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Resumen

En la etapa de alevinaje de especies de peces marinos, es habitual recurrir a alimento vivo como
primera alimentacion, lo que se traduce en una demanda significativa de recursos y cuidados. El
presente trabajo compara la supervivencia y el crecimiento de larvas de pejerrey de mar,
Odontesthes regia, alimentadas con una dieta micro-encapsulada respecto de larvas alimentadas
con nauplios de artemia. Durante los ensayos, se observé que las larvas de esta especie aceptan el
alimento inerte desde su primera alimentacion, sin recurrir a periodos de adaptacién u otro tipo de
alimento vivo. Los resultados indican un aumento significativo, superior al 70%, en la
supervivencia de las larvas alimentadas con la micro-dieta en el primer mes de alimentacion. Con
respecto al crecimiento, la tasa de crecimiento especifico (SGR) de las larvas alimentadas con dieta
micro-encapsulada no mostré diferencias respecto al obtenido con nauplios de artemia. Esta
investigacion demuestra que, en algunas especies de larvas de peces marinos, es posible la
sustitucion de alimento vivo por dietas inertes con resultados satisfactorios para parametros de
crecimiento y supervivencia, lo que facilita el escalamiento del cultivo intensivo de estas especies.

Palabras clave: alimento micro encapsulado, larvas de peces marinos, pejerrey de mar.

Summary

Microencapsulated feed increases larval survival of Odontesthes regia (Humboldt
1821).

During Hatchery of sea fish species, live feed is commonly used as first feeding, which implies a
significant demand of resources and care. This research compares the survival and growth rate
from Odontesthes regia larvae, fed with microencapsulated diet respect to those fed with nauplii of
artemia. During the trials, acceptance of the dry feed was observed in these species since their
first feeding, without an adaptation period neither the use of any live feed. The results showed a
significant increase, over 70%, in survival rate from larvae fed with micro diet in the first month.
Specific Growth Rate (SGR) for larvae fed with micro diet, showed no significant difference with
respect to larvae fed with artemia’s nauplii. This research shows that, at least for some marine fish
species, it is possible to replace live feed by dry feed, not affecting growth rate but improving
survival, which supports the scaling up of intensive cultures of these species.

Key words: microencapsulated food, marine fish larvae, silverside.

Introduccioén

El éxito comercial del cultivo de peces depende en gran medida de la produccion
controlada de un stock suficiente de juveniles de la especie a cultivar. La mayoria de los
productores e investigadores coinciden en que las mayores dificultades se presentan
habitualmente durante la larvicultura (cominmente llamado alevinaje). Aqui es donde se
presentan las mayores dificultades y donde suelen ocurrir las mas altas mortalidades,
tanto para las especies que se cultivan comercialmente, como para los cultivos
emergentes y en investigacion.
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El desarrollo de la acuicultura en la fase de cultivo larvario y post larvario, en la mayoria
de las especies de peces marinos, depende del suministro de alimento vivo (rotiferos,
artemias, etc.). Sin embargo, la produccidon de alimento vivo requiere de manejos
especializados, involucra dificultades de escalamiento y no siempre es posible obtener una
calidad uniforme, paralelamente demanda tiempo, mano de obra y espacio para
cultivarlos, aumentando los costos de produccion. En muchas hatcheries de peces
marinos puede significar facilimente el 20 — 25% del costo de la etapa (Civera y cols.,
2004).

El pejerrey de mar, Odontesthes regia (Humboldt 1821), es una especie marina que se
distribuye desde la region de Aysén (Chile) hasta Piura (Pert) (Dyer, 2000). Estudios
sobre la alimentacion del pejerrey sefialan que la dieta de O. regia es de tipo omnivoro
(Lorenzen y cols., 1979), consumiendo alimento tanto en la columna de agua como en el
fondo. El pejerrey depreda principalmente sobre especies tanto del bentos (anfipodos y
poliquetos) como del plancton (copépodos calanoideos y larvas zoeas), ademas de
plantas. Esto debido a que ocupa ambientes marinos bastante diversos, tales como
estuarios, playas y fondos fangosos. Por tanto, la dieta de este Atherinidae esta
constituida por organismos de tamafio muy diverso (Silva & Stuardo, 1985).

El “Pejerrey de Mar” es una especie importante en la pesca artesanal de Chile, en especial
en la macro region sur austral, constituyendo uno de los recursos icticos de agua de mar
de importancia para el consumo de la poblacion, principalmente de la Décima Region, la
que aporta el 50% del desembarque total del pais.

