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PREFACIO

El presente trabajo estd dividido en tres artfculos que incluyen el desarrollo de dietas
artificiales como una alternativa para elevar las tasas de crecimiento de abulones juveniles
de Haliotis fulgens, utilizando diferentes fuentes de protefna con materia prima regional de
bajo costo. Los articulos mencionados a continuacién serdn referidos en el texto mediante

nimeros romanos.
Articulo I

Maria Teresa Viana.; Lus M. Lépez y Alfredo Salas.
Diet developtment for juveniles abalone Haliotis fulgens. Evaluation of two artificial diets
and macroalgae. Aquaculture (1993). 117:149-156.

Articulo IT

Maria Teresa Viana.; Lus M. Lépez.; Zaul Garcfa-Esquivel y Elda Mendez.
The use of silage from fish and abalone viscera as an ingredient for abalone feed. A

Aquaculture (febrero 1994).
Articulo III

Lus M. Lépez y Viana Maria Teresa.
Determinacién de la calidad del alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo ycocido,

para abulones juveniles de Haliotis fulgens.



RESUMEN

Dietas artificiales elaboradas con harina de pescado, casefna, ensilaje de pescado crudo y cocido,
ensilaje de visceras de abul6n y harina de macroalga, probaron dar mejores tasas de crecimiento
que el obtenido con la macrolaga Macrocystis pyrifera, alimento natural de Haliotis fulgens, abulén
nativo del norte de México. Con las dietas de harina de pescado ycasefna se realiz6 un experimento
con grupos de 20 abulones cada uno por triplicado. La duracién del estudio fue de 90 dfas. El
crecimiento fue similar en ambos tratamientos con tasas mdximas de 101 pm/dfa. Por otro lado
con las dietas elaboradas con ensilaje de pescado crudo y cocido se realizé un experimento de 6
meses con tres grupos de 35 organismos marcados individualmente. La mdxima tasa de crecimiento
fue de 69 pm/dfa con el alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo. Sin embargo no se
encontrarén diferencias significativas entre ensilaje de pescado crudo y cocido, sugiriendo que el
porcentaje de hidr6lisis no afectd la utilizacién de la protefna en abulones. Se obtuvo que el lavado
de protefna es independiente a la estabilidad. El consumo es fdcilmente sobreestimado pudiendo
subevaluar la tasa de eficiencia alimenticia. Sin embargo, se obtiene que la médxima eficiencia
alimenticia fue obtenida para el ensilaje crudo 1:1.6,mientras que para el cocido 1:1.1. Entre los
alimentos elaborado con visceras de abulén y harina de macroalga el primero fue el que mostrd
los mejores resultados (110 pm/dfa). Sin embargo, abulones alimentados con macroalga fresca y
harina de macroalga al ser expuestos a una dieta con ensilaje de visceras de abulén mostraron un
significativo incremento en tasa de crecimiento (177 pm/dfa) (crecimiento compensatorio).
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1 INTRODUCCION

Entre las pesquerfas artesanales importantes en la costa noroeste de México sobresale
la pesquerfa del abuldn, que por su alto valor comercial (70 dolares/kg) y su ocurrencia a
profundidades accesibles para el buceo deportivo y comercial lo han hecho un recurso de

ficil extraccion.

En las costas de México la pesquerfa del abulén ha mostrado un decremento continuo
y pronunciado, desde el inicio de su comercializacién (Rocha, 1985). Los volimenes de
produccién fueron en 1950 de hasta 6000 toneladas, como record, yen la actualidad se

capturan entre 500 y 600 toneladas por afio (Guzmén del Pro6, 1992).

Este decremento en la pesqueria del abulén ha ocurrido también en otros paises, lo
cual ha propiciado la implementacién de programas de investigacion sobre el recurso.
Japén, siendo el pionero en esta drea inicié investigaciones desde fines del siglo pasado,
seguidas por Estados Unidos, en 1939 (Cox, 1962); Australia, Nueva Zelanda y México en
1966, (Mottet, 1978; Guzmdn del Prod, 1992).

La disminucién en la pesquerfa del abul6én ha despertado un considerable interés en
el desarrollo de métodos para su cultivo. El problema principal de la acuacultura del abulén
ha sido su lento crecimiento, aparte de la disponibilidad yabundancia del alirﬁento natural,
primordialmente de algas marinas (Norman-Boudreau, 1989). La mayoria de los
cultivadores de abulén requieren de grandes cantidades de alimento, microalgas y
diatomeas para los estadios juveniles tempranos y macroalgas para juveniles y adultos.

Esfuerzo que eleva el costo de produccién en el cultivo.

Los alimentos naturales mencionados son bajos en protefna (2 a 10 %) y contienen
un alto porcentaje de agua (85 %) (Uki etal.,1986); por lo que el crecimiento del organismo
es del orden de 2.5 cm/afio. Es decir, para que un abulén del medio natural alcance la
talla comercial (7.5 a 10 cm), se requiere de 3 a 5 afios (Hahn, 1989). Asi mismo se ha

observado que a mayor cantidad de protefna en la dieta hay mayor crecimiento, lo que



establece la posibilidad de utilizar alimento artificial (Uki et al.,1985 a y b; Hahn, 1989).
De esta manera el desarrollo de alimento artificial para abulones se ha encausado a obtener
niveles éptimos de protefnas, lipidos y otros nutrientes necesarios para aumentar su tasa

de crecimiento, asegurando asf el éxito de su cultivo (Gorfine y King, 1991).

Por las razones antes expuestas, investigaciones recientes en este contexto se enfocan
a la implementacién y mejoramiento de dietas artificiales, que ademds de asegurar la
existencia de alimento (ya que es fécil de guardar y podria ser mds barato que el alimento
natural), ayuden a incrementar la tasa de crecimiento en peso corporal del abulén (Gorfine

y King, 1991; Uki y Watanabe, 1992).

