirvié como control negativo. En el grupo B se intent6 mejorar la calidad de la
dieta elevando especificamente la concentracion de acidos grasos de la serie n-3,
especialmente de DHA y de EPA (grupo rico en n-3). El grupo C (30%) recibid un pienso
con una elevada concentracién de lipidos, el 30%, aumentandose, de este modo, la
cantidad absoluta de acidos grasos ingerida por los reproductores hasta limites muy

superiores a los de la experiencia previa.
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Aunque las he&bras de los grupos alimentados con dietas artificiales
presentaron un peso superior al de las hembras del grupo control no llegaron a establecerse
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). El grupo control presenté unas
fecundidades mayores y unas tasas de viabilidad y de eclosion de los huevos
significativamente (p<0.05) mas altas que las de los otros tres grupos. El analisis de acidos
grasos de los lipidos de las dietas permiti6 observar que la dieta natural presentaba una
relacion DHA:EPA y AA(20:4 n-6):EPA mayor que las de las dietas artificiales. El
contenido de DHA en la dieta rica en n-3 (grupo B) alcanzé valores de aproximadamente
el doble del de los otras dos dietas artificiales, acercandose a los porcentajes de la dieta
nz:tural. Sin embargo la elevacion paralela de la concentracion de EPA en esta dieta rica
en% n-3, hizo que la relacion DHA:EPA fuera similar a los de las otras dietas artificiales. Los
tres tipos de pienso usados mostraron, de nuevo, unas concentraciones de acidos
monoenoicos de cadena larga mucho mas altas que las de la dieta natural.

Los lipidos de los huevos reflejaron las concentraciones de DHA y de EPA de
las dietas, de modo que los valores de DHA de los huevos de las dietas control y rica en
n-3 fueron significativamente mayores que los encontrados en los huevos de los otros dos
grupos experimentales. Sin embargo, en el grupo B el contenido de EPA de los huevos
también aumento, reflejando el elevado contenido de EPA de la dieta. Como resultado la
relacion DHA:EPA en los huevos de este grupo fue similar a la observada en los huevos
de los otros grupos alimentados con dietas artificiales y significativamente (p<0.05) menor
de la del grupo control. Todos estos datos sugieren que calidad de los huevos de la lubina
va a estar determinada, en gran medida, por la relacion DHA:EPA observada en la fraccion
lipidica, pero no por las cantidades absolutas de estos dos acidos grasos. Ademas, se
confirma que la relacion DHA:EPA presente en los lipidos de los huevos depende de la
relacion DHA:EPA presente en la dieta de los reproductores y no de la cantidad absoluta

de acidos grasos por ellos ingeridos.
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Los niveles plasmaticos de GtHII se mantuvieron bajos en la época de
vitelogénesis activa. Se observé un ligero aumento de la concentracion plasmatica de
GtHII con el inicio de la época de puesta y aparecid un pico coincidente con el punto
medio del periodo de puesta. En los teledsteos se ha atribuido a la GtHII juega un papel
fundamental en la estimulacion de la maduracion y ovulacion oocitaria. Para explicar el
perfil observado en el presente trabajo en los niveles plasmaticos de GtHII hay que tener
en cuenta que la lubina presenta un ovario de tipo sincrono por grupos. En este tipo de
ovario varias series de oocitos se van desarrollando independientemente. Como resultado,
en un determinado grupo de hembras, los oocitos en maduracion y ovulacion comienzan
a aparecer al inicio de la época de puesta y el mayor nimero de oocitos en estos estados
de desarrollo aparece en el punto medio del periodo de puesta. Por lo tanto, las variaciones
observadas en la concentracion de GtHII indican que, en la lubina, esta hormona juega un
papel muy importante en el control de la maduracion oocitaria y de la ovulacion.

Los bajos niveles de GtHII observados durante la época de vitelogénesis
coincidieron con un paulatino aumento de la concentracion de E2. El pico de GtHII se
observo en el mes en el que el E2 llegd a los maximos valores en plasma. En mamiferos y
en peces se ha observado que el E2 regula de un modo biféasico la secrecion de GtHII:
durante la época de vitelogénesis provoca una inhibicion de la liberacion de GtHII desde
las células de la pituitaria aunque, a la vez, puede estar cumpliendo con un papel
estimulador de su sintesis; finalmente la desensibilizacion de las células de la pituitaria
permitiria la liberacién de la GtHII en el momento de la maduracion y ovulacién oocitaria.
Los perfiles de las concentraciones plasmaticas de E2 y de GtHII observados en el presente
experimento apoyan esta hipotesis. Ademas, esta idea se ve corroborada por el hecho de
que los mayores niveles de E2 observados durante la época de vitelogénesis en los grupos
alimentados con dietas artificiales, coincidieron con los picos mas altos de GtHII (grupos

9% y rico en n-3) o bien con un segundo pico de GtHII que aparecio al finalizar las puestas
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(grupo 30%). Estas observaciones sugieren que las elevadas concentraciones de E2
produjeron una mayor sintesis de GtHII que fue liberada en el momento de la ovulacion

o bien, con un cierto retraso.

Los niveles plasmaticos de E2 fueron mas elevados durante la época de
vitelogénesis en los tres grupos alimentados con dietas artificiales que en el grupo control.
Las dietas artificiales mostraron una concentracion mucho mas elevada de acidos grasos
monoenoicos de cadena larga que la dieta natural. Del mismo modo que en la experiencia
aqterior, estos acidos grasos podrian estar provocando una situacion fisioldgica anormal
que produjera una proliferacion peroxisomal a nivel de las células de la granulosa. Esta
pr:bliferaci()n peroxisomal supone un aumento de las actividades enzimaticas encargadas
de la transformacion de T en E2 y el resultado seria una elevacion de la concentracion

plasmatica de E2.

Tal y como era de esperar los niveles plasmaticos de Vg fueron aumentando
progresivamente durante los meses previos al inicio de puestas, para alcanzar los maximos
niveles cuando estas ya habian comenzado. El grupo B (9%) mostr6 en plena época de
vitelogénesis, en el mes de diciembre, unos niveles significativamente mas altos que los
observados en el grupo control, mientras que los otros dos grupos alimentados con pienso
no mostraron diferencias significativas (p<0.05) con respecto al grupo control. Sin
embargo, en la experiencia anterior los niveles de Vg de todos los grupos alimentados con
dietas artificiales fueron menores que los del grupo alimentado con la dieta natural.
Probablemente, la elevacion de los niveles de Vg plasmatica en las hembras alimentadas
con dietas artificiales en esta experiencia fue causada por la mayor edad y tamafio de las
hembras, de modo que fueron capaces de movilizar reservas de las que carecian dos afios

antes.
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1.- INTRODUCCION

Experiencias realizadas en diversas especies de peces ( Watanabe et al., 1984
b, c,d, e, g h; 1989 a, b; 1991 a, b; Fernandez-Palacios et al., 1995; Zohar et al., 1995)
han puesto de relieve la necesidad de administrar, a través de la dieta, cantidades adecuadas
de acidos grasos, particularmente de la serie n-3, para que el proceso reproductor se
desarrolle normalmente. En la experiencia previa se ha observado que los lipidos de la dieta
ejercen una fuerte influencia sobre la composicion lipidica de los huevos y que la calidad
de éstos no solo depende de las cantidades absolutas de acidos grasos en ellos presentes,
sino también, y de modo muy especial, de las proporciones existentes entre los acidos
grasos de la serie n-3 y los de la serie n-6, asi como de las relaciones DHA:EPA vy

AA:EPA.

En la presente experiencia se plantea la posibilidad de que unas proporciones
DHA:EPA y n-3:n-6 inadecuadas en la dieta se puedan ver compensadas por una elevacion
de las cantidades totales de esos acidos grasos ingeridas por los reproductores. Si
existieran los mecanismos metabolicos adecuados en los reproductores los acidos grasos
podrian distribuirse en las proporciones adecuadas durante el desarrollo oocitario con
independencia de la proporcion existente entre ellos. Hasta el momento hay una faita
absoluta de experiencias que permitan aclarar estas cuestiones debido a la dificultad y
elevado coste que supone la preparacion de piensos enriquecidos en un 4cido graso
particular. Esta dificultad es debida, principalmente, a que los aceites utilizados en la
fabricacion de dietas para peces suelen ser aceites naturales en los que las proporciones de
acidos grasos estan limitadas por las proporciones existentes de forma natural en la materia
prima de la que proviene ese aceite. Actualmente, existen aceites comerciales enriquecidos

en algunas clases de acidos grasos, por ejemplo de la serie n-3, y en particular DHA y
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EPA, que pueden usarse en la manufactura de dietas artificiales. Sin embargo, el elevado
precio de estos aceites hace que no se utilicen normalmente en la manufactura de piensos

con fines comerciales, aunque su utilidad para estudios cientificos resulta evidente.

Por otra parte, en la actualidad hay una escasez importante de trabajos
cientificos que profundicen en el estudio del efecto del régimen nutricional sobre los
mecanismos hormonales que regulan el proceso reproductor en peces (Ver Introduccion.
Seccidn 3). En particular, los que se refieren al efecto de la composicion de las dietas sobre
el funcionamiento del eje hipotalamico-hipofisario son practicamente inexistentes.
Recientemente, Kah et al. (1994) observaron que lubinas alimentadas con una dieta pobre
en'proteinas y con una elevada concentracion de carbohidratos exhibian ciertas alteraciones
en la liberacion de GnRH durante la época de puesta. Este hecho indica que las funciones
secretoras del hipotalamo y de la hipofisis pueden llegar a verse afectadas por
modificaciones en la composicion de la dieta de los reproductores y que, por lo tanto, el
régimen alimenticio puede provocar, también, alteraciones sobre la secrecion de
gonadotrofinas. Sin embargo, hasta el momento, el conocimiento acerca de los niveles
normales de estas hormonas y de su evolucion a lo largo del ciclo reproductor es muy
limitado y se reduce a un pequefio nimero de especies (Ver Introduccion. Seccion 1.3).
La falta de estos conocimientos basicos ha hecho que no resultara viable plantear
experiencias para determinar la posible influencia del régimen nutricional sobre la secrecion
de gonadotrofinas. En la actualidad, la puesta a punto de un ELISA para GtH II de
especies de Moronidae (Mafianos et al., 1996, c), permite estudiar la variacion de los
niveles de esta hormona asi como la influencia que los factores ambientales, incluido el

régimen nutricional, pueden ejercer sobre su secrecion.
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Uno de los objetivos perseguidos en el experimento que ahora se describe fue
determinar si los malos resultados de puesta causados por una proporcion inadecuada de
acidos grasos en la dieta podrian ser compensados con un incremento de las cantidades
absolutas de esos acidos grasos ingeridas por los reproductores de lubina. Para elevar la
cantidad de acidos grasos de la serie n-3 en la dieta se utilizaron dos métodos diferentes:
se aumento la concentracion de esos acidos grasos en los lipidos de los piensos o bien se
aumentd la cantidad total de lipidos del pienso. Ademas se estudié la variacion de los
niveles plasmaticos de Vg, de E2 y de GtH II a lo largo del primer ciclo reproductivo en
las hembras de los cuatro grupos experimentales. El fin fue alcanzar una idea aproximativa
de las interrelaciones que existen en la secrecion de estas sustancias y determinar si las
diferencias en la calidad de las dietas administradas a los reproductores pueden llegar a

afectar a la secrecion de GtH II.

Pez escorpion
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2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- Animales y tratamiento experimental.

Esta experiencia se inici6 en junio de 1993 y comprendié dos periodos
reproductivos. Para cumplir con los objetivos del presente experimento resultaba ideal el
uso de animales en un estado de completa infertilidad causado por un tratamiento
nutricional inadecuado, ya que permitirian observar una posible recuperacion debida al
nuevo régimen de alimentacion. Debido a ello se utilizaron los reproductores que en la
experiencia anterior habian sido alimentados con las dietas artificiales. Estos animales
fueron reagrupados y recibieron las nuevas dietas preparadas para este experimento. La
edad de las lubinas utilizadas, al inicio del experimento, era, por lo tanto, de cuatro afios.
A‘esta edad un reproductor de lubina se encuentra todavia en su plenitud reproductora y
por lo tanto son animales idoneos para estas experiencias. Su peso y talla medios fueron
1327.1 g + 46.2 y 39.8 cm =+ 0.4. El niimero de peces por grupo fue de 20 a 26 y la

proporcion de machos con respecto a hembras oscilo entre 1 y 2 segun el grupo

experimental considerado.

Se establecieron cuatro grupos experimentales, tal y como se ha explicado en
el apartado general de Material y Métodos. Uno de ellos fue el mismo grupo alimentado
con boga de la experiencia anterior. Puesto que este grupo proporciond los mejores
resultados de puestas se le consider6 como control positivo. Otro de los grupos, grupo
A(9%), recibio el pienso con el 9% de lipidos (BOCM Pauls, Renfrew, Escocia. Dieta A)
que habia sido usado en la experiencia previa. Este pienso, tal y como se ha comentado
anteriormente, llevd a los reproductores a un estado de completa infertilidad. En
consecuencia el grupo alimentado con esta dieta sirvid6 como un control negativo. Este
pienso, con el 9% de lipidos, sirvio de base para la fabricacion de los que recibieron los

otros dos grupos experimentales. El grupo B recibi6 una dieta especialmente rica en acidos
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grasos de la serie n-3. Esta dieta se fabrico usando el pienso base y elevando su contenido
lipidico hasta un 16% por medio de un aceite rico en 4cidos grasos de la serie n-3
(abreviadamente va a denominar a esta dieta como rica en n-3 o dieta B). Al grupo C
(también denominado grupo 28%) se le administr6 un pienso con las mismas materias
primas que el del 9% de lipidos pero cuyo contenido lipidico se elevo de una forma
inespecifica hasta el 28% con un aceite de pescado (dieta C). La composicion aproximada
de las dietas aparece en la tabla IV.1 y los resultados de los analisis de acidos grasos de
estas dietas en la tabla IV.2. Los datos de la composicion en acidos grasos de las dietas
experimentales se comentan en el apartado correspondiente de Resultados, en este mismo
capitulo. Todos los peces fueron alimentados durante cinco dias a la semana con una
racion (porcentaje de la biomasa de cada tanque) que fue del 0.7% entre diciembre y
marzo, del 1.8% entre julio y septiembre y del 1.2% el resto del afio. Hay que sefialar que
todos los animales del grupo B murieron durante el verano siguiente a la primera época de
puesta por causa de un fallo en el sistema de aireacion del agua del tanque. Como

consecuencia el segundo ciclo reproductor solo lo completaron los tres grupos restantes.

2.2.- Muestreos.

De un modo similar a la experiencia anterior y tal y como se describio en el
apartado general de Material y Métodos, los peces de todos los tanques se muestrearon
una vez al mes a lo largo del primer afio de experimentacion. En estos muestreos se
recogieron los datos de peso y talla de todos los animales. Ello permiti6 estudiar la posible
influencia del crecimiento sobre los resultados de puesta y calcular la biomasa de cada
tanque para ajustar asi la racion a administrar. Se tomaron muestras de sangre de la forma
habitual descrita en el capitulo general de Material y Métodos y el plasma extraido se
guard6 a -20°C: Los muestreos se interrumpieron después de un afio con el fin de evitar
la manipulacién de los animales en verano, cuando la temperatura del agua es

excesivamente alta y su contenido de oxigeno muy bajo, y durante la época de puesta.
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2.3.- Analisis hormonales.
En las muestras de plasma procedentes de las hembras de todos los grupos

experimentales se determinaron las concentraciones de GtHIL, de 17B-estradiol y de

vitelogenina.

2.4.- Tratamiento estadistico.

Los tests estadisticos aplicados fueron los explicados en el apartado general
de Material y Métodos, seccién 7. El diametro de los huevos, el de la gota de grasa y los
datos de peso y talla resultaron ser paramétricos y se compararon utilizando un ANOVA
seguido del test de rango miltiple de- Student-Newman-Keuls. Los porcentajes de
viabilidad y de eclosion de los huevos, asi como los niveles hormonales y de vitelogenina
ﬁn;ron no paramétricos y se compararon con el test de Kruskal-Wallis seguido del test de

comparaciones multiples establecido por Connover (1980).

Tabla IV.1. Composicion porcentual aproximada de la dieta natural y de los
dos tipos de pienso con los que se alimentaron los diferentes grupos de animales en el
presente experimento. ND: no detectado.

Dieta Dieta A Dieta B Dieta C

natural (9% lipidos) (ricaenn-3)  (28% lipidos)

Proteinas 16 % 54.5% 45 % 46 %
Lipidos 5% 9% 16 % 28 %
Carbohidratos ND 16.5 % 20 % 17 %
Agua 77 % 10 % 9% 4%
Cenizas 3% 10 % 10 % 5%
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Tabla IV.2. Porcentajes de acidos grasos presentes en la fraccion lipidica de
la dieta natural (boga troceada) y de las dietas artificiales utilizadas en este experimento.
*Incluye mas de un monoeno.

Dieta Dieta A Dieta B Dieta C
natural (9% lipidos) (rica en n-3) (28% lipidos)

14:0 1.9 4.6 4.5 5.7
15:0 0.7 0.4 04 0.5
16:0 20.1 15.0 13.4 14.9
16:1 n-7 4.1 49 53 5.6
16:2 n-3 0.7 0.8 1.3 0.8
17:0 1.0 03 0.3 0.3
16:3 n-3 0.6 6 0.8 0.5
18:0 8.3 30 2.5 2.8
18:1 * 10.3 16.3 12.7 15.4

2.6 9.8 6.9 52

0.6 2.0 1.5

0.5 2.5

Saturados totales 32.5 24.1 21.6 25.0

Monoenos totales 18.1 38.3 29.6 42.1
Dienos totales 34 10.7 8.4 6.3
PUFA 44.6 35.1 46.8 29.8
Total n-3 34.6 243 384 23.4
Total n-6 10.0 10.8 8.4 6.4
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3.- RESULTADOS.
3.1. Variacion en peso y talla de las hembras
El peso y talla de las hembras utilizadas en el presente experimento se muestra

en la figura IV.1.

Durante el primer mes de experimentacion el crecimiento fue moderado en
todos los grupos. A partir del mes de agosto se produjo un incremento sostenido en peso
hasta el mes de enero en los grupos alimentados con dietas artificiales y hasta febrero en
el grupo control. A partir de este momento hubo un descenso del peso que fue mas
moderado entre abril y mayo. El grupo control present6 un peso menor que el resto de los
grupos desde el mes de septiembre hasta el final del periodo considerado, sin embargo, no

llegaron a observarse diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Al principio del experimento Ginicamente el grupo A (9%) presentd un aumento
muy moderado la longitud. Este incremento no se detect6 en ninguno de los otros grupos
experimentales entre junio y julio. A partir de julio se produjo una elevacion sostenida de
la longitud en todos los grupos experimentales hasta diciembre, justo antes del inicio de
la época de puesta. Desde este mes en adelante el incremento de longitud fue mucho mas
moderado. El analisis estadistico de los datos no demostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos. No obstante, el grupo control present6, desde

septiembre hasta mayo, una longitud media mas baja que la del resto de los grupos.
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Figura IV. 1. Peso (A) y talla (B) de las hembras de los diferentes grupos experimentales
en cada uno de los meses a lo largo del primer afio de experimentacion. Grupo A (9%),
circulos negros; grupo B (rico en n-3), tridngulos blancos; grupo C (28%), triangulos
negros; grupo control, cuadrados blancos. Cada punto representa la media + SEM de 7 a
12 animales. No aparecieron diferencias significativas entre grupos en ningn mes, ni en
peso, ni en talla.
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3.1.- Resultados de puestas y caracteristicas de huevos.

Caracteristicas de las puestas y valores de fecundidad.
Los datos correspondientes a las caracteristicas de las puestas de los diferentes
grupos experimentales aparecen en la tabla IV.3. Los valores de FT y de FR se muestran

en la tabla IV 4.

En el primer ciclo reproductivo todos los grupos iniciaron las puestas en la
segunda mitad del mes de diciembre. La primera puesta aparecio en el grupo A (9%), el
18 de diciembre. Pasados cuatro dias las puestas se iniciaron en el grupo control, seis dias
después en el grupo B (rico en n-3) y doce dias mas tarde en el grupo C (28% de lipido.s).
La duracién del periodo de puesta fue de 104 dias en el grupo alimentado con una dieta
natural y de 88 (grupo B), 89 (grupo C) y 110 (grupo A) dias en los grupos alimentados
con dietas artificiales. (Los datos correspondientes al grupo B no se citan en la segunda
época de puesta porque este grupo muri6 durante el verano, entre las dos épocas de puesta
estudiadas. Ver Material y Métodos de este mismo capitulo, seccion 2.1). En el segundo
ciclo reproductivo las puestas comenzaron el dia 27 de diciembre en el grupo C que fue
el grupo que mas tarde las comenz6 en la primera época de puesta. El grupo control las
inicié 16 dias mas tarde y en el grupo A, que fue el primero en comenzar a poner en la
época de puesta anterior, no se recogieron puestas mas que a partir del dia 19 de enero.
También hubo variaciones en la duracion del periodo de puesta que oscil6 entre los 80 dias
del grupo A y los 100 dias del grupo C.

En la primera época de puesta el punto medio del periodo de puesta vari entre
el 7 de febrero, para el grupo B (rico en n-3) y el 21 de febrero, en el grupo control. En
la segunda época de puesta el punto medio de puesta del grupo C (30%) fue el 15 de

febrero, el del grupo B el 20 de febrero y el del grupo control el 26 de febrero.
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Tabla IV.3. Caracteristicas de las puestas de los distintos grupos
experimentales. Junto a la fecha de inicio de las puesta se indica, entre paréntesis, €l
nimero de dias que durd el periodo de puesta. El peso medio de las hembras en postpuesta
se representa como la media + SEM del nimero de hembras de cada grupo durante el
periodo de puesta.

Grupo Grupo A Grupo B Grupo C
Control (9% lipidos) (rico en n-3) (28% lipidos)

1994 22.12.93 18.12.93 24.12.93 30.12.93
(104) (108) (88) 89)
Fecha de inicio de las
puestas y duracién del
, , 1995 04.01.95 19.01.95 27.12.94
periodo de puesta (dias)
(96) (80) (100)
4
Pto. medio del periodo de 1994 210294 150294 70294 13029
puesta. 1995 260295 200295 150295
1994 7 12 11 10
N° total de hembras 1995 7 6 10
1994 31 33 25 33
N° puestas por hembra 1995 29 27 30
Peso medio de las 1994 1681110 2117 £ 107 2151 £132 2110 £ 137
hembras en postpuesta 1995 2364+230 2863 =157 2764 + 175
®
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Los grupos alimentados con dietas artificiales mostraron, en la primera época
de puesta, una FT mucho menor que la del grupo alimentado con la dieta natural. Estas
diferencias se hicieron también patentes en los valores de FR, que en los grupos que
recibieron las dietas granuladas fue aproximadamente la mitad de la observada en el grupo
control. En la segunda época de puesta el grupo control continué manteniendo el valor mas
elevado de FT, aunque fue muy similar al del grupo C. En la FR, sin embargo, el grupo
control exhibié unos valores muy superiores a los de los dos grupos restantes, alimentados
con dietas artificiales. El grupo C (28%) mostro en las dos épocas de puesta unos valores

de FT y de FR mas altos que los de los otros dos grupos alimentados con pienso.

& La FT mostr6 una fuerte elevacion en afios consecutivos en los tres grupos que
se mantuvieron durante dos ciclos reproductivos. Esta elevacion fue extremadamente
fuerte en el grupo C, duplicandose el valor de la FT en la segunda época de puesta con
respecto a la primera. La FR, sin embargo, disminuyd ligeramente en la segunda época de
puesta en los grupos control y A. El grupo C, al contrario, exhibié una elevacién de los

valores de FR, asociada con el fuerte incremento de la FT.

Diametro de los huevos y de las gotas de grasa.

Los datos de diametro de los huevos y de la gota de grasa aparecen en la tabla
IV.5. El diametro de los huevos oscilo, en la primera época de puesta, entre 1.179 mm en
el grupo C (30%) y 1.202 mm en el grupo A (9%). En la segunda época de puesta el
diametro menor correspondi6 al grupo C (28%), 1.152 mm, y el mayor al grupo A (9%)
1.170 mm. Por su parte el didmetro de la gota de grasa varié entre 379 um (grupo control)
y 398 um (grupo A), en la primera época de puesta, y entre 367 pum (grupo control) y 378

um (grupo A), en la segunda. Igual que en la experiencia anterior no se observaron
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diferencias significativas (p<0.05) entre grupos en ninguna de estas dos variables, ni

tampoco aparecieron diferencias significativas entre afios dentro de un mismo grupo.

Tabla IV.4. Fecundidad total (n° de huevos por hembra) y relativa (n° de
huevos por Kg de hembra) de los diferentes grupos experimentales en los dos periodos de
puesta tomados en consideracion.

Grupo Grupo A Grupo B Grupo C
Control (9% lipidos) (rico en n-3) (28% lipidos)

1994 1595651 1004913 750491 1096829

Fecundidad Tot:
ecundidad Total FT) 45 5589609 1292900 1926427
1994 948904 474388 346909 519774
Fecundidad Relativa (FR) 5 ggn3g¢ 451641 696995

Tabla IV.5. Diametro medio de los huevos y de la gota de grasa en los
diferentes grupos experimentales. Datos se presentan como mediastSEM. No aparecieron
diferencias significativas entre grupos o entre afios (p<0.05)

Grupo Grupo A Grupe B Grupo C
Control (9% lipidos) (rico enn-3) (28% lipidos)

Dismetro medio del 1994 1.189+0.01 1.202+0.00 1.189+£0.01  1.179+0.01

huevo (mm) 1995 1.159+0.00 1.170+0.00 1.152+0.001

Diimetro medio dela 1994 379.5+4.6 398.0+6.0 380.7+6.9 389.2+38

gota de grasa (um)
1995 367.245.1 378.5+£5.3 374.2+4.7
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Porcentajes de viabilidad y de eclosion de los huevos.