Sin embargo, debido a la disminucion de los desembarques de esta especie se decretd
(D.S. 1410/09) la veda del recurso a partir del 02 de Octubre de 2009 al 31 de Diciembre
de 2011 para la X Region de Los Lagos, los desembarques nacionales han disminuido de
1.262 ton en el 2007 a 397 ton en el 2010 (SERNAPESCA, 2011).

En los cultivos experimentales realizados en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de la
Universidad Arturo Prat en la X region de Chile, las larvas de pejerrey de mar son
alimentadas con Nannochloropsis sp. y con el crustdceo Artemia sp. Los procedimientos
de cultivo y alimentacion estan descritos en el Manual de Reproduccion y Cultivo Larval a
Alevin de 2 g., Cultivo del Pejerrey de Mar (Odontesthes regia, Humboldt 1821),
desarrollado en el proyecto FONDEF D0411173 “Bases para el Escalamiento Productivo de
las Tecnologias de Cultivo del Pejerrey” y se encuentra en el Departamento de derechos
intelectuales DIBAM, Inscripcion N° 183498.

En la actualidad, los esfuerzos de investigacién se dirigen a determinar las condiciones
gue incrementen la supervivencia y viabilidad de las larvas, asi como determinar los
requerimientos nutricionales con objeto de mejorar la alimentacién y aumentar la
produccién de larvas, puesto que es el paso previo para la puesta de un cultivo a una
escala comercial.

En la presente investigacion, se compard el crecimiento y supervivencia de larvas de
Odontesthes regia, alimentadas con una dieta micro-encapsulada formulada para
ajustarse a los requerimientos nutricionales de la especie y con Artemia sp. alimentada
con Nannochloropsis sp., segun procedimientos y pautas de alimentacion descritos en el
manual mencionado anteriormente.

Materiales y métodos

La dieta micro-encapsulada (Solicitud Patente N° 3025-2011) fue elaborada en el
Laboratorio de Micro encapsulacion, del Instituto de Ciencia y Tecnologia de la
Universidad Arturo Prat, en la ciudad de Puerto Montt, Chile.
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Para ajustar la formulacion de la dieta micro-encapsulada, se enviaron muestras al
laboratorio Bioquality S.A. (Puerto Montt, Chile) donde se realizaron analisis quimico
proximal, perfil de amino&cidos y &acidos grasos a larvas silvestres de pejerrey de mar
de 0,17 g., alevines silvestres de pejerrey de mar de 1 g. y nauplios de artemia des-
capsuladas (Marca BIO-MARINE) alimentadas con Nannochloropsis sp.

Las larvas silvestres fueron capturadas frente a las costas de Maullin, X Region, Chile
(41°37'S 73°36'0) (ver Fig. 1) en redes de zooplancton de 250 a 500 um de apertura
de malla. Las muestras, una vez seleccionadas, fueron mantenidas en tubos
Eppendorf de 5 ml con agua de mar, a una temperatura de -5°C, durante su traslado
al laboratorio.

Figura 1. Localidad de Maullin, donde se recolectaron muestras de larvas y alevines silvestres de
pejerrey de mar, X Region, Chile (Fuente: MOPTT).
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Las micro-capsulas (MC) fueron elaboradas en un secador Mobile Minor Niro-Atomiser
(Copenhagen, Denmark), controlando los pardmetros de temperatura de entrada del
aire de secado y la de salida del aire del secador.

La técnica de micro encapsulacion utilizada contempla el secado por aspersién de una
emulsion de aceite en agua donde la fase acuosa incorpora los ingredientes
funcionales que al deshidratarse forman un manto de biopolimeros que envuelve y
encapsula la fase oleosa, en la cual estan disueltos los ingredientes liposolubles.

Tamarfio de Micro-capsulas (MC):

Para determinar el tamafio de las MC, se prepararon frotis de la dieta micro-
encapsulada, dispersa en aceite. Los frotis preparados fueron observados bajo
microscopio “Daigger” y mediante analisis de imagenes se determiné el tamafio de las
particulas, por comparacion con un patrén de tamafio conocido, mediante el software
Moticam®. Para evitar el sesgo en las fotografias, se realiz6 un cuarteo de la
superficie del frotis, eligiéndose al menos 25 campos de observacion por frotis.

Flotabilidad:

Para medir la flotabilidad de las particulas, se cronometrd el desplazamiento de las
micro-capsulas en una columna de agua de mar obtenida del Canal de Chacao, Chiloé,
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Chile; con una salinidad de 33%q, y una temperatura de 12°C, contenida en una
probeta graduada de 100 ml.