En el Japén, utilizando una especie nativa de abulén (Haliotis discus hannai) han
probado diferentes fuentes de protefna a diversas concentraciones, entre las que podemos
mencionar: casefna, soya, concentrado de centeno, albimina de huevo, huevo entero,
extracto de pescado y gluten de mafz. Con base en estas fuentes de proteina, en dietas
experimentales para juveniles, la tasa de eficiencia de protefna (REP) sugiere que la caseina
es la mejor, presentando una alta calidad nutricional de 4.2 gramos ganados por gramo de
protefna consumida. Se ha observado también que cuando se utiliza casefna como fuente
de protefna la eficiencia de conversién alimenticia (ECA) es de 1.27. El crecimiento
reportado con esta fuente de proteina es de aproximadamente 5.03 cm/afio, para dicha
especie, lo cual representa el doble del crecimiento de abulones con dieta de alimento
natural (Uki eral.,1985 a yb).

Como se mencioné anteriormente el alimento artificial Japonés les ha dado buenos
resultados, abaratando el costo de produccién y reduciendo el tiempo de crecimiento de
los abulones H. discus hannai en cultivo. Sin embargo su costo de 7.00 délares por kilogramo
de alimento (alimento comercial Japonés), lo hace ser inaccesible para acuacultura fuera
de ese pafs. La causa de su precio elevado aparte de lamano de obra cara, es aparentemente

debido a que se trata de un alimento que es elaborado con una fuentes de proteina cara



(soya y harina de pescado), de alta calidad. Ademds, utilizan aglutinantes de alta calidad
para obtener un alimento que permanezca estable en el agua, durante varios dias. De esta
manera se asegura que los micronutrientes necesarios lleguen al organismo para permitir

un buen desarrollo (Uki ef al.,1985 a yb).

Por lo general se busca la utilizacién de protefna barata (subproductos) como una
alternativa en alimentacién para laindustria de la acuacultura (Coutteau y Sorgeloos, 1992;

Curatolo et al.,1993), logrando asf reducir los costos.

Los subproductos por lo general se consiguen a un precio bajo, mismos que pueden
ser almacenados sin deteriorarse mediante la adicién de 4cidos, dando por resultado el
ensilaje. Ensilar es el proceso de guardar alimento en un silo tratando de conservar sus
caracteristicas nutritivas. La conservacién del producto se logra por el efecto de los dcidos
sobre las bacterias presentes (Gildberg, 1982). El producto terminado tiene consistencia
liquida debido al alto grado de hidrélisis que se produce durante su almacenamiento y
contiene una alta concentracién de aminoécidos libres. Se considera que la actividad
enzimdtica (enzimas enddgenas) es la causa principal de licuefaccién en ensilajes de
pescado, que mediante la disminucién del pH (Gildberg, 1982), se crea un ambiente propicio
para que las enzimas digestivas hidrolicen las protéinas, efecto que es observado ain
después de mucho tiempo de almacenamiento. Esta utilizacién de los subproductos ha
probado ser una buena fuente de protefna para peces marinos en cultivo (Raa y Gildberg,
1982). Es aceptable para salmonidos y los valores nutricionales son tan buenos como la
materia prima fresca (Austreng, 1982). Sin embargo cuando el ensilaje de pescado es muy
liquido, grandes volimenes de harinas yaglutinantes son necesarios para obtener un pellet

de aceptable consistencia (Raa y Gildberg, 1982; Raa et al.,1983).

En este trabajo se pretende conocer la tasa de crecimiento de los abulones juveniles
H. fulgens, utilizando diferentes fuentes de protefna y materia prima regional. En la

primera parte (articulo I) se utilizé casefna y harina de pescado como fuente de proteina.



En la segunda parte (articulo II) con el fin de conocer el efecto de la proteina hidrolizada
en el crecimiento del abulén H. fulgens la fuente de proteina fue ensilaje de pescado crudo
y cocido, ensilaje de visceras de abulén y harina de macroalga. En ambos experimentos se
utilizé una tercera dieta con la macroalga (Macrosystis pyrifera) como testigo. En el tercer
articulo se analizé el lavado de proteina, estabilidad del alimento, consumb y eficiencia

alimenticia del alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo y cocido.



1.1 OBJETIVOS GENERALES
1.-Conocer la tasa de crecimiento en abulones juveniles de H. fulgens utilizando dos dietas
artificiales (harina de pescado ycaseina como fuente de protefna) y M. pyriferafresca como

testigo.

2.- Bvaluacién de ensilaje de pescado crudo y cocido y de visceras de abulén como una
fuente de protefna en alimento para abulones juveniles de H. filgens. Probar si el grado

de hidrdlisis en los ensilajes crudo y cocido afecta la utilizacién de la proteina en abulones.

3.-Analizar el lavado de proteina, estabilidad del alimento, consumo yeficiencia alimenticia

del alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo y cocido.



2 DISCUSION GENERAL

Se sabe que el abulén, aparentemente herbivoro (Hahn 1989), es capaz de aceptar
alimento artificial con alta cantidad de protefna (20-30%). Nie et al. (1986) y Hahn (1989)
han probado, que el crecimiento répido de los organismos, es atribuido a la calidad de
protefna, se hareportado que abulones alimentados con caseina presentaron un crecimiento
significativamente diferente al de harina de pescado, soya, albdmina de huevo, huevo

completo y gluten de mafz (Uki et al.,1985b).

Las dietas elaboradas en este trabajo estan basadas en los experimentos realizados
por Uki et al. (1985b) para el abulén H. discus hannai. Estudios hechos con otras especies
(Nie et al., 1986; Hahn, 1989; Uki y Watanabe, 1992), muestran tasas de crecimiento
diferentes, lo cual hace imposible comparar las tasas de crecimiento entre dos, tres 0 mds
especies.