Los datos correspondientes a las variables tratadas en este apartado aparecen

en la figura IV.2.

En las puestas del afio 1994 el grupo control mostrd el porcentaje mas elevado
de huevos viables, 47%, que fue significativamente distinto (p<0.05) del observado en
todos los demas grupos. En los grupos alimentados con dietas artificiales no aparecieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los porcentajes de flotabilidad de los
huevos. Sin embargo, hay que resaltar que el grupo alimentado con el 9% de lipidos (grupo
A) present6 un porcentaje (3%) mas bajo que el de los otros grupos (12% en el grupo B
y 'I=13% en el grupo C), en los que los granulos de la dieta habian sido enriquecidos con

aceites de pescado.

En el afio siguiente el grupo control sigui6 exhibiendo el porcentaje mas
elevado de huevos viables (52%), que fue, de nuevo, significativamente mayor (p<0.05)
que el del resto de los grupos. El porcentaje de viabilidad de los huevos en el grupo A,
alimentado con el piensos con el 9% de lipidos, fue del 18%, resultando bastante menor
del encontrado en el grupo C, 33%, aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

En las tasas de eclosion, el grupo control mostro, en la primera época de
puesta, un valor del 24%, significativamente mayor (p<0.05) del exhibido por los restantes
grupos experimentales, en los que oscilé entre el 0.3% del grupo Ay el 2.4% del grupo
B. En el segundo periodo reproductivo el grupo control present6 un porcentaje de eclosion
de los huevos del 29%, significativamente mayor (p<0.05) del observado en los grupos A,

11%, y C, 5%.
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Figura IV.2. Porcentajes de viabilidad y eclosion de los diferentes grupos experimentales
en los dos periodos de puesta considerados. Las columnas representan las medias de los
porcentajes obtenidos en todas las puestas recogidas a lo largo del periodo experimental
+ SEM. Barras blancas: porcentajes de viabilidad; barras rayadas: porcentajes de eclosion.
Letras mayusculas diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los
grupos en los porcentajes de viabilidad (p<0.05). Letras mintisculas diferentes sefialan la
existencia de diferencias significativas en los porcentajes de eclosion (p<0.05).
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3.3.- Analisis de lipidos y de dcidos grasos.

Composicion en icidos grasos de las dietas experimentales.

Los porcentajes de acidos grasos presentes en las dietas experimentales
aparecen en la tabla IV.2 (Seccion de Material y Métodos de este mismos capitulo). Las
dietas utilizadas en el presente experimento mostraron algunas diferencias claras en su
contenido en acidos grasos. Tal y como se observd en la experiencia anterior, los
monoenos de 16, 18, 20 y 22 atomos de carbono aparecieron en un porcentaje mas elevado
en las dietas artificiales que en la boga troceada. El porcentaje de monoenos de 20 atomos
de: carbono fue especialmente elevado en las dietas con el 9% (dieta A) y el 30% (dieta C)
de;"-'lipidos: 6.8% y 8.2%, respectivamente. En cambio, en la dieta rica en acidos grasos de
la serie n-3 (dieta B) fue menor, 4.8%, y su porcentaje disminuyé enormemente en la dieta
natural, 1.8%, con la que se aliment6 al grupo control. Las diferencias entre dietas en el
porcentaje de monoenos de 22 4tomos de carbono fueron todavia mayores: 10.4% y
12.9% en las dietas A y C, respectivamente, un 6.8% en la dieta B y unicamente un 0.6%

en la boga troceada.

Las dietas artificiales presentaron también un porcentaje elevado de acido
linoleico (18:2 n-6), reflejando la presencia de aceites vegetales en la manufactura del
pienso: entre 5.2% en la dieta C y 6.9% en la dieta B. Por su parte, la dieta natural sélo
present6 un 2.6% de este acido graso. El porcentaje de acido linolénico (18:3 n-3) fue

también mayor en los granulos de pienso (1.3% a 2%) que en la boga triturada (0.6%).

El porcentaje de 4cido araquidénico en la boga alcanzé el 4.6%, mientras que
en el pienso vari6 unicamente entre 0.5% y 0.8%. El nivel de EPA en la boga fue de 6.7%,

similar al encontrado en las dietas A y C: 7.2% y 7.0%, respectivamente. Sin embargo, en
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la dieta enriquecida en n-3 (dieta B) su nivel se elev hasta 11.6%. Por su parte, los niveles
de DHA fueron mucho mayores en la dieta B, 17.4%, y en la boga, 22.1%, que en las
dietas A y C, en las que los porcentajes de este tiltimo 4cido graso fueron, respectivamente,
de 9.1% y de 8.8%. La relacion AA:EPA fue mucho mayor en la dieta natural, 0.7, que en
las dietas artificiales, 0.1. Del mismo modo, la relacion DHA:EPA en la dieta natural, 3.3,

fue mas elevada que en el pienso, 1.3 a 1.5.

Considerando en conjunto todos los PUFA resulté que la dieta natural y la
dieta B presentaron unos porcentajes de 44.6% y de 46.8%, bastante mas elevados que los
observados en la dieta A, en la que alcanzaron unicamente el 35.1%, y que en la dieta C,
en la que se observo un 29.8% de PUFA. La cantidad de acidos grasos de la serie n-3 fue
mas elevada en la dieta B (38.4%), que fue enriquecida precisamente en esos acidos
grasos, que en las restantes dietas (34.6% en la dieta natural, 24.3% en la dieta A 'y 23.4%
en la dieta C). El porcentaje de 4cidos grasos de la serie n-6 en la dieta natural fue de un
10% y en la dieta A de un 10.8%, reduciéndose este porcentaje en la dieta B a un 8.4%,
y en la dieta C a un 6.4%. Como resultado de estos porcentajes la dieta B present6 una
relacién n-3:n-6 de 4.5, la mas elevada de todas las observadas. Esta relacion fue

tinicamente de 2.3 en la dieta A, mientras que en la dieta natural y en la dieta C fue de 3.5

y 3.7, respectivamente.
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Contenido lipidico de los huevos. Primera época de puesta.
El contenido total de lipidos en los huevos recogidos durante la primera época
de puesta en esta experiencia, asi como los porcentajes de las diferentes clases de

fosfolipidos y de lipidos neutros, aparecen en la tabla IV.6.

Los lipidos neutros fueron el componente principal de la fraccién lipidica.
Dentro de ellos los mas abundantes fueron los ésteres de ceras, que mostraron porcentajes
de alrededor del 55%. El contenido de triglicéridos fue bastante mas bajo,
aproximadamente la mitad del de los ésteres de ceras. Finalmente, el colesterol supuso
aproximadamente el 5% del total de lipidos. En cuanto a los fosfolipidos, el mas abundante
fue 1a fosfatidilcolina (9% a 11%) y, a continuacion, la fosfatidiletanolamina (3%). El resto

de fosfolipidos aparecieron ya en porcentajes menores al 1%.

La unica diferencia a destacar entre grupos, en los porcentajes de los diferentes
tipos de lipidos analizados, corresponde a la fosfatidilcolina, que en los huevos de los
grupos A y control aparecié en una cantidad significativamente mayor (p<0.05) que en los

grupos By C.

188



Elevacion de acidos grasos esenciales

Tabla. IV.6. Contenido total de lipidos de los huevos recogidos de los
diferentes grupos experimentales en la primera época de puesta y porcentaje de las clases
lipidicas en ellos detectadas. Se representan la media de los analisis de 7 a 9 muestras +
SEM. Letras distintas como superindice indican la existencia de diferencias significativas

entre grupos (p<0.05)
Grupo Grupo Grupo Grupo
Control A B C
(9% lipidos) (rico en n-3) (28% lipidos)
Lipidos totales
(ng / huevo) 2836+123 28.2+12.69 28.19+2.10 25.97+1.81
Composicion en clases de lipidos (% de los lipidos totales)
Fosfatidilcolina 11.1+£05* 113+£05° 95+05° 95+0.6°
Fosfatidiletanolamina
. oy 7£0. S50, d1x0. 2%£0.
(+ 4cido fosfatidico) 3.7+£0.1 3.5+0.1 3.1£02 3.2+0.1
Fosfatidilinositol 1.0£0.0 0.9+0.0 0.8+0.1 0.8+0.0
Esfingomielina 03+00* 04%£00° 02+00"™ 02+0.0"
Fosfatidilserina 0.0£0.0 0.1+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
Esteres de ceras 53.5+17 549138 57.0+ 18 56.3 £2.6
Triacilglicerol 257+1.1 238+12 242+1.1 249+ 1.6
Colesterol 47+0.2 52+02 51+03 5.1+04
Lipidos polares totales 16.1+0.1 16.2 £ 0.1 13.6 0.1 13.7+£0.1
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Contenido de acidos grasos en los huevos. Primera época de puesta.
Los porcentajes de los acidos grasos extraidos de los huevos de los diferentes

grupos experimentales en la primera época de puesta aparecen en la tabla IV.7.

Cuando los é4cidos grasos se agruparon segin el nimero de dobles enlaces que
presentan, el grupo mas abundante fue el de los PUFA ( su rango de variacion fue de entre
37.7%, grupo A,y 45.3%, grupo B) y, a continuacion, el de los monoenos ( con un rango
de variacion de 32.6%, grupo B, a 38.4%, grupo C). El porcentaje de acidos grasos
saturados fue mucho menor y estuvo comprendido entre un 18.8% en el grupo A y un
20.6% en el grupo control. Por su parte, los dienos presentaron unos porcentajes que
oscilaron entre el 2.0% en el grupo control y el 7.6% en el grupo A. Cuando la variable
tomada en cuenta para agrupar los acidos grasos fue la posicion del primer doble enlace,
se encontrd que los acidos grasos de la serie n-3 fueron los méas abundantes: entre un
28.9% en el grupo A, y un 36.7% en el grupo B. A continuacion, los mas abundantes
fueron los de la serie n-9: de un 19.6%, en el grupo control, a un 22.3%, en el grupo C.
Finalmente, los acidos grasos de la serie n-6 resultaron ser los mas escasos: 4.7% en el

grupo control, a un 8.7% en el grupo A.

Considerados individualmente los acidos grasos mas abundantes fueron los
monoenos de 18 4tomos de carbono (18:1s) o el DHA, dependiendo de los grupos. Asi,
en los grupos A 'y C, el porcentaje de 18:1s fue del 24% y 25% y el de DHA del 18%y
19%, respectivamente. Por el contrario, en los grupos B y control, el porcentaje de 18:1s
fue del 22% y el de DHA del 24% y 25%, respectivamente. A continuacion, los acidos
grasos mas abundantes fueron los monoenos de 16 atomos de carbono, cuyo porcentaje
oscilé entre el 7.8% del grupo A y el 10.0% del grupo control, y el EPA, con porcentajes

de entre 5.2%, grupo control, y 8.5%, grupo B.
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Las diferencias observadas entre grupos en el contenido en acidos grasos de los
huevos se muestran también en la tabla IV.7. Conviene indicar que la cantidad de acidos
grasos de la serie n-3 presentes en los huevos del grupo A fue significativamente mas baja
(p<0.05) que en los grupos B y Control. Al contrario, la cantidad de acidos grasos de la
serie n-6 fue significativamente menor (p<0.05) en el grupo control que en el resto de los
grupos. Como resultado de estas diferencias la proporcion de acidos grasos de la serie n-3
con respecto a los de la serie n-6 fue significativamente mayor (p<0.05) en el grupo control
que en los grupos A y C. Por su parte, el grupo A presento el valor mas bajo en la relacion

n-3:n-6, siendo significativamente distinto (p<0.05) del resto de los grupos.

Cuando se tomoé en cuenta el contenido de cada acido graso individualmente, se
encontr6 que la cantidad de AA presente en los huevos del grupo control fue
significativamente mayor (p<0.05) que la de los huevos de los grupos A y C. Por su parte,
el EPA mostro diferencias significativas (p<0.05) entre todos los grupos, siendo el grupo
control el que presenté el porcentaje mas bajo de este acido graso. El porcentaje de DHA
fue significativamente mayor (p<0.05) en el grupo control que en los grupos Ay C. A
consecuencia de las diferencias existentes en la distribucion de los diferentes acidos grasos
entre grupos, la relacion DHA:EPA fue significativamente mayor (p<0.05) en el grupo
control que en los grupos A y C y la relacion AA:EPA fue también significativamente

mayor (p<0.05) en el grupo Control que en todos los demés grupos.
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Tabla IV.7. Porcentajes de acidos grasos presentes en los lipidos de los
huevos recogidos en la primera época de puesta. Se representa la media de 7 a 9 muestras.
(SEM inferior al 5% de la media. No se muestra para ganar claridad en la presentacion).
Letras diferentes como superindice dentro de una misma fila indican diferencias
significativas entre grupos en el contenido del 4cido graso correspondiente. (p<0.05).

Grupo Grupo Grupo Grupo
Control A B C
(9% lipidos) (rico en n-3) (28% lipidos)

14:0 2.5 2.3 22 3.1
15:0 0.7 0.3 0.4 0.5
16:0 13.8 12.7 13.9 12.7
16:1* 10.1° 7.8° 7.9° 8.5°
18:0 3.6 3.4 3.7 3.4
18:1* 22.1 24.4 222 25.1
18:2 n-6 1.7°¢ 73° 6.7 5.9°%
18:3 n-6 0.1 0.1 0.2 0.1
18:3 n-3 0.8 1.2 1.1 1.2
18:4 n-3 0.8 0.9 0.9 1.3

22:5 n-6 0.7 0.2 0.2 0.2
22:5n-3 1.5 1.3 1.2 1.3
Total Saturados 20.6 18.8 20.2 19.6
Total Monoenos 33.1° 36.1° 32.6° 38.4°
Total Dienos 20¢ 7.6° 7.0 6.2°
Total PUFA 392° 37.7° 453" 38.7°
Total n-3 343 28.8° 36.7 31.1%
Total n-6 4.7¢ 8.7° 83 7.4°
Total n-9 21.8° 223 ®
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3.4.- Analisis de GtHII, 17B-estradiol y vitelogenina.

Niveles plasmaticos de GtHII.
Los niveles plasmaticos de GtHII detectados en las hembras de los diferentes

grupos experimentales aparecen en la figura IV.3.

Todos los grupos mostraron unos perfiles similares en los valores de esta
hormona hasta el inicio del periodo de puesta, en diciembre. En octubre, todos los grupos
presentaron niveles basales de GtHII, con valores cercanos a 1 ng/ml. En el mes de
noviembre, se observé en el grupo control un ligero incremento de estos valores, que no
llegd a ser estadisticamente significativo. También en el mes de noviembre, los grupos A
(9%) y B (dieta rica en n-3) mostraron una elevacion significativa (p<0.05) de los niveles
de GtHII, mientras que en el grupo C (28%) se produjo un descenso estadisticamenté
significativo (p<0.05). En el mes de diciembre, la concentracion plasmatica de GtHII se
mantuvo en los grupos control, A y B, pero en el grupo C se elevé de manera significativa
(p<0.05). En el mes de enero, la concentracion plasmatica de GtH II aument6 en todos los
grupos. La cantidad de esta hormona continu6 acrecentandose en el mes de febrero, dando
lugar, en los grupos alimentados con dietas artificiales, a un claro pico, ya que se
alcanzaron valores significativamente diferentes (p<0.05) de los observados en los meses
anterior y posterior. En el caso del grupo control los niveles de este mes de febrero fueron
mayores que en enero pero no llegaron a alcanzarse diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), aunque si que lo fueron con respecto a los meses anteriores. La
concentracién de GtH II descendio en todos los grupos en marzo, llegando a valores
significativamente (p<0.05) menores que los del mes de febrero. Los niveles hormonales

se mantuvieron en los meses siguientes o continuaron descendiendo muy lentamente en

193



Elevacion de acidos grasos esenciales

los grupos Control, A y B. Como excepcion, en el grupo C se observa un segundo pico
de esta hormona en ¢l mes de abril, alcanzando valores significativamente mayores
(p<0.05) que los de los meses de marzo y mayo. Todos los grupos alcanzaron niveles

basales en el mes de julio (0.5 a 1 ng/ml).

Los distintos grupos experimentales mostraron ciertas diferencias significativas
(p<0.05) a lo largo del ciclo tomado en consideracion. Asi, el grupo C, en noviembre y
enero, y el grupo B, en diciembre, presentaron valores significativamente menores
(p<0.05) que los del resto de grupos experimentales. Hay que hacer notar el hecho de que
el-’f-lpico de los niveles plasmaticos de GtH II observado en el mes de febrero fue bastante
mas alto en los grupos A y B que en los grupos control y C, alcanzandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Igualmente, el segundo pico observado en el
grupo C hizo que los niveles plasmaticos de este grupo, en el mes de abril, fueran
significativamente diferentes (p<0.05) de los observados en los grupos A y B. Finalmente,
los grupos B y C presentaron niveles significativamente mas bajos que los grupos A y

control en el mes de mayo.
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Figura IV.3. Niveles plasmaticos de GtHII detectados en los plasmas de las hembras de
los diferentes grupos experimentales a lo largo del primer periodo experimental. Cada
punto representa la media = SEM de 6 a 10 animales. Letras mindsculas diferentes dentro
de un mismo grupo sefialan diferencias significativas entre meses. Letras mayisculas
distintas indican diferencias entre grupos dentro de un mismo mes (p<0.05). Las barras
horizontales al pie de cada figura representan el periodo de puesta y la linea vertical el

punto medio de puesta.
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Niveles plasmaticos de 17B-estradiol.

Los perfiles obtenidos en los niveles plasmaticos de E2 se muestran en la
figura IV 4. La concentracion plasmatica de E2 evolucion6 de una manera diferente en las
hembras del grupo control con respecto a las de los grupos alimentados con dietas
artificiales. En el grupo control la elevacion de los niveles plasmaticos de E2, que comenzo
en el meé de octubre y continu6 hasta el mes de enero, se produjo de manera progresiva,
sin que llegaran a observarse diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en meses
consecutivos. En cambio, en los grupos alimentados con dietas artificiales el E2 aumentd
en el plasma de una manera mucho mas brusca. Como resultado, los niveles de E2 en
plasma alcanzados en noviembre en los grupos A, B y C fueron significativamente mas
altos (p<0.05) que los del mes de octubre. Ademas en el grupo B, los niveles plasmaticos
de E2 fueron también en el mes de diciembre, significativamente mayores (p<0.05) que los
observados en noviembre. Los maximos valores de E2 se alcanzaron en todos los grupos
en el mes de febrero, pero Unicamente en el grupo control aparecié un pico, con unos
valores estadisticamente mayores (p<0.05) que los del mes de enero. En todos los grupos,
incluyendo el control, se produjo una disminucion drastica de los niveles de E2 en el mes
de marzo, apareciendo valores significativamente (p<0.05) mas bajos que los del mes de
febrero. La concentracion plasmatica de E2 continué descendiendo hasta alcanzar valores

basales en abril o mayo.

Como resultado de la distinta evolucién de la concentracion plasmatica de E2,
aparecieron algunas diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre grupos,
dentro de un mismo mes. En concreto, todos los grupos alimentados con dietas artificiales
mostraron unos niveles plasmaticos de estradiol significativamente mayores (p<0.05) que

los del grupo control, en los meses de diciembre y enero.
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Figura IV.4. Concentracion plasmatica de 178-estradiol detectada en las hembras de los
distintos grupos experimentales a lo largo del primer ciclo reproductivo estudiado. Cada
punto es la media = SEM de 6 a 10 animales. Letras mindsculas diferentes sefialan
diferencias significativas entre meses dentro de un mismo grupo mientras que las letras
mayusculas diferentes son indicativas de la existencia de diferencias significativa entre
grupos dentro de un mismo mes (p<0.05). La barra horizontal al pie de las figuras
representa el periodo de puesta y la barra vertical el punto medio de puesta.
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Niveles plasmaiticos de vitelogenina.

Los valores de Vg plasmatica detectados en las hembras de los diferentes
grupos experimentales aparecen en la figura IV.5. Todos los grupos mostraron en el mes
de octubre niveles basales de Vg, cercanos a 0 mg/ml, que se elevaron bruscamente
durante los meses siguientes hasta alcanzar en el mes de enero valores de 5 a 8 mg/ml.
Como resultado de esta fuerte elevacion en todos los grupos aparecieron diferencias
significativas (p<0.05) en la concentracion de Vg plasmatica en el mes de noviembre con
respecto a la del mes de octubre. Valores significativamente distintos (p<0.05) de los del
mes de noviembre se alcanzaron en los grupos A y C en el mes de diciembre y en los
grupos control y B en el mes de enero. Las cantidades de Vg plasmatica observadas en el
mes de enero se mantuvieron en el grupo control durante febrero y marzo. Por el
contrario, en todos los grupos alimentados con dietas artificiales se produjo una fuerte
disminucién de la concentracion plasmatica de Vg en el mes de febrero, que result6 ser
estadisticamente significativa (p<0.05) en los grupos A y B, recuperando, en el mes de
marzo, valores similares a los que se presentaron en el mes de enero. En abril, se produjo
un descenso estadisticamente significativo (p<0.05) de los niveles plasmaticos de Vg en

todos los grupos, alcanzandose los niveles basales en el mes de mayo.

El grupo control experimentd una ascension mas suave de la concentracion
plasmatica de Vg que el resto de los grupos. Como consecuencia los niveles plasmaticos
de Vg en el grupo control fueron significativamente menores (p<0.05) que los del grupo
A en el mes de diciembre. En el mes de febrero la situacion se invirtio, resultando los
niveles plasmaticos de Vg en el grupo control significativamente mayores (p<0.05) que

en el grupo A.
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Figura IV. 5. Niveles plasmaticos de vitelogenina detectados en los diferentes grupos
experimentales durante el primer periodo experimental. Cada punto representa la media
+ SEM de 6 a 10 animales. Letras minisculas diferentes sefialan diferencias
estadisticamente significativas entre meses dentro de un mismo grupo y letras mayusculas
diferentes sefialan diferencias significativas entre grupos dentro de un mismo mes
(p<0.05). Las barras horizontales al pie de las figuras representan el periodo de puesta
mientras que las barras verticales representan el punto medio de puesta.
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4.- DISCUSION

4.1.- Resultados de puesta.

Los valores de FT observados presentaron un rango de 750 491 a 2 082 609
y resultaron ser mucho mayores que los encontrados en la experiencia previa o en otros
trabajos llevados a cabo en lubina: la méxima FT detectada previamente en animales bajo
experimentacion se encontro en lubinas de 4 afios alimentadas con una dieta natural y fue
de 664000 (Cerda et al., 1995). La elevada FT del presente experimento fue debida,
probablemente, a la edad de las lubinas utilizadas (5 afios). El aumento de edad en la lubina
lleva asociado un aumento de la FT (Mayer et al., 1990b) causado por el concomitante
incremento de tamafio, como parece ocurrir en otras especies de peces (Bromage ef al.,

1992).

Por otro lado, y confirmando lo observado en el experimento anterior, se
produjo un fuerte incremento de la FT en la segunda época de puesta, que no fue
acompafiado por un aumento similar de la FR. Este mismo fenémeno fue previamente
observado por Bromage e al. (1995) en trucha arco iris, lo que les llevo a sugerir que una
determinada masa de hembras de pequefio tamafio podria producir un mayor nimero de
huevos que una masa equivalente de hembras de mayor tamafio. Esta caracteristica
bioldgica tiene importantes aplicaciones practicas en las explotaciones piscicolas dado que
un determinado peso total de peces de pequefio tamafio podria producir un mayor mimero
de huevos que el mismo peso total de reproductores mas grandes, con los consiguientes

beneficios econémicos de manipulacion y estabulacion de animales.
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El incremento de la FT se produjo de manera simultanea a la disminucién del
diametro de los huevos en todos los grupos experimentales. Por el contrario en salmonidos
(Bromage et al., 1995) o en pez gato africano (Richter ef al., 1995) las variaciones de
tamafio y fecundidad con la edad se hallan asociadas con incrementos en el tamafio de los
huevos. Los huevos grandes, tanto en lubina (Cerda et al., 1994b) como en otras especies,
producen larvas de mayor tamafio que los huevos pequefios (revisado por Springate y
Bromage, 1985; Lagomarsino ef al., 1988; Monteleone y Houde, 1990; Chambers y
Legget, 1996). La importancia de este fenomeno radica en el hecho de que las larvas mas
grandes pueden tener mayores ventajas a la hora de capturar el alimento y de evitar a los
predadores que las larvas pequefias (Chambers y Legget, 1996). Sin embargo en la lubina,
bajo condiciones de cautividad, se encontro (Cerda ef al., 1994b) que, a pesar de esa
ventaja inicial, no habfa reducciones de viabilidad de los huevos o de los porcentajes de
eclosion ni, incluso, de la supervivencia larvaria a los cuarenta dias. Por lo tanto la
moderada reduccion del diametro de los huevos puede ser un mecanismo que ayude a
producir el ligero aumento de fecundidad sin que la viabilidad inicial de los huevos llegue
a verse afectada. Esta hipotesis fue apuntada por Cerda (1993) y se ve corroborada por
las observaciones realizadas en el presente experimento. Por otro lado, las desventajas
debidas a la menor disponibilidad de recursos energéticos en los alevines provenientes de
los huevos de menor tamafio se puede ver compensada, al menos en condiciones de vida
salvaje, por la relativa elevacion de la fecundidad de las hembras, como se ha sugerido en

otras especies (Hayashizaki ef al., 1995; Springate y Bromage, 1985).