Se identific6 como tiempo de superficie, el tiempo en segundos, requerido para que
las particulas comenzaran a precipitar. Se registr6 como tiempo de descenso el
requerido para que recorrieran una distancia de 17 cm de columna de agua, hasta el
fondo de la probeta. Se registr6 también el tiempo que permanecian las micro-
cdpsulas en el fondo de la probeta, antes de comenzar a subir nuevamente en la
columna de agua, los que fueron registrados como tiempo fondo y tiempo de ascenso,
respectivamente. Se realizaron 20 ensayos por partida de elaboracion de alimento.

Lixiviacién:

Para establecer la lixiviacion se realizé una suspension al 10% peso-peso de las micro-
capsulas, de humedad conocida, en agua destilada. Dicha suspensién fue sometida a
agitacion en un vortex a 1000 rpm durante 1 min. Luego se centrifug6 la muestra a
1000 rpm durante 1 min y a continuacion se procedio a descartar el sobrenadante. Se
midi6 la masa de producto remanente, la que fue corregida por humedad,

determinada en una termo balanza a 105°C. La merma de producto observada,
corresponde al material lixiviado de las micro-capsulas.

Bioensayos:
a) Cultivo larval

Los huevos de Odontesthes regia se recolectaron de las frondas del alga Gracilaria sp.,
frente a la costa de Maullin, X Regién, Chile (fig. 1); y se colocaron en un tanque de
400 |, con aireacion constante, flujo de 3 Ipm, 16 °C de temperatura promedio y se
mantuvieron en estas condiciones hasta su eclosion.

Las larvas eclosionadas se sembraron a una densidad de 15,38 larvas/l en tanques
tronco-cdénicos de 50 cm de didmetro x 55,5 cm de altura con un volumen Util de 65 |
de agua de mar filtrada a 20pm, 16 °C de temperatura promedio, 33%, de salinidad,
caudal de 0,5 Ipm y con un fotoperiodo de 16 horas luz.

Se registré el oxigeno disuelto y la temperatura, tres veces al dia (09:00, 15:00 y
19:00 hrs) usando un medidor OxyGuard (Handy Polaris) y la salinidad con un
conductivimetro YSI modelo 63-10 FT.

b) Cultivo de artemias

Los quistes de artemia secos (BIO- MARINE) se hidrataron durante 20 min en tanques
tronco-conicos de 50 cm de diametro x 55,5 cm de altura con un volumen util de 65 |
de agua de mar filtrada a 20 pm, 28°C de temperatura promedio regulada con un
termorregulador Aquarium Heater de 300 w y aireacion constante, 33%, de
salinidad, fotoperiodo de 24 horas luz y un recambio diario de agua del 50%.

Una vez eclosionadas las artemias, se cosecharon mediante filtrado por tamiz de 125
micras Yy fueron llevadas a un tanque de mantenimiento, con aireacion constante y
temperatura regulada, donde eran alimentadas con Nannochloropsis sp. a partir del
segundo dia post-eclosion.

c) Alimentacién

Para el estudio se realizaron tres réplicas por tratamiento, alimento vivo (nauplios de
artemia) y micro dieta (alimento micro encapsulado) asignados al azar.
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Las larvas se alimentaron ad libitum con alimento micro encapsulado, mientras que
para el tratamiento con alimento vivo se suministro diariamente 40 nauplios/larva
(Guarda, 2010), aumentando al doble la racion al llegar al final del estudio.

d) Pardmetros de crecimiento y supervivencia

El  muestreo inicial se efectu6 al dia posterior de la eclosion, extrayendo 100
individuos del tanque de incubacidén. Estas larvas fueron pesadas en grupos de 5
individuos en una balanza AND GF-400 (+/- 0,001 g), para calcular el peso promedio
por larva.

Es importante sefialar que para peces marinos con desarrollo indirecto recién
eclosionados, los pesos de las larvas pueden ser inferiores a 0,001 g.

La frecuencia de muestreo fue cada 15 dias, tomando al azar 15 individuos de cada
tanque, para realizar las mediciones de peso y talla. A partir del segundo muestro los
peces fueron pesados individualmente.

Una vez cuantificada la ingesta total de cada dieta, se valora la tasa instantdnea de
crecimiento (TIC)= ((In p2 - In pl) / (t2 — t1)) * 100, donde: In es el logaritmo
neperiano, pl: peso inicial, p2: peso final, t1: tiempo inicial y t2: tiempo final.