2.1 Articulo I

Las tasas de crecimiento obtenidas con harina de pescado y casefna fueron de 98
um/dfa y 101 pum/dfa respectivamente, sin observar diferencias significativas entre
tratamientos, a lo largo de 90 dfas de experimentacién. De cualquier manera las tasas
obtenidas fueron semejantes a las reportadas por Nie et al. (1986) para varias especies del

Japon.

Con respecto a las dietas naturales, se sabe que abulones alimentado con macroalgas
dan por resultado un crecimiento menor que con dietas artificiales. La causa principal se
debe probablemente a que los abulones en condiciones naturales se alimentan de
macroalgas frescas conteniendo una microflora epifita, misma que es perdida al ser llevada

alas condiciones experimentales. Esto puede explicar el hecho de que abulones alimentados



con macroalgas en condiciones de cultivo presenten tasas de crecimiento por debajo a las
esperadas en condiciones naturales, llegando ala pérdida de peso, como ocurrié en nuestros

trabajos (publicaciones IyII).

Los alimentos naturales (M. pyrifera) son bajos en protefna, por lo que crecimiento
de los organismos es lento. Se ha observado que a mayor cantidad de protefna incluida en
una dieta tiene por consecuencia un mayor crecimiento con especies estudiadas en Japon
(Uki et al.,1985b). En una dieta artificial donde la fuente de proteina fue la caseina ha
obtenido tasas de crecimiento hasta de 3.6veces mayores que con el alimento natural (Uki

et al.,1989).

Sin embargo, desde un punto de vista préctico, las dietas artificiales elaboradas con
casefna dificilmente muestran una estabilidad suficiente. Esto, posiblemente debido a que
el tipo de casefna utilizado no sea el adecuado, o bien la manera de preparacién. Por otro
lado, se sabe que dietas comerciales elaboradas con casefna presentan una buena estabilidad
(alimento Makara, Nueva Zelanda). Esta diferencia es quizd, debida a que el alimento
Makara esta elaborado con casefna de muy buena calidad. La desventaja en este caso, €s
el precio, ya que es una de las fuentes de proteina comercial mds cara.

2.2 Articulo I

Siel abulén acepta cantidades altas de protefna en su dieta, el costo del alimento va
a ser un problema, como lo ha sido en la elaboracién de dietas artificiales para peces (Espe,
1993). Por ésto la busqueda de fuentes de protefna no convencional es de suma importancia.

El ensilaje de pescado ha sido la mejor alternativa (Stone y Hardy, 1986; Espe, 1993).




El ensilaje 4cido es generalmente elaborado a partir de subproductos pesqueros,
mismos que aparte de constituir un problema de contaminacién pueden ser utilizados como

un ingrediente en la elaboracién de dietas para abulones.

Aparte del precio, la utilizacién de fuentes de protefna parcialmente hidrolizada han
demostrado tener ventajas sobre el aprovechamiento en la absorcién de proteina en pollos,
ratas, salmén y trucha (Espe e al.,1989; Stone et al.,1989; Espe et al.,1992). Se sabe que
la absorcién de protefna esta dada por tres mecanismos diferentes e independientes, donde
aminodcidos libres, oligopéptidos y proteina intacta son diferencialmente captados (Espe,
1993). Esto trac como ventaja que se pueda utilizar el ensilaje conteniendo proteina

hidrolizada a diferentes niveles.

En el presente trabajo, para disminuir el grado de hidrélisis se realiz un tratamiento
cuya actividad enzimdtica fue reducida térmicamente casi en su totalidad (alimento
elaborado a partir de ensilaje cocido), para obtener menores cantidades de protefna soluble

y aminodcidos libres (Viana er al.,1993).

Los ensilajes de pescado crudo y cocido y de visceras de abulén, mostraron ser una
fuente proteica aceptable en dietas para abulones. Sibien los resultados no pueden ser
comparados con los tratamientos hechos con base en harina de pescado y caseina, por no
haberse realizado en forma simultdnea, sipuede establecerse que los ensilajes dieron por

resultado un crecimiento alto.

En este trabajo, el alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo y cocido dié
resultados similares en tasas de crecimiento, no importando el grado de hidrdlisis del
ensilaje. Esto probablemente se debi6 a que no haya habido mucha diferencia en el grado

de hidrélisis entre los dos tratamientos, ya que los ensilajes se almacenaron a 4 ©C,



reduciendo la tasa de hidrélisis, misma que no fue cuantificada en los tratamientos. Se
sabe que cuando un 30 % de la protefna se encuentra en aminodcidos libres en dietas para
el Salmén (Salmo salar) da por resultado un retardo en el crecimiento (Espe, 1993). Dicho
30 % es un porcentaje alto, mismo que dificilmente pudo haberse llegado con los ensilajes

relativamente nuevos (almacenados durante 5 meses a 4 ©C).

Sise comparan las dietas de ensilaje de pescado con la de visceras de abuldn se observa
que esta tltima fue mejor. Esto es quizd debido a que se le afladié harina de pescado como
aporte de protefna intacta asegurando una dieta completa. Ya que la harina de pescado
contiene protéinas mas completas que los ensilajes yéstas son necesarias en la dieta de los
abulones. Sibien ésta pudo haber sido una razén, otro factor de importancia es la aceptacion
y palatabilidad de los ingredientes. Se ha demostrado (Viana er al., en prensa) que el
abulén es altamente atraido por el ensilaje, mostrando preferencia por el de visceras de
abulén neutralizado. En el experimento con ensilaje de visceras de abulén no fue posible
medir el consumo por lo que no puede asegurarse esta diferencia, sin embargo es un hecho

el que el abul6n prefiera consumir ensilaje de visceras de abuldn que ensilaje de pescado.