Tal y como se observd en la experiencia previa, los grupos que fueron
alimentados con dietas artificiales mostraron unos valores de FT y de FR menores que los

del grupo control. Paralelamente, los porcentajes de flotabilidad y de eclosion de los
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huevos provenientes de los animales alimentados con las dietas artificiales fueron
significativamente menores (p<0.05) que los de los huevos del grupo que fue alimentado
con boga. Estos resultados coinciden con los de otros estudios previos, también llevados
a cabo en lubinas, en los que se demostré que deficiencias nutricionales estaban asociadas
con disminuciones en los valores de fecundidad y de calidad de los huevos (Cerda ez al.,
1994a, b; 1995). En la discusion de la experiencia anterior ya se sefiald que el porcentaje
de proteinas suministrado en las dietas artificiales es lo suficientemente alto como para no
provocar alteraciones en los resultados de puesta (Cerda et al., 1994b). Por otra parte la
miodificacion del contenido absoluto de lipidos de las dietas artificiales en el presente
experimento no estuvo asociada con variaciones en los resultados de puesta, por lo que
tampoco puede atribuirse al contenido absoluto de lipidos la responsabilidad de los malos
resultados encontrados en los animales alimentados con dietas artificiales. Todo ello
parece apuntar hacia las variaciones en la composicion de 4cidos grasos de la fraccion
lipidica de las dietas artificiales con respecto a la dieta natural como una causa importante
de los malos resultados de puesta obtenidos. En el apartado siguiente de esta discusion se
va a profundizar en las relaciones existentes entre la composicién en acidos grasos de las

dietas, de los huevos y los resultados de puesta.
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4.2.- Composicion de lipidos y acidos grasos de los huevos.

Composicion lipidica de los huevos.

Tal y como se observo en la experiencia anterior, los lipidos neutros fueron
mucho mas abundantes que los fosfolipidos en los huevos de lubina. Ademas, las clases
de lipidos analizadas también presentaron el mismo orden de abundancia, que es semejante

al de otras especies de peces (Henderson, 1987).

Dentro de la fraccion lipidica apolar hay que destacar que el mayor porcentaje
de todas las clases de lipidos analizadas corresponde a los ésteres de ceras, cuya
concentracion fue mas del doble que la de triglicéridos. La principal funcion de estos
ésteres de ceras, junto con la de los triglicéridos, es la de servir como fuente de energia
(Sargent ef al., 1989). Los ésteres de ceras han sido observados en los huevos de otras
especies de peces marinos como el mugil (Spener y Sand, 1970) y el rodaballo (Finn ez al.,
1995). Sin embargo los huevos de muchas especies carecen de ellos, como es el caso del
fletan (Ronnestad er al., 1995), el bacalao, el arenque, el Gadus virens, el
Melanogrammus aeglefinus, y el Ammodytes lanceolatus (Tocher y Sargent, 1984). El
elevado porcentaje de ésteres de ceras aparecido en los huevos de la lubina resulta una

peculiaridad caracteristica de esta especie.

A diferencia de lo observado en la experiencia anterior, la variacion en las
concentraciones de lipidos y de acidos grasos administradas a través de la dieta si que
provocd la aparicion de niveles de fosfatidilcolina y de esfingomielina estadisticamente
distintos (p<0.05) entre los huevos de los distintos grupos. Sin embargo no se dio una

relacion directa entre la composicion de fosfolipidos y la calidad de las puestas, ya que a
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los grupos con mayores niveles de fosfatidilcolina y esfingomielina les correspondieron,
indistintamente, unos huevos de calidad alta, como los del grupo control, o de calidad baja
como los del grupo A (ver tabla IV.6 para datos de lipidos y figura V.2 para datos de
calidad de huevos). Todo ello parece indicar que las diferencias encontradas en la calidad
de las puestas no pueden atribuirse a las variaciones en el contenido de fosfatidilcolina y

de esfingomielina observadas de unos grupos a otros.

Contenido de acidos grasos de los huevos.

El grupo control fue el mismo que se utilizo en la experiencia anterior y el
perfil de 4cidos grasos de sus huevos fue similar al obtenido previamente. Puesto que este
grupo dio los mejores resultados de puesta en todos los ciclos reproductivos estudiados
el contenido de 4cidos grasos de sus huevos podria utilizarse como referencia en el estudio

de la composicion bioquimica de los huevos de lubina.

Los porcentajes de acidos grasos observados en los huevos de los diferentes
grupos reflejaron, de nuevo, los porcentajes encontrados en las dietas. Este hecho se
observa de una manera muy clara en los huevos de los grupos que recibieron la dieta con
el 7% y 30% de lipidos. Ambas dietas fueron fabricadas con el mismo aceite por lo que
el perfil de acidos grasos fue muy similar y se repitié de una manera muy evidente en los
lipidos de los huevos. Los resultados de la presente experiencia corroboran la hipotesis,
planteada en el experimento anterior, de que el contenido y proporciones de acidos grasos
en los huevos depende tinicamente de las concentraciones de 4cidos grasos de la dieta y

no del contenido total de lipidos que se administra a los reproductores.
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Como se indicd en la experiencia previa, los PUFA de la serie n-3, y en
particular el DHA (22:6 n-3), cumplen con una funcion generalizada de mantenimiento de
la integridad estructural y funcional de las membrana plasmatica en peces (Sargent, 1994).
En particular el DHA ejerce un papel muy importante en las membranas celulares de los
tejidos neuronales y ojos de todos los vertebrados, incluidos los peces (Sargent ef al.,
1995). La importancia del DHA queda ilustrada por el hecho de que los lipidos
constituyen aproximadamente el 40% del peso seco del cerebro de los peces,
correspondiendo cerca de un 10% a la fosfatidiletanolamina (Mourente ef al., 1991) y el
DHA supone alrededor del 40% del total de los 4cidos grasos presentes en este fosfolipido
(Bell y Dick, 1991). Si se tiene en cuenta que el tejido neuronal es una parte bastante
grande del total del embrion y de la larva, se comprende que un aporte adecuado de DHA

durante el crecimiento es fundamental para el normal desarrollo embrionario.

En el presente experimento, se pretendio observar si una elevada
concentracién de DHA en la dieta, como la que presenta el grupo B, que se reflejaria en
un elevado porcentaje de DHA en los huevos permitiria un crecimiento adecuado del
embrion, independientemente de la proporcidn de este acido graso con respecto al EPA
(20:5 n-3). Los huevos del grupo B presentaron, sin embargo, unas tasas de eclosion muy
bajas, asociadas a una baja relacion DHA:EPA, a pesar de que los niveles de DHA fueron
similares a los de los huevos del grupo control. Estos resultados indican que el normal
desarrollo embrionario de la lubina es altamente dependiente de la relacion DHA:EPA y
no de la cantidad absoluta de DHA. Ademas, el hecho de que los valores mas elevados de
la relacion DHA:EPA estuvieran asociados con los mejores resultados de puesta confirma

la idea de que el DHA tiene una mayor importancia funcional que el EPA.
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Un aspecto que no se ha contemplado hasta el momento en las publicaciones
relativas a la nutricion de reproductores de peces es el del valor mas adecuado de la
relacion DHA:EPA en las dietas. Unicamente Sargent ez al. (1994) recomiendan el uso de
una proporcion DHA:EPA de alrededor de 2:1 en las dietas de peces. Sin embargo, en el
caso de la lubina, los mejores resultados han sido obtenidos, tanto en los presentes
experimentos como en los realizados por Cerda ef a/., (1995), en animales alimentados
con la dieta natural en la que la relacion DHA:EPA era de 3.3. Este hecho deberia de ser
tomado en consideracion de ahora en adelante en el disefio de los piensos artificiales para

peces.

4.3.- Niveles plasmiticos de GtHII, de 178-estradiol y de vitelogenina.

Niveles plasmaticos de GtHII.

La variacion de la concentracion plasmatica de GtHII a lo largo del ciclo
reproductivo ha sido establecida hasta el momento en algunas especies de salmdnidos
(Prat ef al., 1996; Sumpter ef al., 1991; Swanson, 1991) y en el pez rojo (Kobayashi et
al., 1988). En el presente trabajo se da, por primera vez, una descripcion detallada de la
evolucion de los niveles de GtHII en una especie de pez con un ovario del tipo sincrono

por grupos, como es la lubina.

En el grupo control, los niveles de GtHII fueron bajos a lo largo del periodo
de gametogénesis, es decir, en la época de prepuesta, de octubre a diciembre. A
continuacion, la concentracion plasmatica de esta hormona se elevd, coincidiendo con el
inicio del proceso de maduracién y ovulacion oocitaria, al comienzo de la época de puesta

y alcanzo los niveles maximos en el punto medio de las puestas, cuando los niveles de Vg
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y de E2 eran los mas altos. En salmonidos, el Gnico grupo de peces en el que existen
ensayos especificos para determinar la concentracion plasmatica de GtHI y de GtHII, se
observd que los niveles plasmaticos de GtHI se mantienen elevados durante la
gametogénesis produciéndose un claro descenso en el periodo de prepuesta, que coincide
con una brusca subida de la concentracion de GtHII (Suzuki ef al., 1988; Swanson, 1991).
En trucha arcoiris y en trucha comin los valores de la concentracion plasmatica de GtHII
sufren una fuerte elevacion en el momento de la ovulacion para descender rapidamente a
continuacion (Kobayashi ez al., 1987a; Sumpter and Scott, 1989). En el pez rojo, especie
con un desarrollo ovérico de tipo asincrono, el crecimiento de los oocitos tiene lugar bajo
unos niveles de GtH II extremadamente reducidos (Kobayashi ef al., 1987b; 1988).
Unicamente en el momento de la ovulacién aparecio un claro aumento en la concentracion
plasmatica de esta hormona que descendi6 inmediatamente después. La lubina se
caracteriza por poseer un ovario de tipo sincrono por grupos, en el que dos o tres series
de oocitos se van desarrollando independientemente hasta las ultimas fases de desarrollo
oocitario (Mayer et al., 1988; Alvarifio ef al., 1992a). Como resultado, en un mismo
ovario pueden aparecer oocitos en estados de desarrollo muy diferentes. Ademas, en un
determinado grupo de hembras, sera en el momento medio del periodo de puesta cuando
el proceso de maduracion coincida en un mayor nimero de oocitos. El pico observado en
esta experiencia, en todos los grupos, en el momento medio del periodo de puesta soporta
la idea de que, en la lubina, la GtHII es muy importante en el control del proceso final de
maduracién oocitaria y de la ovulacién, de modo similar a lo descrito en otras especies de

peces.
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La GtHII también parece estar implicada, en salménidos, en la estimulacién
de la secrecion del E2. Asi, por ejemplo, la GtHII estimula la secrecion de E2 en foliculos
aislados de salmén, de un modo semejante a como lo hace la GtHI (Suzuki et al., 1988;
Swanson et al., 1991). Sin embargo, en foliculos de trucha arcoiris en inicio de
vitelogénesis nicamente la GtH I fue capaz de estimular la sintesis de E2, sin que la GtHII
tuviera efecto alguno (Sumpter ef al, 1991). En nuestra experiencia, los grupos
alimentados con dietas artificiales presentaron durante la fase de vitelogénesis unos
elevados niveles de E2 que no aparecieron asociados con una concentracion alta de GtHII.
Sin embargo, apareci6 un pico transitorio de GtHII al comienzo de la vitelogénesis cuyo
significado es todavia desconocido pero que podria estar implicado en la estimulacién
inicial de la secrecion de E2. De todas maneras, los niveles bajos de GtHII durante la
vitelogénesis sugieren que esta hormona no juega un papel fundamental en la lubina en la
estimulacion sostenida de la sintesis de E2 y en el mantenimiento de la vitelogénesis. Estas

funciones le corresponden probablemente a la GtHI.

El paulatino aumento de los niveles de E2 durante la primera mitad (octubre
a enero) del ciclo considerado aparece asociado con una baja concentracién de GtHII que
aument6 bruscamente en el punto medio del periodo de puesta (febrero). Los niveles bajos
iniciales de GtHII podrian ser debidos a una inhibiciéon de su secrecion debida a una
retroalimentacion negativa causada por el E2. La desensibilizacion de las células secretoras
de GtHII ocasionaria la secrecion repentina de la GtHII. En todas las especies de
mamiferos estudiadas se ha observado un efecto de retroalimentacion negativa causado
por los esteroides sobre la secrecion de LH (revisado por Schwartz, 1995). En el caso

concreto de la vaca (Goodman ef al., 1980) la secrecién de LH es regulada por el E2 de
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un modo bifasico: un fuerte aumento en los niveles de E2 circulante provoca la supresion

de la secrecion de LH, antes de inducir finalmente su liberacion.

En peces parece operar un mecanismo similar. En un experimento llevado a
cabo en salmén coho (Benfey ef al., 1989) se observd que los niveles hipofisarios de
GtHII fueron significativamente mas elevados en los animales inyectados con E2 que en
los controles, que solo recibieron suero salino. En cambio, los niveles plasmaticos de
GtHII en los animales inyectados con E2 fueron significativamente menores (p<0.05) que
en los animales controles. Los autores atribuyeron este efecto a una inhibicion por los
estrogenos de la liberacion de GtHII desde la pituitaria. Este mismo control de la
liberacién de GtHII a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa ejercido por
los esteroides fue observado en diversas especies de teledsteos por medio de experiencias
de gonadectomia y posterior administracion de esteroides (Bommelaer et al., 1981;
Kobayashi and Stacey, 1990). Estudios realizados en ejemplares inmaduros de salménidos
(Crim and Evans, 1983) y de anguila europea (Dufour ef al., 1983) han mostrado que el
E2 y la T ejercen una accidn positiva sobre la estimulacion de la sintesis de GtH a nivel de
la pituitaria, pero no sobre su liberacion (Revisado por Peter 1982, 1983; Kah, 1986).
Como ya se ha comentado previamente en el presente trabajo (Ver Capitulo I
Introduccion, seccion 1.3 ) el control neuroendocrino de la secrecion de GtH Il en el pez
rojo es regulado por la accién estimulante de la GnRH y por la accion inhibitoria de la
dopamina (Peter ef al., 1991). El efecto negativo de los esteroides sobre la liberacion de
GtH de la pituitaria en pez rojo parece ser, en parte, debido a una estimulacion de la
renovacion de la dopamina con lo que se favorece su accion inhibidora (Trudeau et al.,

1991a; 1993).
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En el pez rojo la accion estimulante de los esteroides quedd patente por el
hecho de que el E2 y la T ejercieron un efecto positivo sobre la secrecion de GtH
estimulada por la GnRH (Trudeau et al., 1991 b). Por su parte, la T tuvo este mismo
efecto en carpa y en Paramisgurnus dabryanus ("chinese loach") (Trudeau e al., 1991
c). Sin embargo, estos esteroides por si solos, sin la estimulacién de la GnRH, no tuvieron
ningtin efecto sobre la secrecion basal de GtH. En la lubina, los implantes de E2 y de T
provocaron un incremento de los niveles hipofisarios de GnRH, (Zanuy, Carrillo, Mateos,
Trudeau, Kah,. 1997, resultados sin publicar) mostrando el papel estimulador de estos

esteroides sobre la secrecidn de esta hormona.

Los datos obtenidos en el presente trabajo acerca de los niveles de GtHII no
permiten establecer los mecanismos neuroendocrinos modulados por la accion de los
esteroides, pero parecen indicar que en los reproduct-ores de lubina los esteroides ejercen,
en un principio una influencia negativa sobre la secrecion de GtHII para favorecer,
finalmente, su liberacion. El hecho de que en lubinas alimentadas con dietas artificiales se
observara un descenso de los niveles hipofisarios de GnRH en la época de puesta (Kah ef
al., 1994) sugiere que es en este momento cuando la GnRH contenida en las terminaciones
nerviosas de la pituitaria es liberada para ser utilizada . La accién de la GnRH sobre la
liberacion de GtH se veria favorecida por los elevados niveles de esteroides detectados en
plasma tal y como se ha observado en otras especies de peces (Trudeau ez al., 1991a, b,c).
Esta hipotesis parece estar corroborada por las diferencias en los niveles de GtHII
observados entre los grupos A (9%) y B (rico en n-3) y el grupo control. Probablemente
los mayores niveles detectados en los grupos A y B en febrero, en el punto medio del
periodo de puesta, estan asociados con una mayor estimulacion de la secrecion de GtHII

causada por los mayores niveles de E2 que aparecieron durante los meses precedentesen
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estos mismos grupos. La inhibicidn inicial de la secrecion de GtHII por los esteroides, en
el caso de la lubina, no parece debida a la accion de la dopamina ya que la inhibicion

dopaminérgica en esta especie se observd que era casi nula (Carrillo ef al., 1995b).

El grupo C, que recibié un pienso con un 30% de lipidos, exhibi6, igual que
los demas grupos, un primer pico en los niveles plasmaticos de GtHII coincidente con el
punto medio del periodo de puesta. Sin embargo, durante la postpuesta aparecio, en este
grupo, una segunda elevacion de los niveles de GtHII que no se observo en ningun otro
de los grupos experimentales. Este segundo pico parece estar relacionado con un retraso
en la liberacién de la GtHII acumulada a nivel de la pituitaria, pero su causa y significado

resultan, por el momento, desconocidos.

Niveles plasmaticos de 17B-estradiol.

La concentracion plasmatica de E2 evolucion6 en todos los grupos de un
modo similar a lo descrito en la experiencia anterior, es decir los niveles de E2 fueron
aumentando paulatinamente a lo largo del proceso de vitelogénesis, alcanzaron un pico
hacia el punto medio de puestas y disminuyeron al final del periodo de puesta. Este hecho
evidencia el papel fundamental jugado por este esteroide en la estimulacion de la sintesis
hepatica de Vg en la lubina (Mafiands ef al., 1996a). Ademas, se halla en relacion con el
hecho de que la lubina presente un ovario de tipo sincrono por grupos (Mayer ef al., 1988;
Alvarifio ef al., 1992a) lo que hace que el proceso de vitelogénesis se solape con el

periodo de puesta.
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Igual que en el primer experimento realizado, desde el inicio del proceso de
vitelogénesis hasta el punto medio del periodo de puesta, todos los grupos alimentados
con dietas artificiales presentaron unos niveles de E2 mas altos que los del grupo que
recibi6 una dieta natural. Tal y como ocurri6 en la primera experiencia, el contenido total
de lipidos de la dieta natural fue mucho menor que el de las dietas artificiales. Puesto que
para la sintesis de esteroides es necesario un aporte adecuado de colesterol (Nagahama,
1983), una deficiencia nutricional en lipidos podria estar relacionada con una disminucién
de la cantidad de colesterol disponible para servir de sustrato en la formacion del E2. Esta
hipétesis fue sugerida previamente por Cerda ef al., (1994) al observar que en lubinas
alimentadas con una racién que era la mitad de la racién normal se producia una
disminuci6n en los niveles plasmaticos de E2 (Ver discusion del capitulo III. Seccion 4.4).
No obstante las dietas artificiales presentaron una concentracién de acidos grasos
monounsaturados de 20 y 22 atomos de carbono mucho mayor que la de la dieta natural.
Tal y como se propuso en la discusion de la primera experiencia (Seccion 4.4) los elevados
niveles dietéticos de estos monoenos pueden relacionarse con una proliferacion
peroxisomal (Henderson ef al., 1982; Henderson y Sargent, 1984, 1985) a nivel hepatico.
Mercure et al., (1995) también observaron la existencia de peroxisomas a nivel de las
células foliculares y, ademas, demostraron su relacion con el metabolismo de esteroides.
Por lo tanto la proliferacién de peroxisomas causada por los monoenos de 20 y 22 atomos
de carbono podria producirse también en las células foliculares de la granulosa. Los
peroxisomas derivan de las membranas del reticulo endoplasmatico (Berkaloff ef al., 1981)
en las que se encuentran las actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo de
esteroides. Debido a ello, una proliferacion peroxisomal en las células de la granulosa

llevaria ligada, también, una elevacion de la actividad enzimatica relacionada con la
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transformacion de T en E2, que es propia de las células de la granulosa. La consecuencia

final seria una elevacion de la sintesis de E2.

Por otra parte, se confirma de nuevo la hipotesis de que bajos niveles de E2,
como los aparecidos en el grupo control, son suficientes para estimular de un modo
adecuado la sintesis de Vg (Blythe et al., 1994) que podra ser utilizada para que el
crecimiento de los oocitos se produzca normalmente, obteniéndose buenos resultados de

puesta.

Niveles plasmaticos de vitelogenina.

Los niveles plasmaticos de Vg siguieron, al principio del ciclo reproductivo,
una evolucién similar a la observada en la experiencia consistente en la variacion
inespecifica de la cantidad de lipidos administrada a los reproductores (Capitulo II,
seccion 3.3): desde los valores basales de octubre se fueron elevando paulatinamente hasta
alcanzar los maximos en el mes de enero. Este aumento coincidi6 con el del E2 y es similar
al observado previamente en lubina (Mafianos et al., 1994a; 1997¢c; Cerda et al., 1994a).
En el mes de febrero la concentracion plasmatica de Vg disminuy6 ligeramente en los
grupos que habian sido alimentados con dietas artificiales. Probablemente este hecho esté
relacionado con la finalizacién del proceso de vitelogénesis a nivel hepatico (Cerda ez al.,
1994). En todos los grupos, sin embargo, se observo un nuevo incremento de los niveles
de Vg plasmitica en el mes de marzo. Este segundo aumento ha sido observado
previamente (Mafianos et al., 1997c) y se ha asociado con la reaccion cruzada que
presenta el ensayo de Vg con las proteinas de vitelo que pasan a la corriente sanguinea

durante el proceso de atresia folicular que se produce en la reabsorcién gonadal.
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Los valores absolutos de la concentracion plasmatica de Vg fueron mucho
mayores que en la experiencia de la que provenian estos animales (primera experiencia
realizada consistente en la variacion inespecifica de la cantidad de lipidos ingerida por los
reproductores, Capitulo III), liegandose, a partir de diciembre y durante toda la época de
puesta, a concentraciones hasta tres veces mas grandes que las observadas en aquella
experiencia. Valores tan altos no habian sido registrados previamente (Mafian0s ef al.,
1994a, 1997c; Cerda ef al., 1994a). Probablemente, este aumento de la capacidad de
sintesis de Vg se halle en relacion con el incremento de tamafio experimentado por los
animales, ya que en la experiencia presente el peso medio en postpuesta de las hembras
oscil6 entre 1681 gy 2151 g, mientras que en el periodo de puesta en el que se midio la
Vg en la primera experiencia el peso en postpuesta de las hembras estuvo entre 901 gy
1004 g. Los elevados niveles de Vg también pueden encontrarse asociados con la
necesidad de un elevado aporte de reservas que permita que el ovario de las hembras

crezca del modo adecuado para alcanzar las elevadas fecundidades registradas.

El grupo A mostré una fuerte elevacion de la concentracién de Vg plasmatica
en el mes de diciembre, haciendo que los valores alcanzados fueran significativamente mas
altos (p<0.05) que los del grupo control en este mismo mes. Este resultado puede parecer
contradictorio con respecto a lo observado en la experiencia de la que provienen estos
animales, en la que los grupos alimentados con dietas artificiales mostraron valores de Vg
plasmatica inferiores a los del grupo alimentado con una dieta natural. Sin embargo las
medidas de la concentracion plasmatica de Vg se realizaron, en ese caso, en lubinas de tres
afios que se encontraban en su primera época de puesta mientras que las lubinas utilizadas
en el presente experimento tenian una edad de cinco afios y estaban en su tercera época

de puesta. Probablemente, los mayores niveles de E2 detectados en el grupo A provoquen
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la movilizacidn de reservas acumuladas de las que los animales carecian en el primer
periodo reproductor permitiendo la existencia de una elevada tasa de sintesis de Vg. De
hecho, la capacidad de la lubina para acumular acidos grasos como reserva y movilizarlos
en el momento mas adecuado para que el desarrollo embrionario se produzca normalmente
qued6 comprobada en otra experiencia realizada en este mismo trabajo (Ver Resultados
y Discusion del capitulo V) en la que se observo el efecto de la alteracion estacional de la
administracion de dietas ricas en EFA sobre los resuitados de puesta y sobre los niveles
de Vgy de E2. La Vg formada en las hembras de esta segunda experiencia, sin embargo,
no sirvié para suministrar al oocito las reservas necesarias para que los procesos de
embriogénesis y eclosion tuvieran lugar del modo adecuado, como se deduce de los

resultados de calidad de los huevos y de su composicion en acidos grasos.
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EFECTO DEL MOMENTO DE
ADMINISTRACION DE DIETAS RICAS EN
ACIDOS GRASOS ESENCIALES






Momento de administracion de 4cidos grasos

RESUMEN

Una vez que se habia establecido la importancia de ciertos acidos grasos,
particularmente el DHA (22:6 n-3) y el EPA (20:5 n-3), asi como de las relaciones
DHA:EPA y AA(20:4 n-6):EPA en la determinacion de la calidad de los huevos, se
planteé el interrogante de cual era el momento, dentro del ciclo reproductivo, en el que
los acidos grasos administrados con la dieta, pueden llegar a afectar a la composicion de
los huevos y, de ese modo, a su calidad. Responder a esta cuestion fue uno de los
objetivos de la tercera experiencia llevada a cabo. Ademas, se hicieron anélisis de E2 y de

Vg con el fin de confirmar las observaciones realizadas en las experiencias anteriores.