Se calculd el factor de condicion (K), utilizando la relacién entre el peso y la longitud al
cubo (Lagler 1973): K = W/L?, donde W: peso y L: longitud.

Se calcula el % de supervivencia para cada grupo experimental, registrandose la
mortalidad diaria por tanque de cultivo.

Los datos obtenidos durante el ensayo, se ingresaron en planillas Excel, de Microsoft
Office 2007 donde se organizaron y analizaron bajo la prueba “t” para determinar si
existe realmente una diferencia estadisticamente significativa entre los datos
(p<0,05).

Resultados

La composicion quimica de larvas silvestres de pejerrey (0,17 y 1,0 g.) y nauplios de
artemia se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de larvas de pejerrey de mar silvestres y nauplios de artemia.

Larvas silvestres Larvas silvestres Nauplios Dieta

0,17 g 1lg artemia  micro-encapsulada
Humedad % 79,4 77,7 93,6 5,2
Proteinas (%BS) 79,5 77,8 31,0 58,2
Lipidos (%BS) 4,9 5,8 10,1 13,6
Fibra (%BS) 0 0 2,4 0,56
ENN (%BS) 0 2,3 12,1 15,5
Cenizas (%BS) 16,4 14,1 44,4 11,23
DHA/EPA 2,76 2,02 NA 2,00
w 3 %AGT 55,6 49,6 NA 2,19
w 6 %AGT 1,93 2,06 NA 3,47
w 9 %AGT 3,81 6,13 NA 1,77

La figura 2 muestra una fotografia tomada con una resolucion de 1280*1024 a 10X,
de una preparacién de las microcapsulas, donde se pueden apreciar la medicién,
forma y el tamafio de éstas.
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Figura 2. Medicion de micro-capsulas (izquierda), fotografia micro capsula (derecha).

La distribucion de tamafios de las micro-capsulas observada, se muestra en el Gréfico
1, donde se especifica el porcentaje por tamafio de particulas.

Grafico 1. Distribucion de tamafios de particulas (micro-capsulas)
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Los resultados de flotabilidad del alimento micro encapsulado se muestra en la Tabla 2
para cada tiempo de desplazamiento de las particulas en la columna de agua de la
probeta.

Tabla 2. Flotabilidad de alimento micro encapsulado en columna de agua de 17 cm.

Tratamiento Promedio Desviacion
(s) estandar (s)
Tiempo Superficie 8,93 1,87
Tiempo Descenso 67,87 8,29
Tiempo Fondo 95,73 21,81

Tiempo Ascenso 34,33 6,61
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Los resultados obtenidos de las pruebas de lixiviacion se muestran en la Tabla 3
donde se registra el material lixiviado de la dieta micro-encapsulada.

Tabla 3. Porcentaje de material lixiviado de la dieta micro-encapsulada

Tratamiento Promedio Desviacion
(%0) estandar (%0)
Lixiviacion 50,14 8,4

Los resultados relacionados al cultivo de larvas de pejerrey alimentados con microdieta
y alimento vivo se muestran en la Tabla 4, Gréfico 2y 3.

Tabla 4. Comparacion de la tasa instantanea de crecimiento (TIC) y del indice de condicion (K) en
larvas de pejerrey alimentados con dieta micro-encapsulada y nauplios de artemia.

TIC K
Dias Microdieta Alimento vivo Microdieta Alimento vivo
15 11,04 + 1,63 10,68 + 1,52 0,5+ 0,03 0,5+ 0,05
30 11,52 + 1,78 11,26 + 0,23 1,5+0,11 1,6 £0,01
45 0,50 + 0,14 0,85 + 0,28 1,0 £ 0,02 0,6 + 0,07

Grafico 2. Incremento en peso larvas alimentadas con micro dieta v/s alimento vivo.
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Grafico 3. Supervivencia larvas alimentadas con micro dieta v/s alimento vivo.
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El ensayo incluy6 registros de incremento en peso y supervivencia, de ensayos en
triplicado, cuyos promedios se indican en los gréaficos 2 y 3.

Discusion y Conclusion

En este estudio, las larvas de pejerrey de mar aceptan el alimento micro encapsulado
desde que comienzan su primera alimentacion, sin necesidad de agregar ningun tipo
de alimento vivo, esto puede explicarse en parte, a que las larvas de pejerrey tienen
un tamano de 0,65 cm al eclosionar y no necesitan rotiferos en su alimentacién inicial,
facilitando la ingesta del alimento inerte.