Otro factor importante es lo relacionado al crecimiento compensatorio observado en
este trabajo. Cuando organismos que han sufrido un perfodo de desnutricién, con un
crecimiento pobre se les somete a dietas mejoradas, estos pueden llegar a presentar un
crecimiento mucho mayor al esperado por un tiempo determinado, compensando lo perdido
(crecimiento compensatorio). El crecimiento compensatorio es observado tanto en estados
de subalimentacién ycambio a una alimentacién apropiada, como en cambios de manejo,

causados por tensién de los organismos al manipularlos.
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En el primer experimento con harina de pescado ycasefna no hubo acostumbramiento

(su alimentacién fue con macroalgas). Tal vez, esta sea una de las razones por la que los
abulones presentaron una tasa alta de crecimiento al inicio y una disminucién posterior.
En el experimento con ensilaje de pescado, los organismos fueron acostumbrados al
alimento artificial durante dos meses por lo que no puede asegurarse una etapa de
crecimiento compensatorio. Por otro lado, en el experimento realizado con ensilaje de
visceras de abulén se observé un crecimiento compensatorio de los organisrﬁos. Después
de alimentarse durante ocho semanas con macroalgas fueron expuestos a la dieta de ensilaje
de visceras de abuldn.

2.3 Articulo III

Hoy en dfa, sabemos con claridad que con un alimento artificial se obtienen mejores
tasas de crecimiento (longitud y peso corporal) que con el alimento natural en diferentes

especies de abulones.

Sin embargo, es de suma importancia obtener un alimento que no pierda los
micronutrientes, esenciales para el organismo, al sumergirlo en el agua. EIl pellet debe
tener una estabilidad suficiente para cubrir los requerimentos de los abulones, y por ello
es impotrante analizar en un experimento de alimentacién, la efiencia de convercion

alimenticia y asi conocer la calidad del alimento.

En este trabajo se observé que los alimentos elaborados con ensilaje de pescado crudo
ycocido sufren un lavado de protefna a medida que pasa el tiempo yaumenta la temperatura
(siendo mayor en el de ensilaje crudo). Esta relacién es también observada en el porcentaje
de perdida de materia seca para ambos tratamientos, aunque en esta ocasién la mayor

pérdida fue para el ensilaje cocido.
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Al analizar el consumo de los organismos para ambas dietas, se observé que es alto
al inicio del experimento y posteriormente disminuye. Comportamiento que afecta

obiamente 1la tasa de eficiencia alimenticia, misma que fluctda durante todo el experimento.

Si el consumo del alimento se saca en proporcién a el peso corporal, podemos intuir
que el consumo estd sobreestimado, subevaluando por consiguiente, la tasa de eficiencia
alimenticia. Hacia el final del experimento con porcentajes de consumo esperado (Hahn,

1989) se obtienen tasas de eficiencia alimenticia satisfactorias.
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3 CONCLUSIONES GENERALES

* Con las dietas artificiales se obtuvieron mejores tasas de crecimiento que con la dieta
natural. El porcentaje de crecimiento en longitud y peso fue de 2.6y 3.7 veces superior al

obtenidocon con la macroalga fresca (M. pyrifera).
* La diferencia entre 35 y 44 por ciento de protefna no afecta la tasa de crecimiento.

* Entre las tasas de crecimiento obtenidas con casefna y harina de pescado como fuente

de protefna no se observaron diferencias.

* Los abulones pueden utilizar la proteina de ensilaje crudo y cocido de igual manera sin

afectarles el grado de hidrdlisis.

* Después de haber estado en un perfodo de subalimentacidn, la especie H. filgenses capaz
de compensar su crecimiento tan pronto como son expuestos a la dieta elaborada con

ensilaje de visceras de abulén como fuente de proteina.

* La mdxima eficiencia alimenticia de abulones H. filgens entre ensilaje crudo y cocido,

fue con el alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo (1:1.6).
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ABSTRACT

Two artificial diets made with local ingredients, fish meal (FM) and casein meal (CM), proved to
give better growth than that obtained with macroalgae (MA), the natural food of Haliotis julgens. a
native abalone from the northern coast of Mexico. The sxperiment was conducted on triplicate groups.
each consisting of 20 abalone. The duration of the study was 90 days. Diets were offered as dry pellets
of 2 cm®. The growth pattern was very similar for both treatments fed artificial diets (FM and CM),
and the highest growth rate was during the first weeks, decreasing gradually thereafter. The abalone
fed with FM showed the highest zrowth rate, being 101 um per day. The rate at the end of the experi-
ment was 13.5 um per day. For the CM the daily growth rate decreased from 98 to 17 um per day.
With MA, the growth rate decreased from 25 to 17 um per day. The decrease in growth rate may be
due to several factors.

INTRODUCTION

The abalone is an animal with a slow and very heterogeneous growth rate.
According to Hahn (1989a), typical growth rates of abalone are approxi-
martely 2-3 ¢m per year. Hence, proper nutrition and improved growth rates
are critical factors to make abalone culture successful. Abalone fisheries in
Mexico have greatly diminished during the last two decades (Guzman del
Préo, 1992). Therefore, to increase the natural stock, the fishery cooperatives
have been forced to develop abalone hatcheries to produce juveniles (Secre-
taria de Pesca, 1987). In addition, the low survival rate observed in the lab-
oratory and in nature as well as the predation of juveniles (Tegner and Butler,
1985) have made it impossible to re-establish overexploited stocks. Thus,
more efforts are necessary to develop the aquaculture of abalone, not only for
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ersidad Auténoma de Baja California, P.O. Box 453. 22800 Ensenada. B.C., Mexico.
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production of seed stock. but atso for cuituring abalone juveniles to commer-
cial size (7-8 cm).