Para llevar a cabo este experimento se utilizaron dos tipos de dieta. Una dieta
rica en 4cidos grasos esenciales (EFA) y otra pobre en ellos. Para preparar estas dietas los
granulos del pienso con el 9% de lipidos, utilizados en las experiencias anteriores, se
sumergieron en aceite de pescado o en aceite de maiz, de modo que el porcentaje total de
lipidos de la dieta se elevd hasta el 20%. El aceite de pescado tiene una elevada proporcion
de 4cidos grasos de la serie n-3, de modo que con ella se consiguié un pienso rico en EFA.
Al contrario, el aceite de maiz es pobre en este tipo de acidos grasos y el pienso obtenido

resulto también pobre en ellos.

Se establecieron cuatro grupos experimentales. Cada uno de ellos recibio la
dieta enriquecida en acidos grasos esenciales (EFA) durante un determinado periodo del
ciclo reproductivo. Las temporadas en que no se administro esta dieta los animales
recibieron el pienso enriquecido con aceite de maiz. El grupo Sep-Feb fue alimentado con
la dieta rica en EFA entre los meses de septiembre y febrero, es decir, a lo largo de toda

la época de vitelogénesis, que se solapa, al final, con el periodo de puesta. Al grupo Feb-
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Abr se le administrd esta dieta entre los meses de febrero y de abril, o sea, durante la
época de puesta. El grupo Abr-Sep tomo la dieta rica en EFA entre abril y septiembre,
coincidiendo con la época de postpuesta y de previtelogénesis. Finalmente, el grupo Ene-
Dic se mantuvo con esta dieta durante todo el afio. La experiencia se alargd durante tres

periodos reproductivos.

Los distintos tratamientos nutricionales no provocaron la aparicion de
diferencias significativas (p<0.05) entre grupos en el peso de las hembras. El experimento
cémenzo6 en el mes de julio, de manera que el grupo Abr-Sep tomo la dieta rica en EFA
eétre el inicio del experimento y septiembre, es decir unicamente durante dos meses,
previamente al inicio de la vitelogénesis. En los resultados de puesta de este primer ciclo
reproductor no se observaron diferencias entre los grupos en los valores de fecundidad.
Sin embargo, el grupo Sep-Feb, que recibi6 la dieta rica en EFA a lo largo de todo el
proceso de vitelogénesis, y el grupo Ene-Dic, que fue alimentado continuamente con esta
dieta, presentaron unas tasas de viabilidad de los huevos y de eclosion significativamente
mas elevadas que las de los grupos Abr-Sep y Feb-Abr. Cuando comenzo el segundo
periodo de puesta el grupo Abr-Sep ya habia recibido la dieta rica en EFA durante cinco
meses seguidos. En este segundo ciclo estudiado tampoco aparecieron diferencias claras
en los valores de fecundidad entre los grupos. Los grupos Sep-Feb y Ene-Dic mostraron
de nuevo los valores mas elevados en las tasas de viabilidad y de eclosion de los huevos
y en el grupo Abr-Sep se observo una clara elevacion con respecto al afio anterior y con
respecto al grupo Feb-Abr. En el tercer periodo experimental estudiado el grupo Feb-Abr
mostré una fecundidad mucho menor que el resto de los grupos. El grupo Ene-Dic

presento un porcentaje medio de huevos viables significativamente (p<0.05) mayor que
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el resto de los grupos. En cuanto a los porcentajes de eclosion, el grupo Feb-Abr mostro6

un valor significativamente menor (p<0.05) que el de los otros grupos experimentales.

Al analizar los acidos grasos de las dos dietas experimentales se encontrd que
la diferencia mas importante radicaba en la relacion n-3:n-6, que era casi diez veces mas
alta en la dieta rica en EFA que en la dieta pobre en EFA. Los 4cidos grasos de los huevos
reflejaron la composicion de las dietas de manera que en el primer ciclo reproductivo la
mejor calidad observada en los huevos de los grupos Sep-Feb y Ene-Dic estuvo asociada
con una relaciéon n-3:n-6 significativamente mas alta que en los otros dos grupos
experimentales. En el segundo periodo de puesta los mejores resultados obtenidos en los
grupos Sep-Feb y Ene-Dic aparecieron, de nuevo, ligados a las relaciones n-3:n-6 mas
altas. La mejoria observada en el grupo Abr-Sep, con respecto al grupo Feb-Abr, fue
paralela a la aparicion de unos valores mas elevados de las relaciones n-3:n-6 y DHA:EPA
en los huevos del grupo Abr-Sep, que en los del grupo Feb-Abr. Igualmente, el grupo
Abr-Sep presenté un porcentaje mayor de acidos grasos n-3 que el grupo Feb-Abr.
Ademas, el porcentaje medio de estos acidos grasos aument6 en los huevos de los
diferentes grupos paralelamente a su calidad, es decir, los mayores porcentajes aparecieron
en el grupo Ene-Dic, seguido, en orden de abundancia, por los grupos Sep-Feb, Abr-Sep

y Feb-Abr.

Todos estos hechos confirmaron la importancia conjunta que tienen un
porcentaje adecuado de los acidos grasos n-3, asi como unos valores suficientemente
elevados de las relaciones DHA:EPA y n-3:n-6, en la determinacion de la calidad de los
huevos. Ademés los datos obtenidos permiten afirmar que los acidos grasos administrados

durante la época de vitelogénesis a los reproductores de lubina pueden alcanzar a los
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oocitos en formaciéon de modo que afecten a la composicion y calidad de los huevos
obtenidos en la época de puesta inmediata. Por otra parte, la clara mejoria observada en
el segundo afio experimental en la calidad de los huevos del grupo Abr-Sep indica que los
acidos grasos pueden ser acumulados en las reservas corporales y ser movilizados en el
momento mas adecuado para pasar a formar parte de las reservas de los oocitos en

desarrollo.

El E2 y la Vg se analizaron a lo largo del afio experimental en los dos grupos
que habian recibido dos tipos de dietas totalmente distintas a lo largo de los periodos
cémpletos de vitelogénesis y puesta: se trata de los grupos Abr-Sep y Ene-Dic. Los niveles
plasmaticos de E2 no mostraron diferencias entre los dos grupos. Los niveles plasmaticos
de Vg durante la época de vitelogénesis fueron mayores en el grupo alimentado con la
dieta rica en EFA (grupo Ene-Dic) que en el grupo que recibio la dieta pobre en EFA
(grupo Abr-Sep). Puesto que las lubinas utilizadas se encontraban en su primer periodo
de puesta, los resultados obtenidos sugieren que la ingesta de unas cantidades adecuadas
de 4cidos grasos de la serie n-3 asi como una relacion n-3:n-6 lo suficientemente elevada
en la dieta, van a favorecer la aparicion de unas concentraciones plasmaticas de Vg

fisiologicamente normales.
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1.- INTRODUCCION.

Los datos obtenidos en las experiencias previas corroboran la hipotesis de que
la composicion de la fraccion lipidica de las dietas administradas a los reproductores va
a ejercer una fuerte influencia sobre los resultados de puesta y la calidad de los huevos
debido a que provocan modificaciones en la composicion de acidos grasos de esos huevos.
Se ha observado, ademas, que los procesos hormonales relacionados con la regulacion del
ciclo reproductor pueden presentar alteraciones dependientes del tipo de dieta consumida

por los animales.

Sin embargo, las diferencias mas acusadas han aparecido entre los efectos
causados por una dieta natural y los ocasionados por dietas artificiales. Por su parte, el
distinto contenido lipidico de las dietas artificiales no llevé a la aparicion de diferencias
estadisticamente significativas entre las variables tomadas en consideracion. Este hecho
impuso la necesidad de llevar a cabo comparaciones entre dietas artificiales que se
diferenciaran en aquellas caracteristicas a las que se ha atribuido las modificaciones en la
calidad de los huevos, es decir de utilizar dietas artificiales que se diferenciaran en las

proporciones relativas de acidos grasos en ellas presentes y no en sus cantidades absolutas.

Por otro lado, un aspecto que no se ha contemplado en trabajos previos
realizados en lubina es el de la variacion estacional de los requerimientos nutricionales
necesarios para que el proceso reproductor se desarrolle normalmente. En otras especies
de peces tampoco se ha ahondado en esta cuestion. Hasta 1992 el unico estudio realizado
en este sentido trataba acerca del efecto de la alteracion estacional de la racion en trucha

arco iris (Ridelman ef al., 1984), observandose en él que el ayuno de los reproductores de
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trucha durante 1.5 meses antes del inicio de las puestas no provocaba ninguna disminucién
de la fecundidad o del tamafio de los huevos. En 1992, Bromage et al., llevaron a cabo un
experimento consistente en disminuir la racion administrada a diferentes grupos
experimentales de trucha arco iris durante periodos de cuatro meses a lo largo del afio
anterior al inicio de su primer ciclo reproductivo. Estos autores concluyeron que la
fecundidad debia de determinarse tempranamente, ya que unicamente aquellos grupos en
los que la racion se redujo durante el inicio del afio sufrieron una disminucién de la
fecundidad con respecto al grupo control. Del mismo modo que las necesidades de una
déterminada cantidad de alimento no son las mismas a lo largo del afio, probablemente la
n(;acesidad de un suministro adecuado de cierto tipo de nutrientes, en nuestro caso EFA,

puede mostrar fuertes variaciones de unos meses a otros.

En el presente experimento se pretendi6 observar el efecto del incremento de
las proporciones relativas de EFA en dietas artificiales y, a la vez, determinar cual era el
momento, dentro del ciclo reproductivo, en el que los 4cidos grasos administrados a través
de la dieta tienen un mayor efecto sobre la composicion y viabilidad de los huevos

obtenidos.
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2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- Animales y tratamiento experimental.

Esta experiencia comenzo en junio de 1992 y durd tres afios consecutivos. Se
utilizaron lubinas de dos afios de edad, con un peso y talla medios iniciales de 413.4+17.3
g y 32.9+1.0 cm, respectivamente. Las lubinas se repartieron en ocho tanques, recibiendo
cada uno de ellos unos 30 animales, con una proporcién de machos respecto de hembras

de aproximadamente 1.5.

Se establecieron cuatro grupos experimentales, cada uno de los cuales tomo
una dieta rica en EFA durante un periodo diferente. Asi, el grupo Sep-Feb recibi6 esta
dieta, rica en EFA, de mediados de septiembre a mediados de febrero, durante el periodo
de vitelogénesis; el grupo Feb-Abr la recibié desde mitad de febrero a mitad de abril, en
plena época de puesta; al grupo Abr-Sep se le administro esta dieta entre mediados de abril
y mediados de septiembre, a partir del momento en que las puestas tocaban a su fin y el
organismo se prepara para el proximo periodo de puestas, es decir durante el periodo de
postpuesta y previtelogénesis. Finalmente, el grupo Ene-Dic tomo esta dieta a lo largo de
todo el afio. Durante la época del afio en que alguno de estos grupos no recibi6 la dieta
rica en EFA se le administr6 otra dieta con muy bajo contenido en EFA. Un esquema del

protocolo experimental seguido aparece en la figura V.1.

Las dos dietas utilizadas en el presente experimento se obtuvieron a partir de
la dieta base, con un 9% de lipidos, usada en las experiencias anteriores (Ver Capitulos I1I
y TV. Seccién 2.1 de Material y Métodos). Los granulos de esta dieta fueron bafiados con

aceite de pescado, rica en EFA, o con aceite de maiz, pobre en EFA, para obtener las
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dietas rica y pobre EFA, respectivamente. La cantidad de aceite con la que se bafié el
pienso se calculé de modo que los lipidos de la dieta llegaran al 20%. La composicién de
la dieta aparece en la tabla V.1 y los porcentajes de acidos grasos de cada una de las dos

dietas experimentales se muestra en la tabla V.2.

Todos los grupos experimentales recibieron la misma cantidad de alimento,
ajustandose la racion a un 1% de la biomasa de cada tanque, lo que permiti6 que los

animales se alimentaran hasta la saciedad.

2.2.- Muestreos.

Se realizaron muestreos mensuales durante el primer afio de experimentacion.
Se pesé y midio a los animales, lo que permitié calcular la biomasa y ajustar la racion.
También se obtuvieron muestras de sangre. Estos muestreos se interrumpieron durante la
segunda época de puesta para evitar interferencias con el proceso reproductor. A partir
de junio del tercer afio los muestreos se reanudaron, Gnicamente pesando y midiendo a los
animales, para poder calcular la biomasa y la racién de cada tanque, hasta el mes de

noviembre, interrumpiéndose de nuevo antes de la tercera época de puesta.
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Sep-Feb

Feb-Abr

Abr-Sep

Ene-Dic

Oct. Nov. Dic

Figura V.1. Esquema del protocolo experimental seguido en la presente experiencia. Cada
uno de los grupos experimentales recibié un pienso enriquecido en EFA durante un
determinado periodo del afio, lo que se sefiala por el relleno oscuro. El resto del afio
recibieron un pienso pobre en EFA indicado por el relleno claro.

Tabla V.1. Composicion aproximada de las dietas utilizadas en la presente

experiencia.
Composicion aproximada
Proteinas 48%
Lipidos 20%
Carbohidratos 14%
Agua 9%
Cenizas 9%
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Tabla V.2. Porcentaje de acidos grasos presentes en cada una de las dos
dietas utilizadas en el experimento. (* : incluye mas de un monoeno).

Dieta pobre en EFA  Dieta rica en EFA

14:0 3.2 59
15:0 0.2 04
16:0 13.6 13.6
16:1* 10.0 7.8
18:0 23 1.8
18:1%* - 18 12.2
18:2 n-6 27.7 3.8
18:3 n-6 0.1 0.2
18:3 n-3 1.0 09
18:4 n-3 1.5 3.0

21:5n-3 0.2 0.3
22:5 n-6 nd 0.1
22:5n-3 0.5 0.7
Total saturados 19.3 21.7
Total monoenos 40.2 47.1
Total dienos 279 4

Total PUFA 42.5 27.1
Total n-3 14.2 22.3
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2.3.- Estudio de la distribucion de frecuencias de desarrollo oocitario y
de la fecundidad total de las hembras.

En el mes de diciembre se sacrificaron 5 6 6 hembras de cada grupo
experimental (Ver Material y Métodos, seccion S). Se extrajeron los ovarios y se tomaron
muestras de entre 1 y 3 gramos de las partes anterior, media y posterior. Estas muestras
se mantuvieron en liquido de Gilson, que descompuso el tejido conjuntivo dejando libres
los oocitos. El nimero y el tamafio de los oocitos presentes en una alicuota de la muestra
se determino por analisis de imagen. Puesto que se conocia el peso, tanto de la muestra
como del ovario, se calculé el nimero total de oocitos de los ovarios de cada una de las

hembras antes de que se iniciaran las puestas, es decir la FT de las hembras en prepuesta.

Ademas, se realizaron cortes de los oocitos de distinto tamafio con el fin de
observar cual era su estado de desarrollo. Se tomaron en consideracion los siguientes
estados: previtelogénesis, que correspondi6 a los oocitos de hasta 200 pm; vitelogénesis,
oocitos de 200 pm a 400 pum; vitelogénesis avanzada, 400-600 um; postvitelogénesis, de
600 um en adelante (Ver Material y Métodos, seccion 5 y figura II. 1). Se agrupd a los
oocitos en estos estados intervalos de tamafio y se observo si existian diferencias en la
distribucion entre las partes anterior, media y posterior del ovario y entre los diferentes

grupos experimentales.

2.4.- Analisis hormonales.

En las muestras de plasma obtenidas durante el primer afio de experimentacion
en los grupos Abr-Sep y Ene-Dic se analizaron los niveles de E2 'y Vg por los métodos ya
descritos (RIA y ELISA. Ver Material y Métodos, Secciones 7.2y 7.3, respectivamente).

La eleccion de estos dos grupos se basé en el hecho de que desde el inicio de la
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vitelogénesis, en septiembre, hasta el final de la primera época de puesta, en abril, ambos
grupos recibieron tratamientos nutricionales completamente diferentes: uno de ellos
recibio el pienso pobre en EFA (grupo Abr-Sep), y el otro el pienso rico en EFA (grupo
Ene-Dic). La uniformidad de los tratamientos recibidos a lo largo de todo el periodo de
vitelogénesis y puesta permitiria que estos dos grupos reflejaran, de un modo claro, el

efecto de la variacion de la composicion en acidos grasos de la dieta sobre los niveles de

VgydeE2.

2.5.- Tratamiento estadistico.

Los tests estadisticos aplicados fueron los que se han explicado en el apartado
general de Material y Métodos. Se comprobo la parametricidad de los datos usando el test
de Kolmogorov-Smirnoff para el estudio de la normalidad de la distribucion y el 'test de
Bartlett para la homoscedasticidad de los datos. Los datos del diametro de los huevos y
de la gota de grasa, asi como los de peso y talla de las hembras y los de FT real resultaron
ser paramétricos. Se compararon utilizando un ANOVA de dos vias, seguido por el test
de Student-Newman-Keuls para detectar diferencias entre grupos. El resto de los datos,
es decir, los porcentajes de viabilidad y de eclosion de los huevos y las concentraciones
plasmaticas de vitelogenina y estradiol fueron no paramétricos por lo que se compararon
mediante el test de Kruskal-Wallis. Como test de multiple rango se utiliz6 el descrito por

Connover (1980).
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3.- RESULTADOS.

3.1.- Variacion de peso y talla de las hembras.
Los cambios de peso y talla de las hembras de los diferentes grupos

experimentales a lo largo del primer afio de experimentacion se muestran en la figura V.2.

Durante el primer mes el crecimiento fue muy bajo, apareciendo en todos los
grupos, con la excepcion del grupo Ene-Dic, una pérdida general en peso. A partir de este
momento se observd un crecimiento positivo que se mantuvo hasta el mes de diciembre,
al inicio de la época de puesta. Con el comienzo de las puestas se observo en todos los
peces, excepto en los del grupo Abr-Sep, un crecimiento muy moderado o incluso una
reduccién del peso. El anélisis estadistico de los datos de peso no mostro la existencia de

diferencias significativas (p<0.05) entre grupos en ninguno de los meses considerados.

La talla de todas las hembras aument6 de forma sostenida a lo largo de todo
el periodo considerado, aunque en los grupos Abr-Sep y Sep-Feb, durante los tres
primeros muestreos, y en el grupo Abr-Sep, entre marzo y abril, se detectd una ligera
disminucion de la talla. No se observé la existencia de diferencias significativas (p<0.05)

entre las hembras de los diferentes grupos experimentales a lo largo de todo el afio.
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Figura V.2, Variacion del peso (A) y de la talla (B) de las hembras de los diferentes
grupos experimentales durante el primer afio de experimentacién. Grupo Sep-Feb,
circulos; grupo Feb-Abr, cuadrados; grupo Abr-Sep, tridngulos; grupo Ene-Dic, tridngulos
invertidos. Cada punto representa la media + SEM de 17 a 24 hembras. No se observaron
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos.
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3.2.- Resultados de puestas y caracteristicas de huevos.

Caracteristicas de las puestas y valores de fecundidad.

Las puestas se iniciaron siempre en el mismo intervalo de tiempo, en los tres
periodos reproductivos tomados en consideracion: entre los Gltimos diez dias de diciembre
y los cinco primeros de enero (tabla V.3). Ninguno de los tratamientos experimentales
provocd una tendencia al adelantamiento o retraso del momento de inicio de las puestas.
En la duracion del periodo de puesta ocurre algo similar, pero al hacer mencion de esta
variable si que hay que destacar que el grupo Feb-Abr presentd un periodo de puesta
extraordinariamente corto en el tercer afio, coincidiendo, como se vera mas adelante, con

unos pésimos resultados en la calidad de las puestas.

El punto medio del periodo de puesta no mostré diferencias importantes entre
los grupos. En la primera época de puesta se situ6 entre el 1 de febrero, en el grupo Sep-
Feb, y el 12 de febrero, en el grupo Ene-Dic. En la segunda época de puesta aparecio entre
el 3 de febrero, en el grupo Abr-Sep, y el 16 de febrero, en el grupo Sep-Feb. En la tercera
época de puesta fue el grupo Feb-Abr el que presentd un punto medio del periodo de
puesta mas temprano, el 22 de enero, mientras que el mas tardio correspondio al grupo

Ene-Dic, en el que se observ) el dia 10 de febrero.
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Tabla V.3. Algunas caracteristicas de las puestas de los diferentes grupos
experimentales en los tres periodos de puesta considerados. Junto a la fecha de inicio de
las puestas se indica el nimero de dias que durd el periodo de puesta, entre paréntesis. El
peso de las hembras en postpuesta se indica como la media + SEM del nimero de hembras
que habia en cada grupo, valor que también aparece en la tabla.

Grupo Grupo Grupo Grupo
Sep-Feb Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic
1993 26.12.92 26.12.92 29.12.92 5.1.93
94) 95) (85) (83)
Fecha de inicio de las
L, 1994 03.01.94 21.12.93 22.12.93 04.01.94
puestas y duracion del
periodo de puesta (dias) (73) (94) (835) (74)
: 1995 02.01.94 01.01.95 22.12.94 03.01.95
(79) (56) 95) (78)
1993 01.02.93 04.02.93 07.02.93 12.02.93
Pto. medio del periodo de 16.02.94 04.02.94 03.02.94 12.02.94
puesta
1995 03.02.95 22.01.95 23.01.95 10.02.95
1993 23 19 24 17
N°® total de hembras 1994 14 13 15 10
1995 11 13 9 10
1993 1.5 0.9 1.8 1.6
N° puestas por hembra 1994 1.9 2.5 22 2.4
1995 1.1 0.7 2 0.9
. 1993 1046 + 142 984 + 109 1322 £ 118 1023 + 89
Peso medio de las
hembras en l)()stl)uesta 1994 1429 + 68 1535+ 146 1732 £ 121 1464 £ 79
® 1995 2201 £ 120 2357 £ 205 2556 £ 262 2599 % 180
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Los valores de fecundidad obtenidos en los diferentes grupos experimentales
a lo largo de los tres afios que durd el experimento se muestran en la tabla V.4. En la
primera época de puesta (1993), que era, también, la de la primera freza para la mayoria
de los animales bajo experimentacion, tanto la FT como la FR arrojaron valores similares
y bastante homogéneos, que se mantuvieron en un rango de 266010 a 358585 para la FT

y de 259745 a 288875 para la FR.

Enla segunda época de puesta tomada en consideracion (1994) la FT llegé a
ser en todos los grupos mas del doble de la observada en el periodo anterior. La FR
también se elevo considerablemente en todos los grupos, aunque en el grupo Feb-Abr este

aumento fue mas moderado que en el resto.

En el tercer periodo (1995) la FT continu6é aumentando en los grupos Sep-
Feb, Abr-Sep y Ene-Dic, llegando, en este ultimo, casi a duplicar el valor con respecto al
observado en el afio anterior. Por el contrario, el grupo que recibio el pienso rico en EFA
{inicamente durante dos meses en la época de puesta, grupo Feb-Abr, mostr6 una FT muy
reducida que se quedo, aproximadamente, en la mitad de lo obtenido en los otros grupos.
Este grupo experimentd, de hecho, una disminucion del valor de FT con respecto a lo
observado en el afio anterior. La FR, en esta tercera época de puesta, se mantuvo cerca
del valor observado en el afio anterior en los grupos Sep-Feb, Abr-Sep y Ene-Dic, sin
mostrar tampoco variaciones importantes entre estos grupos. Por el contrario, el grupo
Feb-Abr present6 un valor de FR extremadamente bajo: menos de la mitad del observado

en los otros grupos e inferior al de los dos afios anteriores en este mismo grupo.
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Tabla V.4. Fecundidad total (n° de huevos por hembra) y relativa (n° de
huevos por Kg de hembra) de los diferentes grupos experimentales en los tres periodos de
puesta tomados en consideracion.

Grupo Grupo Grupo Grupo
Sep-Feh Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic

1993 305957 269926 358585 266010

Fecundidad Total 1994 760601 600838 943596 538205
1995 1172811 528973 1177061 1049623

1993 288875 274183 287600 259745

Fecundidad Relativa 1994 532234 391366 549172 408427

1995 544513 227924 530464 442660

Diametro de los huevos y de las gotas de grasa.

El diametro medio de los huevos y de las gotas de grasa de cada uno de los
grupos experimentales en los tres afios de experimentacion aparece en la tabla V.5. En los
datos expuestos se observa claramente que el diametro de los huevos presenta un rango
de variacion muy reducido. Ello hace que no lleguen a detectarse diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las medias obtenidas para los diferentes
grupos en los tres afios de experimentacion. Sin embargo, al comparar en conjunto los
datos de todos los grupos entre afios, se observé que el diametro medio de la tercera
época de puesta era significativamente menor (p<0.05) que el de las dos épocas de puesta
anteriores.

El diametro medio de la gota de grasa muestra una clara tendencia a reducirse
en afios consecutivos en todos los grupos. Sin embargo, unicamente el diametro medio de

la gota de grasa del grupo Sep-Feb en 1995 fue significativamente distinto (p<0.05) del
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de este mismo grupo en los dos afios anteriores y del diametro del grupo Abr-Sep en 1993.
Cuando los diametros de la gota de grasa de todos los grupos se consideraron
conjuntamente para cada afio aparecieron diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) entre el afio 1995 y los afios 1993 y 1994.