Datos similares fueron encontrados en ensayos de primera alimentacion de larvas de
barbilla (Rhambia sebae) alimentadas con nauplios de artemia y concentrado micro
pulverizado para peces (48% proteina), aunque los resultados fueron mejores con
nauplios de artemia, el trabajo resalta que las larvas hayan aceptado como primer
alimento un concentrado comercial y segundo que hayan crecido y sobrevivido de la
manera que lo hicieron comparativamente con las larvas alimentadas con nauplios de
Artemia sp. (Muiioz y cols., 2007).

Lo anterior también puede demostrarse en ensayos realizados en Espafa (Yufera,
1999) con larvas de peces en Dorada y Lenguado, los cuales necesitan rotiferos en su
alimentacion inicial, permitiendo adicionar dietas micro-encapsuladas después del dia
8 post eclosion, ya sea en forma exclusiva o con adicion de rotiferos, sin embargo, en
este ensayo la mortalidad fue muy alta con alimentacién exclusiva de microcapsulas,
alcanzado casi la totalidad después del mes de alimentacion.

Por otra parte, el patrén de movimiento de las MC observado en la tabla 2, favorece el
desarrollo del reflejo predatorio de los individuos en la alimentacion inicial y el tiempo
gue permanecen las MC en la zona de alimentacion parece ser adecuado a los habitos
de la especie, pues fue posible observar que las larvas se adaptaron rapidamente a la
ingesta del alimento.

A diferencia de los trabajos realizados por Yufera (1999) y Mufioz (2007), los
resultados de supervivencia obtenidos en el pejerrey de mar con la dieta micro-
encapsulada para los primeros 30 dias de cultivo indican un valor superior al 70%, con
una diferencia significativamente mayor (p<0,05) a la que se obtuvo alimentando con
nauplios de artemia, que no supera el 10%.

La composicibn de proteina de los nauplios de artemia (31%) difiere
significativamente (p<0,05) de la dieta micro-encapsulada (58%), permitiendo
establecer que los mismos no brindan un aporte nutricional balanceado a las larvas.
Esta realidad es reflejada en el hecho de que el zooplancton que sirve de alimento en
el medio ambiente natural contiene un alto nivel de proteina y amino acidos libres, por
lo general, se utilizan niveles de proteina del 55 al 60% (Lazo, 2000; Cahu & Infante,
2001; Prieto, 2008).

Es posible atribuir que el mejor estado nutricional de las larvas alimentadas con
alimento balanceado favorece la respuesta inmune de estos individuos, aumentando
Su supervivencia, pero este es un aspecto que debe validarse con estudios mas
especificos.

La caida en la supervivencia ocurre después de la segunda quincena del estudio; esto
puede atribuirse a la baja ingesta del alimento, al observarse gran cantidad de
alimento inerte no consumido en el fondo del tanque, el cual no fue posible
determinar por el disefio de los tanques, indicando que el tamafio de particula (Gréfico
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1) no es apropiado en esta especie después del mes de alimentacion, atribuido al
gasto energético asociado a la predacion, por lo que este tamafio (promedio 100 um)
solo es recomendable para los 30 primeros dias de alimentacién. Esto concuerda
también con el destete (cambio de dieta viva a inerte) de esta especie, donde estudios
previos indican que el destete debe comenzarse a los 30 dias de alimentacién exdgena
(Guarda, 2010).

El éxito de una dieta en la supervivencia y el crecimiento larvario, viene determinado
por el balance entre el esfuerzo de captura y el valor energético y nutritivo que
adquiere la larva con su ingestion (Dantagnan y cols., 2006). Por otra parte, Botero
(2004) sefiala que el tamafio de las particulas influye en el éxito de captura en cultivo,
si el pez tiene demasiada hambre, ataca particulas mas grandes que pueda tragar
facilmente, ya que no desea equivocarse, ni correr riesgos en su captura.

Si bien es cierto, la lixiviacion del alimento es significativa, es necesario aclarar que la
metodologia aplicada es referencial y no dice relacion, con el grado de lixiviacion que
es posible observar en condiciones de cultivo, donde no se registré ningun tipo de
problemas relacionados a contaminacion. ElI motivo por el cual se eligio esta
metodologia es debido a la mayor replicabilidad del método, lo que facilita la
comparacién de los resultados.

Finalmente, podemos concluir que es posible sustituir el alimento vivo utilizado
actualmente en las experiencias del cultivo experimental de pejerrey de mar
(Odontesthes regia) con alimento micro encapsulado, sin etapa de adaptacion, lo que
podria contribuir a realizar estudios para el cultivo comercial intensivo de la especie.
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