Abalone in nature eat macroalgas and diatoms. The giant kelp Macrocystis
pyrifera is the dominant algal species of southern California. Hahn (158%a)
reports that abalone eat 10-30% of its body weight of algae each day. which
means that a large amount of algae would be necessary t¢ develop a commer-
cial farm. Furthermore. M, pyrifera is economically important. particularly
for alginic acid which is used as 2 food additive. In Mexico thereis a growing
interest in the macroalgae industry and competing interests for this kelp will
make it an unreliabie food resource. In addition, it would be expensive to
maintain or to culture an adequate supply of kelp. For this reason most of the
abalone culture facilities in Japan use artificial food after the juveniles are
removed from the corrugated plates (used for rearing early juveniles with
diatoms) (Hahn, 1989a). Natural food is not the oniy food offered due to the
high harvesting costs and the electricity for storage. In addition, kelp has a
low protein content (Uki, 1981). It has been shown that the abalone H. dis-
cus, H. discus hannai and H. sieboldii fed with various artificial diets grow
faster than those fed with natural algae (Nie =t al., 1986; Hahn, 1989a). The
faster growth was attributed to the higher protein content and protein quality
of the feed. Research conducted bv Uki et al. (1985) showed that abalone
growth was better when fed a diet containing casein as the protein source (the
abalone were fed for 40 davs with diets containing 30% protein). The reason
for better growth was the protein quality due to differences in the digestibility
of each protein source by juvenile abalone. Thus. high-quality protein is nec-
essary for a good abalone feed.

This paper describes the growth rate of juveniles of the abalone H. fulgens
fed with two artificial feeds containing different protein sources, local fish
meal and commercial casein, compared to its natural food, macroalgae.

MATERIALS AND METHODS

Test animals

One hundred and eighty specimens of 8-month-old abalone (H. fulgens) of
1.3+0.1 cm in average shell length hatched in our laboratory were used. The
abalone were held in running aerated sea water with controlled flow at the
rate of 300 ml/min. Temperature. pH, oxygen and ammonium content of the
water were monitored. The feeding experiments were conducted on triplicate
groups of 20 abalone each, in plastic buckets (20-liter capacity ). Abalone were
fed ad libitum at intervals of 2 days with fresh algae M. pyrifera or with one
of two artificial diets (see Table 1) for 90 days from June 1991. Every feeding
time, all growing algae were washed out from the buckets. Growth was mea-
sured as the gain in weight and length. An electronic balance with 0.001 error
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TABLE |

Formulation of the two artificial diets for juvenile abalone Haliotis fulgens (dry weight basis)

Ingredients Fish meal Casein
(FM) (CM)
(%) (%)
Fish meal’ 51.4 -
Casein meal (98% protein)? - 38.2
Com meal® 4.7 4
Sodium alginate* 23.4 25.5
Sova meal (50% protein)? 7.5 10.2
Cod liver oil 6.5 6.4
Vitamin mixture® 1.9 1.9
Mineral mixture’ 4.7 5.1
Cellulose - 6.4

Produced locally in Ensenada.

*Purchase from SIGMA Biochemical.

3Mazeca, produced in Mexico.

“Kelgin MV, kindly supplied by Kelco.

Kindly supplied by the American Sova Association.
SICN vitamin diet fortification mixture.

7As recommended by Hahn (1989%a).

was used to register the mg weight gain, and a micrometer was used to mea-
sure the length increase.

Preparation of diets

Dietary formulations, as presented in Table 1, were based on the require-
ments as reported by Uki et al. (1985) and Uki and Watanabe (1992). Vi-
tamin and mineral mixtures were used as recommended by Hdhn (1989a).
All ingredients were mixed with 60% water until a completely homogenized
mixture was obtained. The mix was flattened by a kitchen roller to form a
product of 2 mm thickness. In order to form the pellets, pieces of 2 cm- were
cut, and dried at 60°C for 30 h. The pellets were tested for stability in sea
water by leaving them in similar control buckets and measuring the loss of
dry matter after 34 and 35 h.

Proximate analysis

Diet composition was determinated as follows: Duplicate samples (4-3 g
each) of individual completed pellets were dried to constant weight at 100°C
in a convection oven for 24 h. Percentage dry matter was calculated as the
dried residue weight. Total nitrogen was determined in triplicate analyses by
the Kjeldahl method (AOAC. 1985). Crude protein was calculated as %
Nx6.25. Complete lipid determination was pertformed on duplicate sampies
(of 5 g each) by a dry column procedure utilizing methanol/chloroform (1:1)
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as the eluting solvent. Duplicate samples (of 3 g each) were ashed at 600°C
for 18 h (AOQAC, 1985).

Statistical significance

To test possible differences in growth as a result of feeding abalone, a fac-
torial analysis with three levels was performed. The statistical program Systat
5.1 for a nested ANOVA was used at the significance level P<0.0%.

RESULTS

Diet composition analysis revealed differences in the content of protein
and lipid between the artificial feed and the kelp (MA). The highest protein
content was in the CM, being 10% higher than that of FM (Table 2). The
stability tests for the pellets indicated that the CM lost more dry matter than
the FM (results not shown). After 35 h the pellets made of fish meal re-
mained in shape, while pellets with casein started to disintegrate after 24 h.

Water quality analyses showed that pH (7.9-8.1), oxygen (7.2-7.3 mg/1)

TABLE2

Proximate analysis of the three diets for juvenile Haliotis fulgens

M. pyrifera Fish meal Casein

(MA) (FM) {CM)
Protein (%) 22 351 441
Fat (%) 1 10.0 9.3
Ash (%) 2.0 31 2.7

% given as dry matter.
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Fig. 1. Mean growth in length (mm ) of abalone fed for 90 days with two artificial diets (FM and CM)
and macroalgae (MA ). Temperature is given as the average of maximum temperatures reported.
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Fig. 2. Mean daily growth rate (um ) obtained afier feeding juvenile abalone (Haliotis fulgens) for 90
days with two artificial diets (FM and CM ) and macroalgae (MA).
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Fig. 3. Mean growth in weight (mg) of abalone fed for 90 days with two artificial diets (FM and CM)
and macroalgae (MA).

and ammonium (0.0327-0.0412 mg/1) were within acceptable (Hahn,
1989b) limits throughout the experiment. The daily average temperatures
varied between 20.5 and 22.5°C with the maximum being 24°C and the min-
imum temperature registered during the experiment was 21°C.