Tabla V.5. Diametros medios de los huevos y de la gota de grasa obtenidos
en cada uno de los grupos en las diferentes épocas de puesta. También aparecen los datos
correspondientes al conjunto de todos los grupos en cada afio. Los datos aparecen como
medias + SEM. Las diferencias estadisticas entre grupos, considerando todos los afios en
conjunto, se representan por medio de asteriscos diferentes. Los valores sin asterisco no
fueron significativamente diferentes de todos los demas (p<0.05). Letras mayusculas
diferentes como superindice sefialan diferencias estadisticas entre afios para el conjunto
de todos los datos (p<0.05).

Diimetro  Grupo Grupo Grupo Grupo
medio Sep-Feb Feb-Abr  Abr-Sep Ene-Dic
anual.

1993  1.186+0.01 1.198+0.01 1.180+0.01 1.200+0.01 1.167+0.01
Diimetro medio del

huevo (mm) 1994  1.183+0.01 1.206+0.01 1.158+0.01 1.185+0.01 1.181+0.01

1995 1.159+0.01% 1.172+£0.01 1.163£0.02 1.144%0.02 1.1594+0.01

1993  383.0+1.6° 384.6+2.9* 3848+42 383.8+3.1*% 378.7£2.9
Didmetro medio de

la gota de grasa 1994 381.5+1.6* 384.5+2.8* 381.5£3.4 378.843.2 381.2+#33

(pm) 1995  370.6£2.4% 365.4+4.5° 376.7+4.8 369.6£5.9 370.6+4.2
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Porcentajes de viabilidad y de eclosién de los huevos.

Los porcentajes medios de huevos viables obtenidos y las tasas de eclosion
aparecen en la figura V.3. En la primera época de puesta, los grupos que fueron
alimentados con un pienso rico en EFA durante el periodo de vitelogénesis (grupo Sep-
Feb) o durante todo el afio (Grupo Ene-Dic) presentaron los porcentajes mas elevados de
huevos viables. El porcentaje mas bajo correspondi6 al grupo Abr-Sep, que en este primer
afio de experimentacion sdlo recibi6 la dieta rica en acidos grasos entre junio, cuando se
inici6 el experimento, y mediados de septiembre. Los grupos Sep-Feb y Ene-Dic
presentaron valores significativamente mayores (p<0.05) que el grupo Abr-Sep y, ademas,
el grupo Sep-Feb también dio unos porcentajes significativamente mas altos (p<0.05) que

los del grupo Feb-Abr.

En la segunda época de puesta se observaron, en los grupos Sep-Feb y Ene-
Dic, unos porcentajes de viabilidad significativamente mas altos (p<0.05) que los del grupo
Feb-Abr. El porcentaje observado en el grupo Abr-Sep, que en esta segunda época de
puesta ya habia recibido la dieta rica en EFA durante cinco meses, fue mas elevado que
en el periodo reproductor anterior de modo que no aparecieron diferencias significativas
entre este y los otros grupos. Finalmente, en la tercera época de puesta, el grupo Ene-Dic
presento el valor mas elevado de todos los observados a lo largo del experimento, lo que
hizo que este porcentaje fuera significativamente distinto del de los otros tres grupos
(p<0.05). Sin embargo hay que remarcar que el grupo Feb-Abr present6 un porcentaje de
viabilidad menor que en épocas anteriores y muy diferente del de los otros grupos aunque
no llegaran a detectarse diferencias significativas (p<0.05) con respecto a los grupos Sep-

Feb y Abr-Sep.
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Figura V.3. Porcentajes de viabilidad y de eclosion de los huevos en los diferentes grupos
experimentales en los tres periodos de puesta estudiados. Porcentajes de viabilidad: barras
blancas; porcentajes de eclosion: barras rayadas. Los datos se presentan como media +
SEM de los resultados obtenidos en todas las puestas de cada grupo. Letras mayusculas
diferentes sobre las barras blancas sefialan diferencias estadisticamente significativas en la
tasa de viabilidad y letras minasculas diferentes sobre las barras rayadas diferencias

estadisticamente significativas en la tasa de eclosién. (p<0.05).
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En la primera época de puésta las tasas de eclosion de los grupos Sep-Feb y
Ene-Dic fueron similares y significativamente (p<0.05) mayores que las de los grupos Feb-
Abr y Abr-Sep. Estos dos 1ltimos grupos, que habian sido alimentados con la dieta rica
en EFA durante un periodo de tiempo muy corto, exhibieron unos porcentajes de eclosién

muy bajos.

En la segunda época de puesta se elevé el porcentaje de eclosion de todos los
grupos, pero el grupo Feb-Abr siguio presentando un valor muy bajo y significativamente
(p<0.05) menor que el de los grupos Sep-Feb y Ene-Dic. Por su parte, el grupo Abr-Sep
dio un porcentaje de eclosion mucho mayor que en la época de puesta anterior, de modo

que no llegaron a establecerse diferencias significativas entre este grupo y los otros tres.

En el ultimo afio de experimentacion, los porcentajes de eclosion observados
en los grupos Abr-Sep y Ene-Dic fueron mayores que en el afio anterior. El grupo Sep-Feb
present6 un valor algo menor que en la época de puesta previa, pero, tanto este grupo,
como los grupos Abr-Sep y Ene-Dic, tuvieron valores significativamente mayores
(p<0.05) que el grupo Feb-Abr, en el que se dio una disminucién de la tasa de eclosion con

respecto al afio anterior.
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Distribucién de frecuencias de tamaiio oocitario y fecundidad total en los
diferentes grupos experimentales.

La distribucion de las frecuencias de tamafio oocitario en las hembras de los
diferentes grupos experimentales, asi como en las diferentes partes del ovario aparecen en
la figura V.4.

En todos los ovarios estudiados se observd que los oocitos en estado de
vitelogénesis avanzada presentaban el porcentaje mas elevado, seguidos de los oocitos en
estado de postvitelogénesis. Al comparar los porcentajes obtenidos en las regiones
anterior, media y posterior del ovario de todas las hembras se encontr6 que los oocitos
presentaban una distribucion de tamafios homogénea a lo largo de todo el ovario, sin que
se encontraran diferencias signifificativas (p<0.05) entre las distintas partes consideradas.
Por otra parte, cuando se compararon los resultados correspondientes a los diferentes
grupos experimentales se vio que en los ovarios de las hembras del grupo Feb-Abr
aparecian ciertas diferencias con respecto a los de los otros grupos experimentales: el
porcentaje de oocitos en estado de vitelogénesis avanzada era significativamente mas alto
(p<0.05), a la vez que el de oocitos en previtelogénesis era significativamente menor
(p<0.05), que el de los demas grupos experimentales. Ademas, el porcentaje de oocitos
en inicio de vitelogénesis en el grupo Feb-Abr fue significativamente mas bajo (p<0.05)
que en el grupo Abr-Sep.

Los valores de fecundidad total calculados a partir del contaje de oocitos de
las muestras de ovario fueron los siguientes, presentados como media = SEM de 5 6 6
animales: grupo Sep-Feb, 3143037 + 578477 ; grupo Feb-Abr, 3169240 + 734790; grupo
Abr-Sep, 6183779 *1104624; grupo Ene-Dic, 4344896 + 482913. La fecundidad
correspondiente al grupo Abr-Sep fue significativamente diferente (p<0.05) de la de los

grupos Sep-Feb y Feb-Abr.
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Figura V.4. Porcentajes medios correspondientes a los distintos estados de desarrollo
oocitario considerados, en las partes anterior, media y posterior del ovario (parte superior
de la figura) y en los ovarios completos de las hembras de los diferentes grupos
experimentales (parte inferior de la figura). Letras diferentes sobre columnas
correspondientes a un determinado estadio de desarrollo oocitario sefialan diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05). Ant: parte anterior del ovario. Med:
parte media del ovario. Pst: parte posterior del ovario PRV: previtelogénesis. IV: inicio
de vitelogénesis. VA: vitelogénesis avanzada. PV: postvitelogénesis.
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3.3.- Analisis de lipidos y de acidos grasos.

Composicion en acidos grasos de las dietas experimentales.

Los porcentajes de acidos grasos presentes en los lipidos de las dos dietas
experimentales aparecen en la tabla V.2. (Ver, en este mismo capitulo, Material y
Métodos, seccion 2.2). Como en las experiencias anteriores, los acidos grasos con un
tinico doble enlace presentaron porcentajes diferentes entre dietas. Asi, los porcentajes de
20:1y de 22:1 en la dieta enriquecida con aceite de pescado fueron de 11.5 % y de 15.6
%, respectivamente, mientras que en la dieta enriquecida con aceite de maiz estos acidos
grasos aparecieron en un porcentaje de aproximadamente la mitad, 4.9% y 7.3%,
respectivamente. Por su parte, el porcentaje de acido linoleico (18:2 n-6) en la dieta con
aceite de maiz fue de 27.7%, reduciéndose este porcentaje a inicamente el 3.8% en la

dieta enriquecida con aceite de pescado.

El porcentaje de AA (20:4 n-6) fue muy bajo en las dos dietas: 0.3% y 0.5%.
En cambio los acidos DHA (22:6 n-3) y EPA (20:5 n-3) si que presentaron un porcentaje
claramente mayor en la dieta con aceite de pescado, 8.1% y 8.8% respectivamente, frente
aun 5.7% y un 4.9%, en la dieta enriquecida con aceite de maiz. Sin embargo, la relacion
DHA EPA fue parecida en ambas dietas: 1.2 en la dieta enriquecida con aceite de pescado

y 0.9 en la dieta enriquecida con aceite de maiz.

Considerando en conjunto todos los 4cidos grasos de la serie n-3 se observo
que su porcentaje fue mayor en la dieta que tenia aceite de pescado (22.0%) que en la
dieta con aceite de maiz (14.0%). En el contenido en 4cidos grasos de la serie n-6 la

situacion fue la inversa: 4.8% en la dieta de aceite de pescado frente a un 28.3% en la dieta
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con aceite de maiz. Como resultado la relacion n-3:n-6 fue mucho mas elevada en la dieta

enriquecida con aceite de pescado, 4.6, que en la dieta enriquecida con aceite de maiz, 0.5.

Clases de lipidos presentes en los huevos. Primera y segunda épocas de
puesta.

El contenido lipidico de los huevos y los porcentajes correspondientes a las
diferentes clases de lipidos para la primera época de puesta se muestran en la tabla V.6.
Los datos de este parametro correspondientes a la segunda época de puesta aparecen en

la_‘; tabla V.7.

Los componentes mas importantes de la fraccion lipidica fueron los lipidos
neutros, principalmente las ceras, cuyo porcentaje, en la primera época de puesta, oscild
entre 40% y 45% vy, en la segunda época de puesta, entre 50% y 55%. Después de las
ceras, los lipidos mas abundantes fueron los triglicéridos, con un porcentaje de entre 30%
y 35%, en la primera época de puesta, y de entre 23% y 29%, en la segunda. El colesterol
se encontrd en un porcentaje mas reducido: entre 5.6% y 5.9%, en la primera época de
puesta, y entre 5.2% y 6%, en la segunda. Entre los lipidos polares el mas abundante fue
la fosfatidilcolina que constituy6 entre un 10.8 y un 12.3% del total del contenido lipidico
del huevo. Después de la fosfatidilcolina el fosfolipido mas abundante fue la
fosfatidiletanolamina, con un porcentaje de alrededor del 4%. Los otros dos lipidos polares
tenidos en cuenta, el fosfatidilinositol y la esfingomielina presentaron unos porcentajes de

0.8-1.3 y 0.3-0.5, respectivamente.

La administracion de la dieta rica en EFA en diferentes estados de desarrollo

ovarico no provoco ninguna diferencia en el contenido lipidico total de los huevos entre
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los grupos en ninguna de las dos épocas de puesta. De un modo similar, tampoco se
observaron diferencias entre las clases de fosfolipidos analizadas. Sin embargo, si que
aparecieron diferencias a nivel de las clases de lipidos neutros. En la primera época de
puesta, los huevos procedentes de los reproductores que habian sido alimentados con la
dieta rica en EFA durante la puesta (Feb-Abr) y previtelogénesis (Abr-Sep), mostraron
unos niveles de triglicéridos significativamente mas altos (p<0.05) que los de los grupos
que recibieron la dieta rica en EFA durante la época de vitelogénesis (Sep-Feb) y durante
todo el afio (Ene-Dic). En la segunda época de puesta se observo una reduccioén, en todos
los grupos, del contenido en triglicéridos de los huevos, que fue mas acusada en el grupo
Ene-Dic. Ello hizo que los valores obtenidos en este grupo resultaran ser

significativamente menores (p<0.05) que los de los otros tres grupos experimentales.

Las diferencias observadas en el contenido de ceras en los huevos de los
distintos grupos experimentales no llegaron a ser estadisticamente significativas, sin
embargo hay que sefialar que, de un modo inverso al caso de los triglicéridos, en la
primera época de puesta aquellos grupos cuyos huevos presentaron un menor contenido
en ceras fueron los mismos en los que la calidad de las puestas fue mas baja: grupos Feb-
Abr y Abr-Sep. En la segunda época de puesta fue el grupo Ene-Dic el que present6 los

valores mas elevados, correspondiéndose con los valores mas reducidos en triglicéridos.
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Tabla V.6. Clases de lipidos presentes en los lipidos totales extraidos de los
huevos fertilizados correspondientes a los diferentes grupos experimentales en la primera
época de puesta. Se representan como medias de 7a 9 muestras + SEM. Superindices
diferentes en los valores de una misma fila indican diferencias significativas entre grupos

(p<0.05).

Grupo Grupo Grupo Grupo
Sep-Feb Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic
Lipidos totales
39.8+2.1 39.1£ 0.8 37.3£ 0.9 373+2.38
(ng / huevo)
Composicién en clases de lipidos (% de los lipidos totales)
Fosfatidilcolina 12.2+ 0.5 11.8+0.1 11.9+0.2 12.3 £0.6
Fosfatidiletanolamina
41+ 0.1 4.3 £0.1 40+£00 42+0.1
(+ 4cido fosfatidico)
Fosfatidilinositol 1.3£0.0 1.3£0.0 1.2+ 0.0 1.3£0.1
Esfingomielina 0.4+ 0.0 0.5 +0.0 0.5+ 0.0 0.5£0.0
Esteres de ceras 44.840.6  41.7%0.6 42.0£0.7 44.1%1.1
Triglicéridos 31.4+0.9° 34.4+0.3° 34,5+ 0.4° 31.3£0.8°
Colesterol 5.7+0.0 5.6+0.1 5.8%0.1 59+£02
Total de lipidos polares 18.0 £0.6 18.1+0.1 17.7£0.2 18.6+0.8
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Tabla V.7. Clases de lipidos presentes en los lipidos totales extraidos de los

huevos fertilizados correspondientes a los diferentes grupos experimentales en la segunda
época de puesta. Se representan como medias de 7 a 9 muestras + SEM. Superindices
diferentes en los valores de una misma fila indican diferencias significativas entre grupos

(p<0.05).
Grupo Grupo Grupo Grupo
Sep-Feb Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic
Lipidos totales
259+ 19 31.5+24 27513 30.7£ 1.3
(ng / huevo)

Composicion en clases de lipidos (% de los lipidos totales)
Fosfatidilcolina 11.9+0.3 10.8+ 0.9 11.9+£0.5 11.3 0.5
Fosfatidiletanolamina

3.5+ 0.1 3.1+0.2 39+0.2 36+0.2
(+ acido fosfatidico)
Fosfatidilinositol 1.0£0.0 0.8+0.1 1.1£0.1 1.0+ 0.1
Esfingomielina 0.4+0.0 0.4+0.0 0.4+ 0.0 0.3+ 0.0
Esteres de ceras 50.7+1.8 51.242.6 50.6+2.0 55.0+1.9
Triglicéridos 269+16" 29.0£13° 26.6£1.1° 227+1.1°
Colesterol 52+0.1 4604 54+03 6.0+0.3
Total de lipidos polares 16.8 £0.6 15.1£0.1 17.3£0.2 16.2+0.8
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Acidos grasos presentes en los lipidos de los huevos. Primera época de
puesta.

La tabla V.8 muestra los porcentajes de los acidos grasos presentes en los
huevos provenientes de los reproductores sometidos a los cuatro regimenes de

alimentacion en la primera época de puesta.

Los PUFA fueron los 4cidos grasos mas abundantes en los lipidos de los
huevos de todos los grupos experimentales, con porcentajes que oscilaron entre el 40.5%
(Grupo Ene-Dic) y el 47.6% (Grupo Feb-Abr). Los 4cidos grasos con un unico doble
erélace, considerados en conjunto, aparecieron en un porcentaje algo menor que el de los
PUFA.: 32.8% a 37.0%. Por su parte, el porcentaje de acidos grasos saturados fue mucho
mas bajo, 18.0% al 20.2%. Finalmente, los dienos mostraron una fuerte variacion, y fueron
mas abundantes que los 4cidos grasos saturados en los grupos Feb-Abr y Abr-Sep, 23.6%
y 22.8%, respectivamente, pero presentaron un porcentaje mucho menor en los grupos

Sep-Feb y Ene-Dic: 11.4% y 7.2%.

En este primer ciclo reproductivo, los 4cidos grasos de la serie n-3 fueron
mucho maés abundantes que los de la serie n-6 en los grupos con buenos resultados de
puestas, 30.1% y 32.5% en los grupos Sep-Feb y Ene-Dic, frente a unos porcentajes,
correspondientes a la serie n-6, de 11.8% y de 8.0%, en los mismos grupos. La situacién
en los grupos con los peores resultados de puestas fue diferente: 23.3% y 23.7% para los
acidos grasos de la serie n-3 en los grupos Feb-Abr y Abr-Sep, y unos porcentajes
similares para los 4cidos grasos de la serie n-6, 24.3% y 23.4%. Los 4cidos grasos de la
serie n-9 presentaron en todos los grupos unos porcentajes similares, que oscilaron entre

26%y 27.1%.
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Considerados individualmente, los acidos grasos mas abundantes en los lipidos
totales de los huevos fueron los monoenos de 18 4tomos de carbono (18:1s), el 18:2 n-6,
el DHA y el 16:0. De estos el mayor porcentaje correspondid a los 18:1s, que
constituyeron un 25% del total de los acidos grasos presentes en los lipidos. En los grupos
que produjeron huevos de buena calidad y con elevadas tasas de eclosion, grupos Sep-Feb
y Ene-Dic, el acido graso mas abundante, después de los 18:1s fue el DHA, con
porcentajes de 17.6% y 20.3%, respectivamente. A continuacion, en estos mismos grupos
el acido graso més abundante fue el 18:2n-6: 10.3% y 6.3%, respectivamente. Ahora bien,
la situacion se invirtid en los grupos que produjeron huevos de mala calidad (grupo Abr-
Sep y Feb-Abr), que poseyeron una mayor proporcion de acido 18:2 n-6 que de DHA. Asi
el contenido de 4cido 18:2 n-6 en estos grupos fue de 21.7% y de 22.6 % mientras que el

de DHA fue de solamente el 14.3% y 14.5%.

Las diferencias mas importantes de las observadas en la primera época de
puesta son aquellas que aparecieron en el contenido de 4cidos grasos totales de la serie n-
3. Los dos grupos con mejores resultados de puesta, grupos Sep-Feb y Ene-Dic,
presentaron en sus huevos, una cantidad de 4cidos grasos de la serie n-3 significativamente
mayor (p<0.05) que la encontrada en los huevos de los otros dos grupos experimentales,
Feb-Abr y Abr-Sep, mientras que las cantidades de PUFA fueron significativamente
menores (p<0.05) en los grupos Sep-Feb y Ene-Di, que en los grupos Feb-Abr y Abr-Sep.
Al mismo tiempo, el grupo Ene-Dic present6 una cantidad de acidos grasos de la serie n-6
significativamente menor (p<0.05) que la de los otros grupos experimentales y el grupo
Sep-Feb una cantidad también significativamente menor (p<0.05) que la de los grupos
Feb-Abr y Abr-Sep. En el grupo Ene-Dic la proporcion de acidos grasos de la serie n-3

con respecto a los de la serie n-6 (relacion n-3/n-6) significativamente mas elevada
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(p<0.05) que en los otros grupos. Por su parte, el grupo Sep-Feb mostré una relacién n-
3:n-6 significativamente menor (p<0.05) que la del grupo Ene-Dic pero significativamente

mas elevada (p<0.05) que la de los grupos Feb-Abr y Abr-Sep.

Los huevos procedentes de los grupos Feb-Abr y Abr-Sep tuvieron cantidades
significativamente mayores (p<0.05) de acido 18:2 n-6 que los otros dos grupos. En los
huevos de los grupos Sep-Feb y Ene-Dic aparecieron unas cantidades significativamente
mayores (p<0.05) de los 4cidos grasos 18:4 n-3 y EPA que en los grupos Feb-Abr y Abr-
Sep. El acido graso DHA fue significativamente (p<0.05) més abundante en los huevos
deibl grupo Ene-Dic que en los de los otros tres grupos, alcanzando diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Este mismo acido graso apareci6 en una
proporcion significativamente mayor (p<0.05) en el grupo Sep-Feb que en los grupos Feb-
Abr y Abr-Sep. Las relaciones AA:EPA y DHA:EPA no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre grupos.
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Tabla V.8. Porcentajes de acidos grasos de los lipidos de los huevos de los
distintos grupos experimentales en la primera época de puesta. Medias de 5 a 8 muestras.
SEM resulté menor del 5% del valor de la media en todos los casos. Superindices
diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05). *, sefiala la existencia
de mas de un monoeno.

Grupo Grupo Grupo Grupo

Sep-Feb Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic
14:0 24 1.4 1.7 23
15:0 03 0.2 0.2 03
16:0 - 12.2 11.8 11.6 12.9
16:1* 7.9 5.5 6.0 8.2
18:0 3.7 4.2 4.4 4.0
18:1* 252 25.2 24.7 24.8
18:2 n-6 103" 226° 21.7°¢ 63"
18:3 n-6 0.3 0.3 0.3 0.2
18:3 n-3 11° 0.9°* 0.9 1.0%
18:4 n-3 0.9° 0.4° 0.5° 0.8°

22:5 n-6 0.1 0.1 nd 0.1

22:5n-3 1.1 0.9 1.0 1.0
Total Saturados 19.1 18.0 18.3 20.2
Total Monoenos 36.9° 328° 33.1° 37.0°
Total Dienos 11.4° 236° 22.8° 727
Total PUFA 419° 47.6° 47.1° 40.5°*
Total n-3 30.1° 23.3* 23.7° 32.5°
Total n-6 11.8° 243° 234° 8.0°
Total n-9 26.3
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Acidos grasos presentes en los lipidos de los huevos. Segunda época de
puesta.

En la segunda época de puesta (tabla V.9), se observé un descenso
generalizado del contenido de PUFA en los huevos de todos los grupos, oscilando sus
valores entre el 35.8% del grupo Ene-Dic y el 44.6% del grupo Feb-Abr. No obstante, los
PUFA siguieron siendo mas abundantes que los acidos grasos con un menor numero de
dobles enlaces, excepto en el grupo Ene-Dic, en el que los monoenos presentaron el
porcentaje mas alto, 32.6%. El contenido de monoenos, de dienos y de 4cidos grasos

saturados se mantuvo en valores similares a los de la época de puesta anterior.

Igual que en el primer ciclo reproductivo, la cantidad de acidos grasos de la
serie n-3 mostré una relacion directa con la calidad de las puestas. Asi, el grupo Ene-Dic,
con un 28.9% de estos acidos grasos, fue el que mejores resultados de puestas tuvo. Le
siguieron el grupo Sep-Feb, 26.4%, el grupo Abr-Sep, 24.6% y el grupo Feb-Abr, 22.8%.
La cantidad total de acidos grasos de la serie n-6, en particular de acido linoleico, se
incremento en el grupo Sep-Feb hasta un 14.7% y decreci6 en los grupos Feb-Abr y Abr-
Sep hasta 21.6% y 19.2%, respectivamente. El grupo Ene-Dic el que present6 los valores

mas bajos de la cantidad total de acidos grasos de la serie n-6: 6.5%.

Considerando los acidos grasos individualmente, no se observan variaciones
importante con respecto a la primera época de puesta. Conviene destacar, sin embargo,
que el porcentaje de acido 18:2 n-6 se elevo en el grupo Sep-Feb hasta 13.6%, después
de que este grupo recibiera el pienso con aceite vegetal durante siete meses. En los otros
tres grupos el contenido de este acido graso descendid, oscilando sus valores entre el 5.2%

del grupo Ene-Dic y el 20.2% del grupo Feb-Abr.
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El contenido de PUFA observado en el grupo Ene-Dic fue significativamente
menor (p<0.05) que el de los otros tres grupos. Por su parte, el grupo Sep-Feb también
present0 un valor significativamente menor (p<0.05) que el de los grupos Feb-Abr y Abr-
Sep. La cantidad de acidos grasos de la serie n-3 detectada en los huevos de cada uno de
los grupos fue significativamente distinta (p<0.05) en todos ellos. En cuanto a los 4cidos
grasos de la serie n-6, el grupo Ene-Dic present6 un contenido significativamente menor
(p<0.05) que el de los grupos Feb-Abr y Abr-Sep, a la vez que el contenido del grupo
Sep-Feb fue también significativamente menor (p<0.05) que el del grupo Feb-Abr. Como
resultado de estos cambios tinicamente el grupo Ene-Dic present6 valores de la relacion
n-3/n-6 significativamente mayores (p<0.05) que los de los grupos Feb-Abr y Abr-Sep,

no apareciendo diferencias entre los grupos Sep-Feb, Feb-Abr y Abr-Sep.

Las diferencias observadas en la cantidad de acidos grasos de la serie n-6 se
debieron, basicamente, al acido 18:2 n-6, entre cuyos porcentajes se dieron las mismas
diferencias estadisticas que las descritas para los acidos grasos n-6. Las diferencias
observadas para el acido graso EPA en la primera época de puesta se repitieron en la
segunda. En cuanto al porcentaje de DHA, Ginicamente el grupo Ene-Dic present6 un valor
significativamente mayor (p<0.05) que el del grupo Feb-Abr. En la relacion DHA:EPA si
que aparecieron ciertas diferencias en esta segunda época de puesta: el grupo Ene-Dic
presentd unos valores significativamente menores (p<0.05) que los de los grupos Feb-Abr
y Abr-Sep, a la vez que los valores del grupo Sep-Feb fueron también significativamente

menores (p<0.05) que los del grupo Abr-Sep.
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Tabla V.9. Porcentajes de acidos grasos de los lipidos de los huevos de los
distintos grupos experimentales en la segunda época de puesta. Medias de 5 a 8 muestras.
SEM resulté menor del 5% del valor de la media en todos los casos. Para simplificar la
tabla no se represento. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p<0.05). *, sefiala la existencia de mas de un monoeno.

Grupo Grupo Grupo Grupo

Sep-Feb Feb-Abr Abr-Sep Ene-Dic
14.0 22 2.0 1.8 23
15.0 0.4 04 0.4 03
16:0 12.5 13.0 12.6 12.5
16:1* 74° 6.5° 6.4" 80°?
18:0 3.6 35 3.7 2.8
18:1% 25.6 247 254 23.9
18:2 n-6 13.6™ 202° 179 52°¢
18:3 n-6 2.1 24 2.5 1.7
18:3 n-3 0.84 0.82 0.7 0.8
18:4 n-3 1.0 0.8 0.6 1.1

Total Saturados 18.7 19.0 18.4 17.9

Total Monoenos 37.0° 33.9° 34.4° 36.2%
Total Dienos 13.9% 20.7° 184 % 55¢
Total PUFA 415° 446" 440° 35.8¢
Total n-3 26.4° 22.8° 246° 28.9¢
Total n-6 14.7* 21.6° 19.2% 6.5°

Total n-9 23
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3.4.- Anilisis de 17B-estradiol y de Vitelogenina.

Niveles plasmaticos de 17B-estradiol.

Tal y como se ha explicado en la seccion 2.3 del apartado Material y Métodos
de este mismo capitulo, de los cuatro grupos experimentales utilizados unicamente se
realizaron anélisis de Vg y de E2 en los grupos Ene-Dic y Abr-Sep. Cada uno de estos dos
grupos fue alimentado con una dieta diferente a lo largo de todo el primer ciclo
reproductor. Por lo tanto, estos dos grupos resultaban ideales para observar el efecto de
las distintas concentraciones de acidos grasos de la dieta sobre los niveles plasmaticos de
Vg y de E2. Los otros dos grupos, Sep-Feb y Feb-Abr, sin embargo, cambiaron de

tratamiento durante la época de puesta.

Las hembras de los grupos Abr-Sep y Ene-Dic mostraron, a lo largo del primer
ciclo reproductor, unos perfiles similares en la evolucion de los niveles plasmaticos de E2
(Figura V.5). El E2 ya se detect6 en plasma en el mes de octubre, aunque todavia en
cantidades muy bajas, proximas a cero. Una fuerte elevacion, estadisticamente significativa
(p<0.05), en la concentracion plasmatica de esta hormona fue detectada en el mes de
noviembre en ambos grupos experimentales. Los valores alcanzados se mantuvieron en
los meses de diciembre y enero, sin que se mostraran diferencias significativas a lo largo
de este periodo. Durante los meses de febrero y marzo hubo una bajada estadisticamente
significativa (p<0.05) de los niveles de E2, que ya alcanzaron concentraciones basales en
los meses de mayo y junio.

El diferente contenido en EFA de las dietas no dio lugar a la aparicion de
diferencias estadisticas en los niveles plasmaticos de E2 entre el grupo Ene-Dic y el grupo

Abr-Sep a lo largo de este primer periodo de puesta.
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Figura V.5. Niveles plasméticos de 17B-estradiol observados en los grupos Abr-Sep y
Ene-Dic a lo largo del primer afio experimental. En cada punto se representa la media de
10 a 19 animales + SEM. Letras minasculas diferentes sefialan diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de 17B-estradiol entre los diferentes meses para un mismo
grupo. No se observaron diferencias entre los dos grupos (p<0.05).
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Niveles plasmaticos de vitelogenina.
Las concentraciones plasmaticas de Vg detectadas a lo largo del primer afio

experimental en los grupos Abr-Sep y Ene-Dic se representan en la figura V.6.

En el mes de octubre el contenido de Vg plasmatica fue muy bajo en ambos
grupos. La concentracion de esta proteina se increment6 de un modo sostenido a partir
de este mes y hasta enero, de modo que en los meses sucesivos, los valores obtenidos
fueron significativamente més altos (p<0.05) que en meses anteriores. En febrero y marzo
en el grupo Abr-Sep se observaron valores similares a los del mes de enero, mientras que
en el grupo Ene-Dic se produjo una disminucion significativa (p<0.05) de la concentracion
plasmatica de Vg en febrero. La cantidad de Vg plasmatica disminuy6 drasticamente en
el mes de abril existiendo diferencias significativas (p<0.05) con respecto a marzo. Los
niveles de Vg continuaron disminuyendo hasta alcanzar, en junio, valores basales similares

a los de octubre.

El analisis estadistico de los valores de concentracion de Vg plasmatica mostrd
algunas diferencias significativas entre los grupos. Asi, el aumento sostenido de los niveles
plasmaticos de Vg, del que hemos hablado anteriormente, entre noviembre y enero fue mas
fuerte en el grupo Ene-Dic, ya que tanto en el mes de noviembre como en el de enero
alcanzo valores significativamente mayores (p<0.05) que el grupo Abr-Sep. Sin embargo,
en el mes de febrero fue el grupo Ene-Dic el que present6 una concentracion de Vg

plasmatica significativamente menor (p<0.05) que la del grupo Abr-Sep.
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Grupo Abr-Sep

Figura V.6. Niveles de vitelogenina plasmética observados en los grupos Abr-Sep y Ene-
Dic a lo largo del primer periodo experimental. En cada punto se representa la media de
10 a 19 animales + SEM. Letras mintsculas diferentes sefialan diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de vitelogenina entre los diferentes meses para un mismo
grupo. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos dentro de un mismo afio (p<0.05).
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4.- DISCUSION

4.1.- Resultados de puesta y frecuencia de estados de desarrollo oocitario.

Con la tinica excepcion del grupo Feb-Abr todos los demas grupos exhibieron
una clara elevacion de la FT en afios sucesivos, tal y como se ha observado en las
experiencias anteriores. Como ya se ha comentado previamente, este aumento estd
asociado con incrementos en la edad y el tamafio de las hembras (Bromage ef al., 1995;
Carrillo ef al., 1995a). Igualmente, esa elevacion de la FT coincidi6 con una tendencia a
la reduccion del diametro de los huevos con la edad de las hembras. En otras especies,
como en los salmonidos (Bromage e al., 1995) o en el pez gato africano (Richter ez al.,
1995) el incremento de tamafio y fecundidad de las hembras conlleva un aumento del
tamafio del huevo. En general estos huevos de mayor tamafio producen larvas también de
mayor tamafio que tienen una mayor probabilidad de supervivencia que larvas de menor
tamafio provenientes de huevos mas pequefios (revisado por Springate y Bromage, 1985,
Lagomarsino ef al., 1988; Monteleone y Houde, 1990; Chambers y Legget, 1996).
También en la lubina se encontrd una correlacion directa entre el tamafio del huevo y el
de la larva (Cerda et al., 1994b). Sin embargo, las larvas mas grandes, al menos en
condiciones de cautividad no presentaban una mayor tasa de supervivencia a los cuarenta
dias de edad que las larvas de un tamafio menor (Cerda ef al., 1994b). Tal y como se
apunt6 en la experiencia 2 (ver capitulo IV, seccion 4.1), es posible que la reduccion del
tamafio de los huevos esté permitiendo un aumento de la fecundidad, fenémeno que

permitiria una mayor probabilidad de supervivencia en la descendencia.

El grupo Feb-Abr mostré una reduccion de la FT en la segunda y tercera

épocas de puesta con respecto a los otros tres grupos. La FR de este grupo fue también
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menor que la de los otros grupos en la tercera época de puesta. Las reducciones de
fecundidad han sido atribuidas en la lubina (Cerda et al., 1994b) asi como en trucha arco
iris (Washburn et al., 1990) a reducciones en el crecimiento producidas por el bajo
contenido proteico de las dietas (Bromage ef al., 1990). Sin embargo, en pargo japonés
(Watanabe ef al., 1984b) se encontro que las reducciones de fecundidad fueron producidas
por la calidad de la fuente de proteinas utilizada en la dieta, siendo especialmente
importante el suministro de 4cidos grasos (Luquet y Watanabe, 1986). En la lubina, Cerda
et al. (1995) encontraron que hembras alimentadas con una dieta natural rica en EFA
presentaron una FT y FR mucho mayores que aquellas que habian sido alimentadas con
di;!etas artificiales, igual que se ha observado en las experiencias previas del presente
trabajo. Puesto que, en el experimento que se esta discutiendo, la tnica diferencia entre
las dos dietas utilizadas era su contenido lipidico se corrobora la idea de que deficiencias
en la administracion de 4cidos grasos a los reproductores de lubina a través de la dieta
pueden llevar a altqraciones no solo en la viabilidad de los huevos sino también en la

formacion de los oocitos, provocando disminuciones de fecundidad.

Con la finalidad de confirmar la existencia de posibles diferencias entre los
distintos grupos experimentales en el ritmo de desarrollo ovarico se sacrificaron varias
hembras de cada grupo justo antes de la primera época de puesta y se estudid la
distribucion de frecuencias de tamafio oocitario en las partes anterior, media y posterior
del ovario. Ello también sirvi6 para determinar si todas las partes del ovario se
desarrollaban de modo homogéneo. Se encontrd que el grupo Feb-Abr presentaba una
proporcién significativamente mayor (p<0.05) de oocitos en estado de vitelogénesis
avanzada junto a los menores porcentajes de oocitos en previtelogénesis e inicio de

vitelogénesis. Sin embargo, la cantidad de oocitos en postvitelogénesis fue similar a la del
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resto de los grupos. Todos estos datos indican que en el grupo Feb-Abr hay una mayor
proporcion de oocitos que detienen su desarrollo en el estado de vitelogénesis avanzada,
y que, probablemente incrementaran, a posteriori, las tasas de atresia. El distinto ritmo de
desarrollo del grupo Feb-Abr est4 en relacién , probablemente, con la disminucién de

fecundidad observada respecto al resto de los grupos experimentales.

Los datos del analisis de imagen de los oocitos en las distintas partes del
ovario mantenidas en fijador de Gilson no mostraron la existencia de un.ritmo de
desarrollo oocitario distinto a lo largo del ovario. La importancia de este dato radica en
el hecho de que permite afirmar que las muestras de oocitos obtenidas mediante canulacion
intraovarica van a seguir unos patrones de distribucion de frecuencias de tamafio o de

desarrollo oocitario que reflejaran perfectamente los que aparecen en el conjunto del

ovario.

Un aspecto a destacar es el de la elevada fecundidad total calculada a partir
del contaje de los oocitos presentes en el ovario. Los valores observados fueron mucho
mayores que los de fecundidad total registrada en el momento de las puestas. Este hecho
indica que una buena parte de los oocitos que inician su desarrollo no liegan a ser liberados
al exterior siendo reabsorbidos de nuevo. En los salménidos, la atresia es el fenomeno
responsable de la reduccion masiva del nimero de oocitos entre el momento en que inician
su desarrollo y la ovulacién (Bromage y Cumaranatunga, 1988). Los resultados obtenidos
en nuestro experimento indican que estas fuertes reducciones de fecundidad también tienen
lugar en la lubina y que, muy probablemente, el proceso de atresia juegue un papel

fundamental en el desarrollo ovarico.
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En la aplicacion de un tratamiento nutricional es muy importante tomar en
consideracion cual es el momento mas adecuado, dentro del ciclo reproductivo, para
administrar un determinado tipo de dieta a los reproductores. En la dorada la composicion
de los huevos y la calidad de las puestas se vieron afectadas por los niveles de acidos
grasos de las dietas después de solamente tres semanas de tratamiento (Fernandez Palacios
et al., 1995). En el pargo japonés, con un periodo de vitelogénesis muy corto, la
composicion lipidica de la dieta afecto a la calidad de las puestas de manera inmediata
cuando se administro justo antes del periodo de puesta (Watanabe et al., 1985). Por el
contrario, en el salmén coho, en el que el periodo de vitelogénesis es muy largo, la
cc;mposicién lipidica de los huevos reflej6 la de las dietas tras dos meses de tratamiento

(Harel et al., 1992).

En la lubina la administracion de una dieta rica en EFA entre septiembre y
febrero dio lugar a puestas de la misma calidad que las del grupo que recibi6 esta dieta a
lo largo de todo el afio. Ello indica que el momento de administracion de los acidos grasos,
dentro del ciclo anual de reproduccion, es sumamente importante y que los acidos grasos
tomados a través de la dieta a lo largo del periodo de vitelogénesis pueden ser
incorporados de una manera efectiva a los oocitos en formacion. El grupo Abr-Sep, en el
primer afio, debido al momento del inicio del experimento, recibio la dieta rica en EFA
durante un periodo de unicamente dos meses. En el segundo afio, sin embargo, esta dieta
le fue administrada durante cinco meses completos, aunque fuera del periodo de
vitelogénesis y puesta. La mejora observada en la calidad de los huevos del grupo Abr-Sep
en el segundo afio, con respecto al primero, indica que los acidos grasos pueden
almacenarse en el cuerpo de las hembras para ser utilizados en la formacion de los oocitos

cuando resulte necesario. Desde el punto de vista econdmico, estos resultados suponen
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que puede haber un ahorro importante en el coste de las dietas de los reproductores ya que
solo seria necesario administrar una dieta de buena calidad, que puede resultar mas cara
que otras dietas, durante un periodo de unos cinco meses, preferentemente durante la

vitelogénesis, para obtener huevos con porcentajes altos de viabilidad y de eclosion.

4.2.- Composicion de lipidos y acidos grasos de los huevos.

Composicion lipidica de los huevos.

Los niveles totales de lipidos, asi como los de lipidos neutros y los de
fosfolipidos detectados en los huevos, en las dos épocas de puesta en las que se llevaron
a cabo los analisis de lipidos, no se vieron influidos por el tratamiento alimenticio a que
habian sido sometidos los reproductores. Como consecuencia aparecieron diferencias

significativas entre todos los grupos experimentales en los resultados obtenidos.

El régimen alimenticio al que fueron sometidos los reproductores tampoco
provocé la aparicion de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales en las diferentes clases de lipidos polares analizadas. Ademas, estas clases
de lipidos polares mostraron una abundancia relativa similar a la que se encontr6 en otras
especies de peces (Henderson, 1982), siendo la fosfatidilcolina el fosfolipido mas
abundante seguido, por orden de abundancia, por la fosfatidiletanolamina y el
fosfatidilinositol. El porcentaje de esfingomielina fue el mas bajo resultando cercano a

cero.

Un fenémeno que conviene mencionar es el de la aparente asociacion que

existe entre los niveles elevados de triacilglicerol de los huevos y las bajas tasas de
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viabilidad observadas en los grupos Feb-Abr y Abr-Sep en la primera época de puesta y

en el grupo Feb-Abr en la segunda época de puesta.

Contenido de dcidos grasos de los huevos.

Tal y como se observo en las dos experiencias anteriores la composicidén en
acidos grasos de los huevos se vio influida claramente por la de la dieta parental. No
obstante los acidos grasos méas abundantes en los huevos fueron los mismos que los

-

observados previamente.

El éxito del proceso reproductor en los peces marinos depende, como se ha
mencionado previamente, de un suministro adecuado de ciertos acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) a través de la dieta (Revisado por March, 1992; Watanabe y
Kiron, 1995). En particular, los PUFA de la serie n-3 son especialmente importantes, ya
que contribuyen de un modo esencial al mantenimiento de la fluidez y estructura de la
membrana plasmatica (Bell e al., 1986). Los peces marinos presentan en muy baja medida
aquellas actividades enzimaticas encargadas de alargar y desaturar los acidos grasos de 18
atomos de carbono, de modo que los acidos grasos de 20 y 22 atomos de carbono de la
serie n-3 resultan ser esenciales para estas especies y han de ser tomados en la dieta

(March, 1992).

En el presente experimento, los mejores resultados de puesta, observados en
los grupos Sep-Feb y Ene-Dic, se correspondieron con unos porcentajes de acidos grasos
n-3, en particular DHA y EPA, y una proporcion n-3:n-6 en los huevos, mas altos que los

de los otros grupos. En el segundo ciclo reproductivo el grupo Abr-Sep, después de haber
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recibido la dieta rica en EFA durante cinco meses, en la época de previtelogénesis, mejor6
los resultados de puesta con respecto al afio anterior y con respecto al grupo Feb-Abr.
Esta mejoria fue paralela a un incremento del contenido de los huevos en acidos grasos de
la serie n-3, que fue mayor que en el grupo Feb-Abr y a una ligera elevacion de la relacion

n-3:n-6.

Todas estas observaciones son indicativas de que la buena calidad de los
huevos de la lubina o de otros peces marinos va a depender no solo de su contenido en
acidos grasos de la serie n-3 (revisado por March, 1992; Sargent, 1995; Sargent et al.,
1995; Watanabe y Kiron, 1995) sino también de que la relaciéon n-3:n-6 sea lo
suficientemente elevada. Junto a estos dos factores hay que tomar en consideracion las
relaciones DHA:EPA y AA:EPA que, tal y como se ha observado en las dos experiencias
previas, han de alcanzar los valores adecuados para permitir el normal desarrollo del

embrion.

Las diferencias encontradas en la composicion en acidos grasos en los huevos
de los diferentes grupos experimentales confirman la idea de que los 4cidos grasos
administrados a los reproductores durante la época de vitelogénesis pueden ser procesados
e incorporados a los oocitos en formacion, llegando a modificar la composicién de los
huevos obtenidos en la época de puesta inmediata. Por otra parte, la mejoria observada
en el grupo Abr-Sep en el segundo periodo de puesta, con respecto al primero, indica que
los acidos grasos pueden acumularse en las reservas del cuerpo de los reproductores para

ser desviados hacia la formacion de los oocitos en el momento adecuado.
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Cuando los resultados de puestas se compararon con los de las experiencias
anteriores se observo que las tasas de viabilidad y de eclosion de los huevos se
encontraron por debajo de las observadas en el grupo control en el segundo ciclo
reproductivo de la experiencia 1 y en ambos periodos de puesta de la experiencia 2.
Probablemente este hecho se halla asociado con la menor proporcion DHA:EPA
encontrada en el presente experimento en los huevos de los grupos alimentados con la
dieta rica en EFA, con respecto a la observada en las experiencias 1 y 2 en los huevos de

los animales alimentados con una dieta natural.

4.3.- Niveles plasmaticos de 178-estradiol y de vitelogenina.

Tal y como se ha explicado en el apartado de Material y Métodos de este
mismo capitulo (seccion 2.4) los analisis de 17B-estradiol y de vitelogenina se realizaron
unicamente en dos de los cuatro grupos utilizados en el presente experimento. Se eligieron
los grupos Ene-Dic y Abr-Sep debido al hecho de que cada uno de ellos recibid, desde casi
el comienzo del experimento hasta el final de la época de puesta, un tipo de alimentacion
diferente: al grupo Ene-Dic se le suministro la dieta rica en EFA, mientras que al grupo

Abr-Sep se le dio la dieta pobre en EFA.

Niveles plasmaticos de 17B-estradiol.

Tal y como se puede observar en las otras experiencias realizadas en este
trabajo, los niveles plasmaticos de E2 fueron aumentando paulatinamente a partir del mes
de noviembre y se mantuvieron elevados a lo largo de todo el proceso de vitelogénesis que
se solapa, en parte, con el periodo de puesta. Este perfil de los niveles plasmaticos de E2
evidencia la funcion jugada por este esteroide en la estimulacion de la sintesis de Vg en

lubina (Mafianos et al., 1994a, b, 1996a). Por otro lado los niveles altos de E2
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encontrados durante el periodo de puesta se hallan en relacion con el hecho de que la
lubina presenta un ovario de tipo sincrono por grupos (Mayer et al., 1988; Alvarifio ef al.,
1992a) lo que hace que el proceso de vitelogénesis, estimulado por el E2, coincida, en

parte, con el periodo de puesta.

Las diferencias en el contenido en acidos grasos de las dietas no ocasionaron
variaciones en los niveles plasmaticos de E2 entre los grupos Ene-Dic y Abr-Sep. Las
alteraciones provocadas por el régimen nutricional en la concentracion plasmatica de E2
han sido atribuidas, previamente, a la falta de un suministro adecuado de colesterol a
través de la dieta (Cerda ef al., 1994a). Esta idea se basa en el hecho de que el colesterol
actiia como precursor de los esteroides, de modo que un suministro adecuado de esta
sustancia es necesario para que el proceso de esteroideogénesis se desarrolle normalmente
(Nagahama, 1983). En la presente experiencia las dos dietas utilizadas presentaron la
misma cantidad de lipidos totales, de modo que no es probable que aparecieran diferencias
en la cantidad de colesterol de las dietas. Tampoco aparecieron diferencias en los niveles
plasmaticos de E2. Por lo tanto, nuestros resultados no contradicen la idea planteada por
Cerda et al. (1994) de que la cantidad de colesterol de las dietas esté influyendo en los

niveles plasmaticos de E2.

En las otras dos experiencias del presente trabajo también se ha tomado en
consideracion la hipéotesis de que las diferencias en los niveles plasmaticos de E2 entre el
grupo control y los grupos alimentados con dietas artificiales podrian estar causadas por
los elevados porcentajes de acidos grasos monoenoicos de 20 y 22 atomos de carbono
presentes en las dietas artificiales. Niveles elevados de estos 4cidos grasos en las dietas

administradas a la trucha arco iris provocaron una proliferacion de los peroxisomas a nivel
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hepatico (Henderson ef al., 1982; Henderson y Sargent, 1984, 1985). Estos peroxisomas
derivan de las membranas del reticulo endoplasmatico y a sus membranas se asocian
muchas de las actividades enzimaticas propias de las membranas del reticulo
endoplasmético (Berkaloff ez al., 1981). Entre estas actividades enzimaticas hay que
sefialar la de ciertas deshidrogenasas dependientes del citocromo P450 que llevan a cabo
muchos de los procesos de sintesis de esteroides. Recientemente se ha demostrado la
existencia de peroxisomas a nivel de las células foliculares de trucha arco iris y pez rojo,
asi como la intervencion de estos peroxisomas en los procesos de esteroideogénesis
(Mercure y Van der Kraak, 1995b). Elevados porcentajes de acidos grasos monoenoicos
de cadena larga en las dietas podrian provocar una proliferacion peroxisomal no sélo en
los hepatocitos sino también en las células foliculares, aunque este es un aspecto todavia
no estudiado. Este fendmeno podria estar asociado con un aumento de la actividad
enzimatica encargada de la sintesis de E2 a partir de T y, por lo tanto, con una elevacién

de los niveles plasmaticos de E2.

En la presente experiencia, la dieta enriquecida con aceite de maiz (pobre en
EFA) present6 aproximadamente el doble de 4cidos grasos monoenoicos de 20 y 22
atomos de carbono que la dieta enriquecida con aceite de pescado (rica en EFA). Sin
embargo, esta diferencia es mucho menor que la encontrada en las otras dos experiencias
entre la dieta natural y las dietas artificiales en los niveles de estos dos acidos grasos. En
estas otras experiencias las dietas artificiales tenian valores hasta cinco veces mayores que
la dieta natural de estos acidos grasos. Ademas, los porcentajes observados en la dieta
natural eran muy bajos, encontrandose siempre por debajo del 2%. Por lo tanto, la falta
de diferencias entre los niveles plasmaticos de E2 entre el grupo que ingirié una dieta

pobre en EFA (grupo Abr-Sep) y el grupo que tom¢ la dieta rica en EFA (grupo Ene-Dic)
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no permite desechar la idea de que las variaciones en los niveles de monoenos de 20 y 22
4tomos de carbono de la dieta puedan ocasionar alteraciones en los niveles plasmaticos de

E2.

Niveles plasmaticos de Vitelogenina.

La concentracion plasmatica de Vg evolucioné a lo largo del proceso de
vitelogénesis y al principio de la época de puesta de un modo similar a lo observado en las
otras experiencias de este mismo trabajo. A partir de los niveles basales del mes de octubre
fue aumentando paulatinamente hasta alcanzar la maxima concentracion en el mes de
enero. Este aumento es similar al que se ha observado en otros trabajos realizados con esta
misma especie (Mafianos ez al., 1994a, 1996a; Cerda et al., 1994a). Ademas, el hecho de
que el aumento en los niveles de Vg sea paralelo al del E2 evidencia el papel de este
esteroide en la estimulacion de la sintesis de Vg (Mafiands ef al., 1994a, b; Van Bohemen

et al., 1982; Mommsen y Walsh, 1988).

En el mes de febrero la concentracion plasmética de Vg se mantuvo en el
grupo Abr-Sep y disminuy6 en el grupo Ene-Dic. Este descenso ha sido observado
previamente y puede estar causado por una disminucion de la produccion de vitelogenina
a nivel hepatico (Cerda et al., 1994). Los elevados niveles que aparecieron en el mes de
marzo en ambos grupos fueron debidos a la deteccion por el ELISA de Vg de las proteinas
de vitelo que pasan a la corriente sanguinea durante el proceso de reabsorcion de los

oocitos que no han liegado a ser liberados al exterior (Mafiands ef al., 1996a).