Both groups of abalone fed with artificial diets (FM and CM) grew better
than those fed with macroalgae (MA). The growth pattern, in length and
weight, was very similar for both treatments fed the artificial diets (Figs. 1
and 3). During the first 2 weeks, the daily growth rate was 101 um and 144
mg for FM and 98 um and 147 mg for CM as compared to 25 ym and 37 mg
for MA. Later on, a gradual decrease was observed, and at the end of the
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Fig. 4. Mean daily growth rate (ug) obtained afier feeding abalone (Haliotis fulgens) for 90 days with
wwo artificia: diets (FM and CM ) and macroalgae (MA).

experiment the respective values were 13,5 um and 2 mg for FM, 17 um and
2 mg for CM, and 17 um and 1 mg for MA (Figs. 2 and 4). The average daily
growth rate during the whole experiment was 47 ym for FM, 45 ym for CM
and 16 um for MA.

According 1o nested ANOVA, at the beginning of the experiment the aver-
ags length and weight of abalone dic not differ significantly (P<0.05). After
13 days there were significant differsnces (P<0.05) between the artificial
treatments compared 10 macroalgae. These significant differences were main-
tained throughout the experiment. However, no differences were observed
between the treatments fed the artificial diets (P<0.05).

DISCUSSION

The CM diet had a higher protein content than that of FM, due to a lower
protein content than expected in the fish meal. However, the difference be-
tween 35 and 44% protein did not affect the growth rate, either in length (um)
or in weight gain (mg) (no significant difference in growth was observed be-
tween the treatments ). This is in accordance with Uki et al. (1985) who re-
ported that protein levels above 30% were of no significance for the growth of
abalone.

Diet stability was acceptable using 23.4 and 25.5% sodium alginate as the
binder for FM and CM, respectively. However, the diet containing casein
tended to disintegrate after 24 h while the diet containing fish meal lasted 35
h before starting to disintegrate. Additionally, after 48 h a partial disintegra-
tion of both diets was registered. Casein is more difficult to bind than fish
meal, and therefore more efforts have to be made to find a better binder for
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casein. In the present work. feeding was carried out every second day. It is not
known if protein, minerals, vitamins or other important nutrients are lost due
to the partial disintegration; therefore, it is better to feed the abalone every
dayv.

The artificial diets (FM and CM) were shown to be better than natural
food (MA). The average respective growth rate in length and weight was 2.6
and 3.7 times superior to that of the natural food (Figs. 1 and 3). This is
similar to the results reported by Nie et al. (1986) that growth of H. discus
kannai was 2.39 faster on an artificial feed than on Laminaria. In this work,
FM proved to be as good as CM, which differs from the results of Uki et al.
(1985) who reported that casein resulted in better growth. In this study, fish
meal and casein were used as the main dietarv components. It is known that
abalone show a preference for certain ingredients resulting in better food corn-
sumption (Harada, 1992; Sakata and Ina, 1992; Shepherd and Steinberg,
1592); perhaps the diet containing fish meal may have been more palatable
than the casein diet, resulting in better growth. In addition, some nutrients
may have leached from the CM pellets, thus making them unavailable, How-
ever, the daily growth rates in all treatments decreased throughout the
experiment.

Several factors may have influenced the decrease in growth rate during the
experiment. Since the average growth rate was higher for the artificial diets
than for the natural feed. and the growth rate was high at the beginning. it
cannot be assumed that the dietary ingredients were inappropriate. The da-
crease in growth rate with time during the experiment is consisient with the
development of a nutritional deficiency, which may have resulted for one or
more of the following reasons: incomplete diet formulation, vitamin destruc-
tion during the drying process (30 h at 60°C), or the leaching of essential
nutrients during the feeding process. We offered the diets every second day,
but we do not know how fast micronutrients such as vitamins or minerals
were lost from the pellets. According to several authors (Grabner et al., 1981;
Tacon, 1989), soiuble proteins, minerals and hydrosoluble vitamins can leach
from peilets a few minutes after immersion in water, resulting in poor growth
and low survival rate.

The above discussion may expiain the growth decrease in both artificial
diets. However, the abalone fed with kelp also showed a slight decrease in
growth (length and weight). The decrease was much less, but the growth rate
was less t00. In this context, an external problem may have been responsible.
Temperature was relatively constant throughout the experiment, with maxi-
mum temperatures of 22-24°C, which were less than that reported to limit
growth in H. fitlgens (Hahn, 1989b). Water quality is often responsible for
poor growth in aquaculture; however, oxygen, ammonium, pH and tempera-
ture were all within acceptable levels (Hahn, 1989b). Other factors which can
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be associated with water quality, such as heavy metals, bacteria content, etc.,
were not examined in this experiment.
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS

THE USE OF SILAGE FROM FISH AND ABALONE VISCERA AS
AN INGREDIENT FOR ABALONE FEED

Maria Teresa Viana*; Lus M. Lépez; Zaul Garcia-Esquivel and Elda Mendez
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad Auténoma de

Baja California. PO Box 453, 22 800 Ensenada, B.C. México.

SUMMARY

Silage prepared from fish and abalone viscera are effective dietary protein sources for
juvenile abalone, Haliotis fulgens. Significantly higher growth rates were found in
abalones fed with silage as a protein source, compared with kelp, Macrocystis pyrifera.
However, no differences were found between heated and unheated fish silage, suggesting
that the percentage of hydrolysis did not affect the protein utilization in abalones. Similar
results were obtained when abalone viscera silage was used, being a better diet than fresh
kelp and kelp meal. In the same experiment was also observed that abalones with low
growth rate after being fed with kelp showed a significant increase in growth rate, as a

compensatory growth, when exposed to the abalone viscera silage diet.