Los niveles registrados fueron similares a los encontrados en la experiencia en

la que se vari6 de manera inespecifica la cantidad de lipidos de la dieta. En las dos
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experiencias se utilizaron lubinas de la misma edad, es decir animales que iban a iniciar su
primer periodo de puesta. Ademas, estos valores fueron similares a los encontrados en
otras experiencias en las que también se utilizaron lubinas que iban a iniciar su primer ciclo
reproductivo (Mafianos ef al., 1994a, 1996a; Cerda et al., 1994a). Este hecho indica que
los elevados niveles observados en la experiencia en la que se aument6 especificamente
la cantidad de acidos grasos ingeridos por los reproductores estuvieron asociados
probablemente con una mayor capacidad de sintesis de Vg causada por la mayor edad de
las hembras utilizadas, ya que estas ultimas tenian dos afios mas que las de las otras
experiencias.

Por otro lado, los niveles de Vg plasméatica aumentaron mas rapidamente en
el grupo alimentado con una dieta rica en EFA, grupo Ene-Dic, que en el grupo que
recibi6 la dieta pobre en EFA, grupo Abr-Sep. Como resultado se alcanzaron valores
significativamente mayores (p<0.05) en los meses de noviembre y enero en el grupo Ene-
Dic. En la trucha arco iris se ha observado que un aporte deficitario de acidos grasos
esenciales de la serie n-3 provocaba una disminucion de los niveles plasmaticos de Vg
(Frémont et al., 1984). En la presente experiencia el grupo Abr-Sep recibi6 a lo largo de
este primer ciclo reproductivo una dieta con ciertas deficiencias en EFA, especialmente
con una relacion n-3:n-6 mas baja que la de la dieta rica en EFA con que se aliment6 al
grupo Ene-Dic. Estas deficiencias se reflejaron en la composicion de los huevos. Puesto
que la mayor parte de los lipidos de reserva de los huevos son aportados por la Vg
(Mellinger, 1995) probablemente la composicion en acidos grasos de la Vg también se vea
influida por la de las dietas. Por lo tanto es muy posible que una proporcion inadecuada
de acidos grasos influya en el proceso de sintesis de la Vg y, de esta manera, en los niveles

plasmaticos de esta glicolipofosfoproteina. .
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1.- RESULTADOS DE PUESTA.

1.1.- Efecto de la racién.

En una de las experiencias realizadas en el presente trabajo se modifico, de
manera inespecifica, la cantidad de lipidos ingerida por los reproductores (Capitulo III).
Para ello, ademas de variar el tipo de dieta de los diferentes grupos de animales, también
se redujo en los grupos A (9%, 1/4) y C (15%, 1/4) la racién a la que se administré el
alimento, hasta una cuarta parte de la racién normal. Esta disminucion de la racién no tuvo
un efecto claro sobre la FT o la FR, que mostraron unos valores parecidos a los de los
grupos alimentados a racion completa. De hecho, en la segunda época de puesta, uno de
los grupos alimentados a 1/4 de racion, el grupo C (15%, 1/4) present6 la FT y la FR mas

altas de todas las recogidas.

En diversas especies de peces, tales como el bacalao (Kjesbu, 1988), la trucha
arco iris (Bromage et al., 1992), el Melanogrammus aeglefinus (Hislop et al., 1978) o la
platija (Horwood ef al., 1989), se ha observado que una fuerte restriccion de la dieta, que
a veces llego a una eliminacion completa del alimento, da lugar a una disminucion de la
fecundidad. En una experiencia previa realizada en lubina (Cerda et al., 1994 a) la
reduccion de la racion hasta un 0.5% de la biomasa no lleg6 a afectar a la fecundidad ni
tampoco al peso de las hembras o al diametro de los huevos. Probablemente ello se debio
a que la restriccion de la dieta no fue lo suficientemente fuerte. En el caso del presente
trabajo la racion se redujo hasta un 0.3 % de la biomasa en invierno, pero en verano se
mantuvo a los animales a una racion similar a la del experimento de Cerda et al., (1994 a).
Hay que tener en cuenta que la lubina ingiere una gran cantidad de alimento en verano,

durante la época de reposo sexual, mientras que en invierno, en la época de actividad
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sexual, la ingestion de alimento es muy baja. Todo esto lleva a pensar que los animales
acumularon durante el verano una cantidad suficientemente grande de reservas que,

después, se utilizo en el momento mas adecuado para que no afectara a la fecundidad.

La disminucion de la racion no provoco alteraciones en el porcentaje de
viabilidad de los huevos, que fue, de hecho, mas elevado en los grupos alimentados a
racion reducida que en los que se alimentaron a racion completa. El porcentaje de eclosion
fue demasiado bajo en todos los grupos alimentados con dietas artificiales como para
establecer un posible efecto debido a la racion. En una experiencia previa (Cerda et al.,
1%94 a) no se observd que la reduccion de la racion provocara una disminucién de la
caélidad de los huevos. En otras especies de peces la cantidad de alimento recibida por los
reproductores tampoco tuvo un efecto claro sobre el tamafio de los huevos, su peso o su
composicion (revisado por Kjorsvik, 1990). Parece ser, por lo tanto, que la lubina y otras
especies de peces son capaces de aprovechar los recursos de que disponen, desviandolos
y utilizandolos en el momento mas adecuado, de modo que la calidad de los huevos no se

vea afectada (Cerda ef al., 1994 a; Bromage et al., 1992; Kjorsvik et al., 1990).

1.2.- Efecto de la edad de los reproductores.

En las tres experiencias realizadas se observo un claro incremento de la FT en
afios sucesivos. En la experiencia en la que se elevo especificamente la cantidad de acidos
grasos esenciales ingerida por los reproductores (Capitulo IV), las FT fueron mayores que
las observadas en la experiencia anterior, en la que se vari6 de manera inespecifica la
cantidad de lipidos de la dieta (Capitulo IIT). Puesto que en ambas experiencias se
utilizaron los mismos animales, el aumento de FT observado en la segunda experiencia con

respecto a la primera se encuentra en relacion con el aumento en el tamafio de las hembras
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asociado con la edad. En la lubina ya se habia observado que, igual que en otras especies
de peces (Revisado por Bromage ef al., 1995) se producia un aumento de la FT asociado

con la edad y el tamafio de las hembras (Cerda et al., 1995).

En la primera experiencia realizada (Capitulo IIT) la FR no solo no sufti6 un
aumento similar al de la FT sino que disminuyo en afios sucesivos. En la siguiente
experiencia (Capitulo 1V), utilizando los mismos animales, se volvio a observar una
disminucion de la FR en el segundo afio con respecto al primero. Sin embargo, si se tiene
en cuenta que en las dos experiencias se utilizaron los mismos animales y siguiendo, en
particular, la evolucion del grupo control, que fue el mismo en las dos experiencias, se
observa un aumento global de la FR en la segunda experiencia, al aumentar la edad y el
tamafio de las hembras, con respecto a la primera. Es decir que en la tercera-y cuarta
épocas de puesta la FR fue mayor que en las dos primeras €pocas de puesta en los mismos
animales. En la tercera experiencia llevada a cabo, en la que se estudié el momento de
administracion de los 4cidos grasos (Capitulo V), y se observaron los resultados de puesta
en tres afios consecutivos, hubo un claro aumento de la FR en el segundo afio. En el tercer
afio esta variable presentd valores ligeramente superiores a los del segundo afio. En la
trucha arco iris se observo que la FR aumentaba de una manera mucho méas moderada que
la FT (Revisado por Bromage ef al., 1992; Bromage et al., 1995). Este hecho llevo a
sugerir que en las explotaciones piscicolas un determinado peso total de peces de pequefio
tamafio podria producir un mayor nimero de huevos que el mismo peso total de
reproductores mas grandes, con los consiguientes beneficios econdmicos. Sin embargo,
en el presente trabajo, el aumento global de la FR observado con la edad parece indicar
que, en la lubina, los reproductores de un mayor tamafio resultan los idéneos para

conseguir un mayor nimero de huevos con el menor gasto posible.
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1.3- Relacion entre el diimetro de los huevos y los valores de fecundidad.

En la primera experiencia realizada (Efecto de la variacion inespecifica de la
cantidad de lipidos de la dieta, Capitulo III) la elevacion de la FT en afios sucesivos estuvo
acompafiada de un aumento global del didmetro de los huevos que, sin embargo, no llegd
a ser estadisticamente significativo. Los animales de esta experiencia se utilizaron en la
siguiente (Efecto del aumento especifico de EFA en la dieta, Capitulo IV), observandose
una FT mayor que en la experiencia previa y un aumento de esta FT en afios sucesivos.
Simultaneamente el didmetro de los huevos fue menor que en la experiencia previa y,
aéemé.s, disminuy6 en el segundo afio experimental con respecto al primero. En la
experiencia sobre el momento de administracion de 4cidos grasos (Capitulo V) el aumento
de la fecundidad también estuvo acompafiado de una disminucion del diametro de los

huevos.

En otras especies de peces como en los salmoénidos (Bromage et al., 1995) o
en el pez gato africano (Richter et al., 1995) el aumento de tamafio y fecundidad con la
edad esta asociado con incrementos en el tamafio de los huevos. En general los huevos
grandes producen larvas de mayor tamafio (Cerda ef al., 1994 b; Springate y Bromage,
1985; Lagomarsino ef al., 1988; Monteleone y Houde, 1990) que los huevos mas
pequefios. Las larvas grandes tienen una ventaja inicial a la hora de capturar el alimento

y evitar a los depredadores sobre las larvas de menor tamafio (Chambers y Legget, 1996).

En la lubina, bajo condiciones de cautividad (Cerda et al., 1994 b), no se
observaron diferencias asociadas al tamafio en los porcentajes de viabilidad o de eclosion

de los huevos, ni tampoco en la supervivencia larvaria a los cuarenta dias. Por lo tanto la
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reduccion del didmetro de los huevos en afios sucesivos puede ser un mecanismo que
permita un aumento de la fecundidad sin que la viabilidad inicial de huevos y larvas se vea
afectada. Un mecanismo similar parece operar también en otras especies de peces

(Hayashizaki et al., 1995; Springate y Bromage, 1985).

1.4.- Efecto de la composicion de las dietas.

La calidad de las dietas tuvo un efecto claro tanto sobre la FT y la FR como
sobre los porcentajes de viabilidad y de eclosién de los huevos. En las dos primeras
experiencias llevadas a cabo (Capitulos III y IV, respectivamente) se observo que la dieta
natural administrada al grupo control daba lugar a fecundidades mayores y a puestas de
mejor calidad que las dietas artificiales. En la lubina ya se ha observado, previamente, una
reduccion de la calidad de las puestas provocada por la administracion de dietas artificiales
a los reproductores (Cerda ef al., 1994 a, b; 1995). Los experimentos realizados en pargo
japonés (Watanabe ef al., 1984 b, c, d, e, g, h; 1989 a, b; 1991 a, b) o en dorada
(Fernandez-Palacios et al., 1985; Zohar et al., 1995) pusieron de manifiesto la necesidad
de que las dietas de los peces marinos presenten unas cantidades de acidos grasos de la
serie n-3 suficientemente altas y, ademas, en proporciones adecuadas, para que el proceso
reproductor se desarrolle normalmente. Estos antecedentes sirvieron para sugerir que el
efecto negativo causado por las dietas artificiales en los resultados de puesta de las lubinas
podria ser debido a una concentracién insuficiente en acidos grasos de la serie n-3 (Cerda

et al., 1995).

En el presente trabajo los malos resultados de puesta asociados a las dietas
artificiales, en las dos primeras experiencias, no parecen ser debidos a un bajo contenido

proteico de la dieta, ya que el porcentaje de proteinas en los piensos estuvo por encima
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del valor que se considera que no debe afectar a los resultados de puesta en esta especie
(Cerda et al., 1994 b). Por otro lado, las variaciones en la cantidad total de lipidos de las
dietas artificiales tampoco provocaron diferencias en la fecundidad o en la calidad de los
huevos. La dieta natural present6 una composicion en acidos grasos muy diferente a la de
las dietas artificiales, entre las que no se observaron variaciones importantes. Todo ello
apunta hacia la composicion en 4cidos grasos de la fraccion lipidica de las dietas como la
responsable de las diferencias observadas en los resultados de puesta entre las dietas

artificiales y la dieta natural, tal y como sefialaron previamente Cerda et al., (1995).

En la tercera experiencia llevada a cabo (Efecto del momento de
administracion de EFA, Capitulo V) se observo que la administracién de una dieta rica en
EFA de la serie n-3 durante un periodo de tiempo lo suficientemente largo provocaba una
clara mejoria de la calidad de los huevos y de los valores de fecundidad obtenidos con
respecto a otra dieta con un menor contenido en éacidos grasos de la serie n-3 y una
relacion n-3/n-6 mas baja. Esta experiencia confirmé la influencia positiva, sobre los
resultados de puesta, de la administracion a los reproductores de lubina de unas cantidades
lo suficientemente elevadas y en las proporciones adecuadas de los acidos grasos de la

serie n-3.

L.5.- Efecto del momento de administracién de una dieta rica en EFA.

Un aspecto fundamental a tomar en consideracién en cualquier tratamiento
nutricional es el del momento mas adecuado para administrar un cierto tipo de dieta a los
reproductores. En trucha arco iris se observd que la fecundidad en el primer ciclo
reproductivo se veia afectada cuando al reducir la racion de los reproductores durante los

cuatro primeros meses del afio anterior al inicio de las puestas (Bromage ef al., 1992). La
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reduccion de la racion en otros periodos del afio no tuvo ningun efecto sobre la
fecundidad. Del mismo modo que en el caso de la cantidad de alimento las necesidades de
un determinado tipo de nutriente, como por ejemplo algunos EFA, también varian,
dependiendo del momento del ciclo reproductor en el que se encuentre el animal. Asi, por
ejemplo, en el salmén coho, que tiene un periodo de vitelogénesis muy largo, la
composicion lipidica de los huevos reflejo la de las dietas tras dos meses de tratamiento
(Harel et al., 1992). En el caso de la dorada la composicion y calidad de los huevos se
vieron afectados por los niveles de acidos grasos de las dietas a las tres semanas de

tratamiento (Fernandez-Palacios ef al., 1995).

En la experiencia acerca del momento de administracién de una dieta rica en
EFA (Capitulo V) se observé que el grupo que habia recibido la dieta rica en EFA entre
septiembre y febrero, es decir durante la época de vitelogénesis e inicio de las puestas, dio
lugar a puestas de calidad similar a las del grupo que recibi6 esta dieta a lo largo del afio.
Este hecho indica que la administracion de los EFA durante el periodo de vitelogénesis
permite una incorporacion efectiva de estos acidos grasos a los oocitos en desarrollo con

la consiguiente mejora de la calidad de las puestas.

Por otra parte, el grupo Abr-Sep, en el primer afio de experimentacion no
recibi6 la dieta rica en EFA mientras que en el segundo afio se le administrd esta dieta
durante cinco meses, pero fuera del periodo de vitelogénesis y puesta. La mejoria
observada en la calidad de los huevos de este grupo en el segundo afio, con respecto al
primero, indica que los 4cidos grasos de la dieta pueden pasar a formar parte de las
reservas corporales de las hembras para ser utilizados en la formacion de los oocitos en

el momento mas adecuado.
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2.- COMPOSICION LIPIDICA DE LOS HUEVOS.

2.1.- Clases de lipidos presentes en los huevos.

En las tres expenencias realizadas se observd que los huevos de lubina, igual
que los de otras especies de aguas calidas, como el pargo japonés (Watanabe ef al., 1984
d, f) o la dorada (Mourente y Odriozola, 1990), presentan unas cantidades mayores de
lipidos neutros que de fosfolipidos. Este hecho contrasta con lo observado en especies de
aguas frias como el fletan atlantico (Falk Petersen et al., 1989; Bruce ef al., 1993) o el

bacalao (Tocher y Sargent, 1984).

El orden de abundancia de los fosfolipidos fue el mismo que el observado en
otras especies de peces (Revisado por Henderson y Tocher, 1987). El fosfolipido mas
abundante fue la fosfatidilcolina, seguido por la fosfatidiletanolamina. Los otros lipidos
polares observados fueron, por orden de abundancia, el fosfatidilinositol, la esfingomielina

y la fosfatidilserina, pero ya con porcentajes mucho menores.

El porcentaje mas alto de lipidos neutros correspondio a los ésteres de ceras,
cuya concentracion fue mas del doble que la de triglicéridos. La principal funcién de estos
ésteres de cera, igual que la de los triglicéridos, es la de servir de fuente de energia
(Sargent et al., 1989). Sin embargo el porcentaje de este tipo de lipidos en los huevos
varia enormemente de unas especies a otras. Asi, por ejemplo, los huevos de algunas
especies como el fletan atlantico (Ronnestad ef al., 1995), el bacalao, el arenque, el Gadus
virens, el Melanogrammus aeglefinus y el Ammoytes lanceolatus (Tocher y Sargent,
1984) carecen de ellos. En otras especies si que estan presentes, como en el mugil (Spener

y Sand, 1970) o el rodaballo (Finn e al., 1995). Sin embargo el elevado porcentaje de
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estos lipidos en los huevos de lubina es una caracteristica propia de esta especie, en la que
los ésteres de cera deben de jugar un papel muy importante en el suministro de la energia

necesaria para el desarrollo inicial del embrion y de la larva de la lubina.

La variacion de la cantidad total de lipidos de la dieta o de su composicion en
4cidos grasos solamente provocd la aparicion de diferencias en los niveles de los distintos
tipos de lipidos polares o de lipidos neutros en la experiencia acerca del efecto de la
elevacion especifica de la cantidad de EFA ingerida por los reproductores (Capitulo IV).
En esta experiencia aparecieron diferencias en los niveles de fosfatidilcolina y de
esfingomielina en los huevos de los diferentes grupos experimentales. Sin embargo no se
observo una relacion directa entre la composicion en fosfolipidos y la calidad de los
huevos ya que los mayores porcentajes de fosfatidilcolina y esfingomielina
correspondieron, indistintamente, a los huevos con l;)s porcentajes mas altos, grupo
control, o mas bajos, grupo A (9%) de viabilidad y de eclosion. Por lo tanto, el efecto

causado por las diferentes clases de dietas sobre los resultados de puesta no puede

atribuirse a una modificacion del contenido de las distintas clases de lipidos en los huevos.

Bacalao
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2.2.- Contenido en acidos grasos de los huevos.

En los huevos obtenidos de los diferentes grupos experimentales en los tres
experimentos llevados a cabo los acidos grasos mas abundantes fueron siempre los
mismos: 18:1, 16:1, 16:0 y 22:6 n-3 (DHA). Estos 4cidos grasos fueron también los mas
abundantes en Jos huevos de otras especies marinas como el fletan atlantico (Falk Petersen
ef al., 1989; Bruce et al, 1993) o la dorada (Izquierdo ef al., 1984; Mourente y

Odriozola, 1990 a; Fernandez-Palacios ef al., 1995).

Los porcentajes de acidos grasos observados en la fraccion lipidica de los
hl;);evos estuvieron influidos por los porcentajes encontrados en las dietas administradas a
loi's reproductores. En otras especies como el pargo japonés (revisado por Watanabe y
Kiron, 1995) o la dorada (Zohar et al., 1995) también se ha observado que el perfil de
acidos grasos de los huevos venia dado, en gran medida, por el de las dietas administradas
a los reproductores. En el presente trabajo, ademas, se vio que este efecto no estuvo
influido por la cantidad de lipidos de la dieta. Asi, en la experiencia acerca del aumento
especifico de EFA en las dietas (Capitulo IV) las dietas con el 7% o el 28% de lipidos
presentaron el mismo perfil de acidos grasos, el cual se repitio en los lipidos de los huevos.
Por lo tanto el contenido y proporciones de acidos grasos de los huevos depende,
Gnicamente, de las concentraciones en acidos grasos presentes en la dieta de los

reproductores y no de la cantidad total de lipidos administrada a los reproductores.

Los acidos grasos de la serie n-3, en particular el DHA y el EPA (20:5 n-3),
juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la fluidez y permeabilidad de la
membrana plasmatica (Bell e7 al., 1986). Sin embargo, en los peces marinos, los enzimas

necesarios para sintetizar el acido linolénico, 18:3 (n.-3), y para alargar y desaturar este
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acido y formar EPA y DHA o no aparecen o su actividad es muy baja (Sargent et al.,
1989). Como resultado estos PUFA han de ser tomados en la dieta y resultan esenciales

para estas especies.

Las experiencias llevadas a cabo por Watanabe y sus colaboradores en pargo
japonés pusieron de manifiesto que la calidad de los huevos y de las larvas estaba
relacionada con su contenido en acidos grasos de la serie n-3 y, en particular, con el
contenido en DHA y EPA (revisado por Watanabe y Kiron, 1995; Luquet y Watanabe ,
1986). Sin embargo, recientemente, se ha observado que en dorada no existe una relacion
directa entre la calidad de los huevos y su contenido en acidos grasos de la serie n-3, ya
que para concentraciones altas de estos acidos grasos se producia una reduccion de la tasa
de eclosién (Fernandez-Palacios ef al., 1995). Este hecho lleva a pensar que la cantidad
total de acidos grasos de la serie n-3 presente en los huevos no puede ser tomado como

un criterio unico de su calidad.

Ademas de las cantidades absolutas de acidos grasos presente en los huevos
hay otro factor que algunos autores han sefialado como sumamente importante en la
determinacion de la calidad de huevos y larvas: las proporciones DHA:EPA y n-3:n-6

(Sargent et al., 1995).

Los dos HUFA de la serie n-3, el DHA y el EPA, poseen una estructura muy
parecida. Sin embargo diversos trabajos han evidenciado que el DHA tiene una mayor
importancia funcional que el EPA. Experiencias llevadas a cabo en larvas de dorada
(Koven ef al., 1993), pargo japonés (Watanabe ef al., 1989 a) y Pseudocaranx dentex

(Watanabe ef al., 1989 b) mostraron que en los lipidos habia una incorporacién preferente
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del DHA sobre el EPA. Este mismo efecto también se observé en el contenido lipidico
total de los huevos de trucha arco iris que habian sido mantenidas con una dieta deficiente
en acidos grasos de la serie n-3 (Frémont ef al., 1984). La importancia del DHA también
se pone de manifiesto por el hecho de que en los huevos de los peces marinos el DHA es
mas abundante que el EPA (Watanabe, 1993). El DHA es especialmente abundante en los
tejidos neuronales, retina y cerebro de los peces marinos (Bell y Dick, 1991). Puesto que
los ojos y el tejido neuronal forman una parte importante de la masa inicial del embrion,
probablemente una deficiencia en este acidos graso puede dar lugar a problemas en el
desarrollo del embrion o de la larva. La importancia del DHA es debida muy posiblemente
a la estabilidad conformacional que el alto nimero de dobles enlaces proporciona a su
m:iolécula (Sargent et al., 1993), la cual aparece formando una estructura helicoidal
compacta con una longitud total incluso menor que la de un 4cido saturado como el 18:0

(Applegate y Glomsett, 1986).

En la experiencia consistente en la variacion inespecifica de la cantidad de
lipidos administrados a los reproductores (Capitulo III) se observé en las dos épocas de
puesta estudiadas una clara relacion entre la proporcion DHA:EPA de los huevos y su
calidad. En el grupo B (rico en n-3) de la segunda experiencia llevada a cabo (aumento
especifico de la cantidad de EFA en la dieta) se elevo la cantidad de DHA de la dieta hasta
niveles muy altos. Ello produjo, en los huevos de este grupo, niveles de DHA similares a
los de los huevos del grupo control. Sin embargo la tasa de eclosion de estos huevos fue
muy baja, en asociacion con una baja relacion DHA:EPA. Todos estos resultados indican
que en la lubina el desarrollo embrionario normal depende, en gran medida, de una relacion

DHA:EPA adecuada.
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Como se ha mencionado antes, los acidos grasos de la serie n-3 juegan, en los
peces marinos, un papel muy importante en el mantenimiento de la funcionalidad de la
membrana plasmatica (Bell ef al., 1986). La importancia de estos acidos grasos queda
patente por el hecho de que su proporcién aumenta en los 6rganos de los peces a medida
que se eleva la salinidad (Borlongan y Benitez, 1992) o bien a medida que disminuye la
temperatura (March, 1992). Estos 4cidos grasos compiten con los de la serie n-6 por
entrar a formar parte de los fosfolipidos. Por lo tanto, ademas de la cantidad total de

acidos grasos de la serie n-3 es necesario tomar en consideracion la relacién n-3:n-6.

En la primera experiencia llevada a cabo (efecto del aumento inespecifico de
la cantidad de lipidos de la dieta) se observo un fuerte aumento de la tasa de eclosion en
el grupo control en el segundo afio con respecto al primero. Esta elevacion fue, en parte,
debida a una mejora del método de trabajo, pero también estuvo acompafiada por un
incremento de la relacion n-3:n-6. En la tercera experiencia (efecto del momento de
administracion de EFA) la dieta rica en EFA presenté una relacion n-3:n-6 mas alta que
la dieta pobre en EFA. Los grupos que recibieron la dieta rica en EFA durante el periodo
de vitelogénesis- inicio de puestas (grupo Sep-Feb) o durante todo el afio (grupo Ene-Dic)
produjeron huevos con una tasa de viabilidad y de eclosion mayores que las de los otros
dos grupos. La mayor calidad de los huevos de estos grupos estuvo asociada con un
mayor contenido de acidos grasos de la serie n-3 y con un valor mayor de la relacion n-
3:n-6. En la segunda época de puesta de esta tercera experiencia, el grupo Abr-Sep,
después de haber recibido la dieta rica en EFA durante cinco meses, presento unas tasas
de viabilidad y de eclosion mayores que las del afio anterior y que las del grupo Feb-Abr.
Este efecto estuvo asociado con un mayor contenido de acidos grasos de la serie n-3.

Ademas, la cantidad media de estos acidos grasos fue mayor en los grupos con mayores
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tasas de viabilidad y eclosion, es decir, por orden creciente, en los grupos Sep-Feb y Ene-
Dic. La mejoria de la calidad de los huevos del grupo Abr-Sep fue también simultanea a
un ligero aumento de la relacion n-3:n-6 y a una clara elevacién de la relacion DHA:EPA
que alcanzo valores significativamente diferentes (p<0.05) de los observados en los otros
tres grupos. Todos estos hechos sugieren que la cantidad de 4cidos grasos de la serie n-3
junto con las relaciones n-3:n-6 y DHAEPA de la fraccién lipidica de los huevos juegan

un papel muy importante en la determinacion de su calidad.

En repetidas ocasiones se ha hecho referencia a la necesidad de la
aé:iministracién a los reproductores de una cantidad de 4acidos grasos de la serie n-3 lo
séiﬁciehtemente elevada y en la proporcion adecuada para obtener puestas de buena
calidad (Watanabe, 1993; March 1992; Watanabe y Kiron, 1995; Sargent, 1989, 1994).
Sin embargo, se ha profundizado muy poco en el estudio de las necesidades de los acidos
grasos de la serie n-6. De entre estos acidos grasos el acido araquidénico, (AA, 20:4 n-6)
resulta sumamente importante, ya que es el precursor de algunos eicosanoides, en concreto
de los leucotrienos de la serie 4 y de los prostanoides de la serie 2. Por su parte el EPA
es el precursor de la leucotrienos de la serie 5 y de los prostanoides de la serie 3. Sin
embargo los eicosanoides derivados del EPA son biolégicamente mucho menos activos
que los derivados del AA. Puesto que el EPA y el AA compiten por los mismos enzimas
en la formacién de los eicosanoides, una proporcion inadecuada entre ellos podria dar
lugar a una inhibicion competitiva de los eicosanoides mas activos derivados del AAy a

una depresion de las funciones celulares ejercidas por estas sustancias (Sargent et al.,

1995).
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La administracion de una cantidad demasiado pequefia de AA puede tener un
efecto negativo sobre la formacion de prostaglandinas como se vio en juveniles de
rodaballo alimentados con dietas con un bajo contenido en AA (Bell ef al., 1995). Los
autores sugirieron que, dado el amplio rango de funciones llevadas a cabo por estas

sustancias, la fisiologia general del individuo podria verse afectada.

En las dos primeras experiencias realizadas existia una clara diferencia en el
contenido en AA y en la relacion AA:EPA entre la dieta natural del grupo control y las
dietas artificiales administradas al resto de los grupos experimentales. En ambos
experimentos se observo que la cantidad de AA de los huevos y la relacion AA:EPA
estaba directamente relacionada con lo observado en la dieta, lo que confirmé la
esencialidad de este acidos graso. Ademas, los mejores resultados de puesta encontrados
en el grupo control estuvieron asociados con un porcentaje de AA y una proporcion

AA:EPA mayores.

En conjunto, los resultados obtenidos en las tres experiencias del presente
trabajo indican que el contenido en acidos grasos de la fraccion lipidica de los huevos va
a estar fuertemente influido por la proporcién de 4cidos grasos administrados a los
reproductores de lubina a través de la dieta. Ademas, la calidad de los huevos va a
depender de la presencia en su fraccion lipidica de unas cantidades de acidos grasos de la

serie n-3, asi como de unas relaciones n-3:n-6, DHA:EPA y AA:EPA lo suficientemente

altas.
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3.- NIVELES PLASMATICOS DE GTHII, DE 17B-ESTRADIOL Y DE

VITELOGENINA.

3.1.- Niveles plasmaiticos de GtHII.

La variacion de la concentracion plasmatica de GtHII a lo largo del ciclo
reproductivo en peces ha sido establecida Ginicamente en algunas especies de salmonidos
(Prat et al., 1996; Sumpter ef al., 1991; Swanson, 1991) y en el pez rojo (Kobayashi ez
al., 1988). En el presente trabajo se describen, por primera vez, los niveles plasmaticos de
GtHII a lo largo del ciclo reproductivo en una especie con un ovario de tipo sincrono por
ggﬁpos, como es la lubina.

Los niveles plasmaticos de GtHII se mantuvieron bajos durante la época de
vitelogénesis y hasta el comienzo de la época de puesta, es decir, de octubre a diciembre.
Los niveles de esta hormona fueron aumentando desde el inicio de la época de puesta y
alcanzaron los méximos valores en el punto medio del periodo de puesta. En los
salmonidos (Suzuki ef al., 1988; Swanson, 1991; Kobayashi ef al., 1987 a; Sumpter y
Scott, 1989) y en el pez rojo (Kobayashi e al., 1987 b; 1988) el crecimiento de los oocitos
tiene lugar con unos niveles plasmaticos de GtHII bajos, que se elevan claramente en el
momento de la ovulacién para descender después. La lubina tiene un ovario de tipo
sincrono por grupos (Mayer et al., 1988; Alvarifio ef al., 1992 a) en el que pueden
aparecer oocitos en estados de desarrollo muy diferentes. Como resultado, en un grupo
de hembras, el punto medio del periodo de puestas sera el momento en el que un mayor
numero de oocitos coincidan en el estado de maduracién. Los niveles bajos de GtHII
observados antes del inicio de las puestas, la elevacion de los niveles de esta hormona

cuando las puestas comenzaron, es decir en el momento en que algunos grupos de oocitos
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iniciaron la maduracién y la ovulacion, y el pico observado en el punto medio del periodo
de puesta apoyan la idea de que la GtHII tiene una funcion fundamental en el control del
proceso final de maduracion oocitaria y de ovulacion, de un modo similar a lo descrito en

otras especies de peces (Swanson, 1991; Swanson et al., 1991; Sumpter y Scott, 1989).

Los niveles bajos iniciales de GtHII estuvieron asociados con una paulatina
elevacion de la concentracion de E2 que se hizo especialmente patente en los grupos
alimentados con dietas artificiales. Es posible que el E2 estuviera ejerciendo un efecto de
retroalimentacién negativa sobre la secrecion de GtHI, lo que ocasionaria los bajos
niveles detectados. La desensibilizacion de las células secretoras de GtHII ocasionaria la
secrecion repentina de esta hormona en el momento de la maduracién. Un mecanismo
similar ha sido descrito previamente en mamiferos (Schwartz, 1995; Goodman ef al.,
1980). En los peces existen evidencias de que opera un mecanismo similar. Asi, por
ejemplo, en salmon coho, inyecciones intraperitoneales de E2 dieron lugar a niveles
hipofisarios de GtHII mas elevados que en los controles, inyectados con suero salino,
mientras que los niveles plasmaticos de GtHII fueron significativamente (p<0.05) menores
que en los animales controles (Benfey ef al., 1989). Los autores atribuyeron este efecto
a una inhibicién de la liberacion de GtHII desde la pituitaria por los estrégenos. Diversos
estudios llevados a cabo en individuos inmaduros de salmonidos y anguila europea han
mostrado que el E2 y la T estimulan la sintesis de GtHII a nivel de la pituitaria pero que
no tienen ningun efecto sobre su liberacion (Revisado por Peter, 1982; Kah, 1986). En el
pez rojo el efecto negativo de los esteroides sobre la secrecion de GtHII se debe a una
estimulacién de la recuperacion de dopamina, lo que favorece su accién inhibidora de la

secrecion de GtHI1 (Trudeau ef al., 1991 a; 1993).
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Una vez que el efecto inhibidor ha desaparecido los esteroides pueden jugar
un papel estimulador de la secrecion de GtHII. Asi, en la lubina los implantes de E2 y T
provocaron un incremento de los niveles hipofisarios de GnRH (Zanuy, Carrillo, Mateos,
Trudeau, Kah, 1997. Resultados sin publicar). El E2 y la T favorecieron la secrecién de
la GtH estimulada por la GnRH en el pez rojo (Trudeau ez al., 1991 b) y la T tuvo este

mismo efecto en carpa y en Paramisgurnus dabryanus (Trudeau et al., 1991 c).

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que ne los reproductores
de lubina los esteroides ejercen una accion inhibidora sobre la secrecién de GtHII, para
fafvorecer, finalmente su liberacion. La elevacion de los niveles de E2, al comienzo del
ciclo estudiado coincide con los niveles bajos de GtHII, lo que indicaria una accion
inhibidora inicial del E2. En la lubina se ha observado que los niveles hipofisarios de
GnRH descienden durante la época de puesta (Kah ef al., 1994). Este hecho esta
relacionado con una liberacion de la GnRH que tiene un efecto positivo sobre la secrecion
de GtHIL Los niveles elevados de E2 detectados en el momento medio del periodo de
puesta estarian favoreciendo la secrecion de GtHII estimulada por la GnRH lo que

explicaria la fuerte elevacion de los niveles de GtHII en este momento.

El efecto estimulante del E2 sobre la secrecién de GtHII explicaria las
diferencias observadas entre el grupo control y los grupos A (9% de lipidos) y B (rico en
n-3) alimentados con dietas artificiales. Los mayores niveles de E2 observados en estos
dos ualtimos grupos provocarian una mayor secrecion de GtHII en el momento de la
maduracion, lo que originaria las diferencias entre estos grupos y el grupo control en los
niveles plasmaticos de GtHIL En el caso del grupo C (28 % de lipidos) es posible que los

altos niveles de E2 estén provocando también un aumento de la sintesis de GtHII pero que
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su liberacion no tenga lugar de un modo puntual como en los grupos A 'y B sino que, por
algun tipo de factor, se esté provocando un retraso en la liberacién de esa GtHII lo que

originaria el segundo pico observado en este grupo.

3.2.- Niveles plasmaticos de 17B-estradiol.

En las tres experiencias llevadas a cabo los niveles plasmaticos de E2
aumentaron a partir del mes de noviembre hasta, aproximadamente, el punto medio del
periodo de puesta, para disminuir a continuacién. El incremento de la concentracion
plasmética de E2 se produjo durante el proceso de vitelogénesis y fue paralelo al aumento
de los niveles de vitelogenina plasmatica. Este hecho denota el papel fundamental que el
E2 juega en la estimulacion de la sintesis de la Vg en la lubina (Mafian6s ef al., 1994 a, b)
de modo similar a otras especies de vertebrados oviparos (revisado por Mommsen y

Walsh, 1988).

La lubina presenta un ovario de tipo sincrono por grupos en el que aparecen
oocitos en diversos estados de desarrollo (Mayer ef al., 1990; Alvarifio et al., 1992). Por
lo tanto, dado el papel jugado por el E2 en el mantenimiento del proceso de vitelogénesis,
los niveles medios de E2 detectados en un grupo de lubinas se han de mantener elevados
a lo largo de toda la época de puesta. Los perfiles observados en el presente trabajo
corroboran este planteamiento y son similares a los observados previamente en la lubina
europea (Prat ef al., 1990; Cerda e/ al., 1994 a) o en la lubina americana, que también

presenta un ovario de tipo sincrono por grupos (Blythe ef al., 1994).
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En las dos primeras experiencias realizadas (Capitulos III y IV) se observo
que, a lo largo del proceso de vitelogénesis, el grupo control present6 valores mas bajos
de E2 en plasma que los grupos alimentados con dietas artificiales llegando a alcanzarse
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Cerda et al., (1994 a) encontraron que
la reduccion de la racion con la que se administraba una dieta natural a reproductores de
lubina estaba asociada con una disminucién de los niveles plasmaticos de E2. Puesto que,
para la sintesis de los esteroides es necesario un aporte adecuado de colesterol
(Nagahama, 1983), Cerda ef al. (1994 a) supusieron que, en el grupo alimentado a racién
reducida, una deficiencia nutricional podria causar unos bajos niveles de colesterol que,
a%su vez, ocasionaria una reduccion de los niveles plasmaticos de E2. En nuestras
e)iiperiencias, dada la menor cantidad de lipidos ingerida por los animales del grupo
control, una explicacion similar podria ser valida. Sin embargo, los mejores resultados de
puesta y los niveles de Vg plasmatica suficientemente altos del grupo control sugieren que
la concentracion de E2 de este grupo es fisiologicamente normal y que debe de existir

algun factor que determine en los otros grupos la elevacion observada de la concentracién

plasmatica de E2.

Las dietas artificiales presentaron una concentracién de acidos grasos
monoenoicos de 20 y 22 atomos de carbono hasta diez veces mayores que en la dieta
natural. En la trucha arco iris (Henderson y Sargent, 1984, 1985; Henderson ef al., 1982)
se ha observado que la situacion fisiolégica anormal provocada por la elevada
concentracion de los acidos grasos ertcico (20:1 n-9) y cetoleico (22:1 n-11) en las dietas
administradas a los reproductores daba lugar a una proliferacion peroxisomal a nivel

hepatico.
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Los peroxisomas se producen a partir de las membranas del reticulo
endoplasmatico liso y mantienen en sus membranas muchas de las actividades enzimaticas
asociadas a las membranas del reticulo endoplasmatico (Berkaloff et al., 1981). Entre estos
enzimas aparecen las reductasas dependientes del citocromo P450 que llevan a cabo buena
parte de las reacciones del metabolismo de esteroides. Recientemente se ha observado que
los peroxisomas también aparecen en las células foliculares de los teledsteos y que
intervienen en el proceso de esteroideogénesis (Mercure y Van der Kraak, 1995 b). Dados
todos estos precedentes la elevacion de los niveles de E2 observada en las hembras de los
grupos alimentados con dietas artificiales podria estar causada por una proliferacion
peroxisomal a nivel de las células de la granulosa ocasionada por la elevada concentracion

de acidos monoenoicos de cadena larga administrados a través de las dietas.

3.3.- Niveles plasmaticos de Vg.

Los valores de Vg detectados en plasma fueron elevandose a lo largo de toda
la época de vitelogénesis. Comenzaron a aumentar a partir del mes de noviembre y
alcanzaron los méximos valores en los meses de enero-febrero, en el periodo de
vitelogénesis que se solapa con la época de puesta. Un incremento similar ha sido
observado previamente en grupos de lubina mantenidos en cautividad (Mafianos et al.,

1994 b; Cerda e al., 1994 a).

En la primera experiencia realizada (variacion inespecifica de la cantidad de
lipidos ingerida por los reproductores, Capitulo III) se observo que el grupo alimentado
con una dieta natural presenté valores de Vg plasmatica significativamente mayores
(p<0.05) que los de los grupos alimentados con dietas artificiales. En la trucha se vio que

una deficiencia en la administracion de acidos grasos de la serie n-3 a través de la dieta
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provocaba una disminucion significativa de los niveles plasmaticos de Vg (Frémont ef al.,
1984). En nuestra experiencia, la dieta natural presenté una mayor c;,antidad de acidos
grasos de la serie n-3 asi como una mayor relacion DHA:EPA que las dietas artificiales.
Puesto que la composicion en acidos grasos de los huevos reflejo la de las dietas y la Vg
es el principal precursor del vitelo, muy probablemente la variacién de la concentracion
de 4cidos grasos en la dieta también afect6 a la composicion en acidos graso de la Vg,
Particularmente la relacion DHA:EPA debe de influir fuertemente en la composicion de
la Vg puesto que en cuatro especies diferentes de teledsteos se ha observado que el DHA
y el EPA constituyen alrededor del 50% del total de acidos grasos de la Vg (Silversand
er al., 1995). Por lo tanto, los reducidos niveles plasmaticos de Vg de los grupos
alimentados con dietas artificiales pudieron ser debidos a un suministro deficiente a través
de las dietas de los acidos grasos de la serie n-3 y, en particular, a una relacion DHA:EPA

inadecuada.

Esta hipotesis se vio corroborada en la tercera experiencia realizada,
consistente en la variacion del momento de administracion de acidos grasos. En esta
tercera experiencia se utilizaron lubinas de la misma edad que en la experiencia citada y
estuvieron sometidas a las mismas condiciones de cultivo. Las diferencias mas importantes
entre las dietas utilizadas fueron su contenido en EFA, particularmente de la serie n-3 y
la relacion n-3:n-6, que fueron mayores en la dieta rica en EFA, mientras que el contenido
en otros nutrientes fue exactamente el mismo en las dos dietas. El grupo que recibi6 la
dieta rica en EFA durante todo el afio present6 valores de Vg plasmatica mayores que los
del grupo alimentado con la dieta pobre en EFA. Todos estos hechos indican que la
administracion de cantidades bajas o en proporciones inadecuadas de los acidos grasos de

la serie n-3 puede dar lugar a una disminucion de los niveles de Vg detectados en plasma.
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En la segunda experiencia (elevacion de la cantidad de acidos grasos esenciales
ingerida por los reproductores) se alcanzaron valores de Vg plasmatica mucho mayores
que los de las otras experiencias de este trabajo o que los observados por otros autores
(Maiiands ef al., 1994 a, 1996 a; Cerda et al., 1994 a). Este hecho probablemente estuvo
relacionado con el elevado tamafio de los animales utilizados en esta experiencia, que eran
dos afios mas viejos que los de las otras experiencias realizadas. Ademas, los elevados
niveles de Vg debieron de estar asociados con la necesidad de un aporte adecuado de
reservas que permitiera el desarrollo necesario del ovario para alcanzar las altas

fecundidades registradas en los distintos grupos de esta experiencia.

En este segundo experimento, la dieta natural no provoco una elevacion clara
de la Vg plasmatica con respecto a las dietas artificiales. De hecho, al contrario de lo
observado en las otras experiencias, el grupo A (9%) lleg6 a presentar en diciembre
valores significativamente mayores que los del grupo control. Este fenomeno podria ser
debido a que las mayores concentraciones plasmaticas de E2 observadas en este grupo
dieran lugar a la movilizacién de las reservas acumuladas de las que carecian los
reproductores de afios mas jovenes que también eran de menor tamafio. Por otra parte, los
elevados niveles de Vg plasmatica no estuvieron asociados con una mejora sustancial de
las puestas. Ello indica que la calidad de los huevos depende en gran medida de la calidad
y composicion de las reservas acumuladas, de modo que incluso niveles altos de Vg que,
probablemente, estuvieron asociados con la acumulacién de una cantidad suficiente de

reservas, no dieron lugar a huevos de buena calidad.
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4.- ESQUEMA FINAL.

Como colofon final a este trabajo aparece un esquema (figura VLI) en el que
se pretende representar todo el conjunto de factores que han sido estudiados en la presente
memoria y que parecen tener un efecto modulador sobre el proceso reproductor. Los
resultados obtenidos en nuestros experimentos evidencian la influencia de la composicion
en Acidos grasos de las dietas sobre los factores hormonales que regulan el proceso
reproductor y sobre el mimero y calidad de los huevos obtenidos. A suvez, la edad de los
reproductores y la duracion y época de administracion afectan de una manera general a

todo el conjunto de mecanismos que intervienen en la reproduccion.

Dentro de la composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica de las dietas
se ha visto que en particular las relaciones DHA:EPA, AA:EPA y n-3:n-6 influencian
fuertemente la sintesis hepatica de Vg y su composicion en acidos grasos. A través de la
Vg que entra en los oocitos los acidos grasos de la dieta modulan la composicién en
acidos grasos de los huevos. A su vez, la fecundidad y las tasas de viabilidad y de eclosién
de los huevos parecen depender de que en la fraccion lipidica de estos huevos las
relaciones DHA:EPA, AAEPA y n-3:n-6 sean lo suficientemente elevadas. El AA, como
precursor de ciertos eicosanoides, de una manera generalizada, a la regulacion de la
secrecidn hormonal tanto a nivel cerebral como hipofisario y gonadal. Los acidos grasos
monoenoicos de cadena larga podrian estar estimulando la produccién de E2 en los
foliculos ovaricos. Este E2 estimula la sintesis de Vg en los hepatocitos y tiene un efecto
bifasico sobre la secrecion de GtHII ya que estimula la produccién de GtHII a la vez que
inhibe su liberacion desde la hipofisis. La desensibilizacion de las células de la hipofisis
frente al efecto inhibidor del E2 provocaria la liberacion masiva de la GtHII. Por su parte,

la GtHII estimula la maduracion oocitaria y la ovulacion en los ovarios.
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Figura VLI. Esquema de los efectos e interacciones observadas en el presente trabajo
entre el tamaio del reproductor, la época y duracion de la administracion de las dietas y
la composicion de las mismas sobre los mecanismos hormonales que regulan la
reproduccion y sobre los resultados de puesta. Signo + indica estimulacion y el signo -,
inhibicion.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las proporciones de acidos grasos de la dieta y, en particular, unas relaciones
DHA:EPA, AA:EPA y n-3: n-6 inadecuadas pueden provocar alteraciones del
desarrollo ovarico que den lugar a una reduccion de la fecundidad. Esto se
deduce del hecho de que los valores de fecundidad observados mostraron una
fuerte variacion de unos grupos a otros dependiendo de la calidad de las dietas
administradas. A su vez, la calidad de las dietas, estuvo determinada, en gran

medida, por la composicion en acidos grasos.

En la lubina, como en otras especies de peces, la fecundidad total se eleva de
modo paralelo al aumento del tamafio de las hembras que se produce con la edad.
La fecundidad relativa también se incrementa globalmente con la edad de las

hembras, si bien de un modo mas moderado que la fecundidad total.

La cantidad total de lipidos del huevo de la lubina, asi como las proporciones de
los diferentes tipos de lipidos polares y de lipidos neutros son independientes de
la cantidad total de lipidos administrados a través de la dieta o de su composicion

en acidos grasos.



Conclusiones

El perfil de concentraciones de acidos grasos observado en la fraccion lipidica de
los huevos y, en particular, las relaciones DHA: EPA, AA: EPA y n-3: n-6 estan
fuertemente influidas por las concentraciones de acidos grasos presentes en los

lipidos de las dietas.

En la lubina, la calidad de los huevos, medida como las tasas de viabilidad y de
eclosion, estd determinada , en gran medida por las proporciones DHA: EPA, AA:
EPA y n-3: n-6. Un equilibrio inadecuado entre todos estos acidos grasos, de
modo que las relaciones citadas alcancen valores demasiado bajos, da lugar a la

aparicién de huevos de mala calidad.

Los acidos grasos administrados a los reproductores de lubina a lo largo del
proceso de vitelogénesis pueden ser procesados e incorporados a los oocitos en
formacion. Como consecuencia, un tratamiento nutricional que esté basado en la
alteracion de la concentracion de acidos grasos de la dieta, aplicado durante el
periodo de vitelogénesis va a tener un efecto claro sobre la composicion en acidos
grasos de los huevos y sobre su calidad, en la época de puesta inmediatamente

posterior.
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La administracion de acidos grasos a través de la dieta a los reproductores de
lubina durante un periodo de cinco meses, previamente al inicio del proceso de
vitelogénesis, permite el almacenaje de estos acidos grasos y su incorporacion a
los oocitos en formacién durante el proceso de vitelogénesis, de modo que llega
a afectar a la composicion en acidos grasos y a la calidad de los huevos obtenidos

en la época de puesta siguiente.

La GtHII tiene, en la lubina, probablemente una funcién basicamente reguladora
de los procesos de maduracion oocitaria y de ovulacion. Los bajos valores
observados en los niveles plasmaticos de esta hormona a lo largo del proceso de
vitelogénesis y la elevacion de su concentracion en plasma a partir del inicio de las
puestas, para alcanzar el maximo en el punto medio del periodo de puesta son

acordes con esta idea.

El incremento de los niveles plasmaticos de 17B-estradiol observados a lo largo
del periodo de vitelogénesis coincidieron con unas concentraciones reducidas de
GtHII en plasma. La fuerte elevacion de la concentracion de GtHII coincidi6 con
los maximos valores de 17f3-estradiol que, después, descendieron bruscamente.
Estos hechos sugieren que el 17(3-estradiol en la lubina, igual que se ha observado
en otras especies de peces, ejerce una funcion reguladora de la secrecion de GtHII,
probablemente inhibiendo su liberacion a través de un mecanismo de
retroalimentacion negativo durante el proceso de vitelogénesis, a la vez que se

favorece su produccion por un mecanismo de retroalimentacion positivo.
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10.

11.

12.

La calidad de las dietas administradas a los reproductores de lubina puede llegar
a afectar a la secrecion de GtHII, seguramente por un efecto indirecto, al provocar

alteraciones en la secrecion de 17f-estradiol.

Los niveles plasmaticos de 17[-estradiol estan influidos por el tipo de dieta
administrado a los reproductores de lubina. Es posible que niveles elevados de
acidos grasos monoenoicos de 20 y 22 atomos de carbono en la dieta tengan un
efecto estimulador sobre la secrecion de 17p-estradiol por las células de la

granulosa.

Los niveles plasmaticos de vitelogenina dependen de un aporte adecuado de acidos
grasos durante la sintesis de esta glicolipofosfoproteina. Unas proporciones DHA:
EPA o bien n-3: n-6 inadecuadas pueden provocar en la lubina la aparicion de
niveles plasmaticos de vitelogenina anormalmente bajos con los consiguientes

efectos negativos sobre la formacion del vitelo en el conjunto del ovario en

desarrollo.
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