INTRODUCTION

*Cormrespondance: Maria Teresa Viana at the above address.




Artificial diets based on cheap protein sources are becoming increasingly important as an
alternative to live feeds in the aquaculture industry (Coutteau and Sorgeloos, 1992,
Curatolo et al., 1993). Recently set abalone spat are usually reared on plates containing
diatom films as food (Hahn, 1989), and shifted to fresh macroalgae diets when the
organisms reach a size of ca. 0.3 to 0.4 mm (Hahn, 1989). Nevertheless it has been
documented that Haliotis discus, H. discus hannai and H. sieboldii fed with various
artificial diets grow faster than those fed with natural algae (Nie et al., 1986; Hahn,
1989a). The faster growth was attributed to the higher protein content and quality of the
feed. Research conducted by Uki et al. (1985) showed that compared to other protein
sources, abalone growth was better when fed a diet supplemented with casein as the
protein source. The reason for better growth was the protein quality since digestibility of
each protein source by juvenile abalone was different. Thus, cheap high quality protein is

an essential element for profitability in the aquaculture industry.

Silage has proved to be a good protein source for sea farmed fish (Raa and Gildberg,
1982). Fish silage preserved by adding acid (a combination of organic and inorganic
acids) is acceptable to salmonids and the nutritional value is as good as that of the fresh
raw material (Austreng, 1982). Nevertheless, when fish silage becomes so liquefied large
volumes of dry binder meals are needed to produce a moist pellet of acceptable
consistency. In such a moist feed 60-70% of the dry matter may result from the added dry
meal (Raa and Gildberg, 1982; Raa et al. 1983). Besides, during prolonged storage a
large amount of free amino acids may be present due to the activity of endogenous
enzymes of fish tissues. This may result in a reduction of its nutritional value. Since
protein is the major structural component in fish tissue, it is mainly proteases the
responsible for autolysis. At acid pH the most active enzymes are pepsin type stomach
proteases, but certain lysozomal enzymes like cathepsin D, which is the major muscle

protease, may also be important (Gildberg, 1982; Gildberg, 1988).



Amino acids are rather stable in fish silage since a small percentage of the amino nitrogen
is released as ammonia in a silage of by-catch fish after three weeks at tropical
temperatures (Kompiang et al. 1980). Nevertheless, it has been shown that partially
hydrolyzed material is superior in nutritional value to fully hydrolyzed material (Stone et
al., 1989; Espe et al., 1993). In order to avoid excessive hydrolysis, it has been shown
that enzyme activity from proteases present in fish silage can be inactivated by heating the
fish raw material to 60°C for 15 min (Viana et al., 1993a). This results in 15% reduction

of free amino acids after 90 days by heating the raw material prior to ensiling the fish.

The use of fish silage as an alternative protein source for abalone could result in cheaper
artificial feed, making its culture more viable. The aim of the present study was to test
whether diets made with fish silage from mackerel (Scomber japonicus), heated and
unheated had a significant effect on growth rates of juvenile abalone, Haliotis fulgens.

Aditional diets were also tested as alternative protein sources.



MATERIALS AND METHODS

Diet preparation:

Silage was made as described by Viana et al. (1993a) with heated or unheated mackerel
(Experiment I) and heated abalone viscera (Experiment II) silage by adding 2.6 %
phosphoric acid, 2.6 % citric acid and 0.1 % sodium benzoate as preservative. The
mixture was blended to obtain a homogenized mixture and was then left for 60 days in a
plastic bucket. Silage composition is given in Table I. Dietary formulations (Table II)
were based on the constituents recommended by Uki et al. (1985)and Uki and Watanabe
(1992). Vitamin and mineral mixtures were those recommended by Hahn (198%9a). All
ingredients were mixed with 22 to 27 % water until a completely homogenized mixture
was obtained, besides the water contained in the silage. The diet was rolled flat to a
thikness of 2 mm, and pieces of 2x2 cm were cut for Experiment I, and 1x1cm for
Experiment II, and then frozen at -20° until used. The pellets were tested for stability in
sea water by leaving them in similar control buckets and measuring the loss of dry matter
after 6 and 12 h. For Experiment I the enzyme activity present in the pellets was also
tested since it is normally present in unheated silage (Gildberg, 1982). The activity was
tested according to Barret (1972) at pH 3, using hemoglobin as a substrate and tyrosine as
a standard after determination of soluble protein by Lowry's methods (Lowry et al., 1951),
and at pH 5, using azocasein as a substrate. In this case 0.25 ml azocasein solution (6 %
dissolved in distilled water) was incubated with 0.65 ml citrate-phosphate buffer and 0.1
ml pellet extract. Enzyme reaction was stopped with 3 ml of 3 % trichloroacetic acid

(TCA) after being incubated for 40 min at 37°C.



Proximate analysis:

Diet composition was determined as follows: Triplicate samples (4-5 g each) of individual
pellets were dried to constant weight at 100°C in a convection oven. Percentage dry
matter was calculated as the dried residue weight. Total nitrogen was determined in
triplicate analyses by the Kjeldahl method (A.O.A.C., 1985), and crude protein was
calculated as %N x 6.25. Total lipid determination was performed on triplicate samples
(of 10 g each) by a dry column procedure utilizing methanol-chloroform/water as the
eluting solvent (Bligh and Dyer, 1959). Duplicate samples (of 3 g each) were ashed at
600°C for 18 h (A.0.A.C., 1985). In the Experiment I, the pellets were tested for protein
leaching by leaving them in sea water at constant turbulence and temperature (16, 20 and
24°C). One ml sample was taken from the remaining material at 2, 4, 6 and 12 hours for
quantitation of soluble protein leached from pellets by Lowry method (1951). The amount

of protein is reported here as equivalent to bovine serum albumin (BSA).

Experimental procedure:

Experiment I
Six-month old abalone (H. fulgens of 13.0-22.9 mm and 23.0-103.0 mg) obtained from

the laboratory of Bahifa Tortugas B.C.S., were held in running, aerated sea water with
controlled flow rate of 300 ml per min. Temperature, pH, oxygen and ammonium content
in the water were monitored (data not shown). Feeding experiments were conducted after
21 days of acclimation to laboratory conditions. During this period abalone were offered
fresh kelp (Macrocystis pyrifera) as food. The effect of silage diets on growth was tested
in 20 lvplastic containers (3 replicates per treatment) with 32 abalones per container. The

organisms were individually marked with plastic marks in order to follow their growth



over time. One group of abalones were fed with heated mackerel silage (HS), an other
group with unheated (raw) mackerel silage (US) and a third group fed with kelp M,
Macrocystis pyrifera) served as a control. Silage preparation is described elsewhere
(Viana et al., 1993a). Diets were offered during the night ad libitum every day for 12
hours, and the remains of food were collected. Twice a week, all growing algae were
removed from the containers with a soft brush. Whole-body wet weight was measured
with an electronic balance (0.001 error) and shell length with a electronic digital caliper (

0.01 pm).

Experiment II

For the second experiment, 384 specimens of 2 month old abalone (H. fulgens) (0.4 cm
mean shell length) obtained from the laboratory of Bahfa Tortugas B.C.S., were used.
Abalones were held under the same conditions of Experiment I. Three groups of four
containers with 32 abalone each were used to test different diets. Abalones were fed
during the night during 8 weeks ad libitum every day for 12 hours. One group was fed
with fresh algae M. pyrifera (K), the second with a diet containing kelp meal (KM), and
the third with a diet containing heated abalone silage as a protein source (AS). After the
8th week all animals were fed with the diet AS during the 7 following weeks. Under the
recovery experiment, feed was offered to satiation during 24 hours a day, and twice a
week all growing algae were removed from the container walls with a soft brush. To
standardize the experimental conditions, all the containers were rotated clockwise once a
week. Growth was measured as the gain in weight and length. An electronic balance with
0.001 error was used to register the mg weight gain, and a micrometer was used to

measure the length increase.

Statistical Analyses



In the first experiment, one way analysis of variance (ANOVA) or a two-sample t-test
were used at specific times in order to compare mean growth rate, total length or total
weight of abalone across diet treatments. One way repeated ANOVA was also used for
comparisons of growth rate over time, followed by multiple comparison of means. Diet
effects in the second experiment were compared with ANOVA, while changes in mean
body weight or shell length over time were tested with multiple comparisons of pooled
means (pooling of 4 replicate buckets). Heteroscedastic samples (Bartlet test for
homogeneity of variances) were compared with non-parametric tests. The computer

packages of Biom (Rohlf, 1987) or Sigma-Stat were used in the statistical analyses.

RESULTS

Experiment 1

The proximal analyses (Table IIT) shows that fish silage diets were similar in protein and
lipid content, and superior to fresh macroalgae. The pellet stability tested in the control
buckets indicate a dry matter loss of 19.0 % (SE = 0.24) for HS and 4.0 % (SE =0.15)
for US after the pellets were exposed for 12 hours in the water. Significantly grater mean
protein leaching was observed at higher temperatures, in both treatments, however, not
significant differences between treatments were detected at 20 and 24°C (F = 3.44; DF =
1,3; P=0.161 and F = 0.52, DF = 1,3; P = 0.523, respectively). Sixteen-degree treated
pellets exhibited significantly different mean protein leaching (F=12.09; DF=1,3; P =

0.04), with higher values observed in the raw silage (98.7 vs. 90.1 mg/ g protein.



One way repeated ANOVA test indicated that silage fed abalones exhibited significantly
different shell growth rates throughout the experiment (F = 55.1 and 45.2 for HS and US,
respectively, with 5, 125 DF) with lower values observed during the first month (ca. 3.0
pm/day). Mean growth rates double during the following month, but after the third month
they continued to show significant differences (Table IV). The control group K showed
significantly lower growth rate compared to both silage fed groups, resulting in the death

of the animals during the second month of experimentation.

Significantly different shell growth rates (Kruskal-Wallis test, H = 30.15, 2 DF, p< 0.001)
were found among diet treatments in the third month (end of kelp treatment), but no
differences were detected between silage-fed abalones at this time (Dunn's multiple
comparison, p < 0.05) or by the end of the experiment (two-sample test, t = -0.523, 50

DF, p = 0.603).

Unlike shell growth rates, daily weight gain consistently increased throughout the
experimental period, with the exception of kelp-fed organisms (K) that lost 2.1 mg/day
from the second to the third month. Mean daily weight gain of about 2 mg/day was
observed in silage-fed organisms during the same period of time (Fig. 2). No significant
differences were found in the mean daily weight gain between silage treatment at any given
time (two sample tests, p > 0.05); however, the US-fed abalones exhibited greater
variability than HS organisms (Table IV). Daily weight gain ranged from 2.5 (initial
month) to 8.4 mg/month (end).

At pH 3 in pellets containing heated silage showed a remaining enzyme activity of 0.36 1
mol tyr eq/ml per hour, compared to 2.15 pmol tyr eq/ml per hour of unheated silage diet.
When those pellets with activity were assayed at pH 5, typical of abalone stomach

(measured from 20 abalone collected at the sea) no activity was registered.




Experiment I1
Diet effects:
The mean shell length of juvenile abalones was significantly affected (P<0.001) by the

different diet (F = 38.1, DF = 2) and time treatments (F = 53.6, DF=2). A significant
interaction between time x diet factors was also observed during the first half of the
experiment (F = 12.6, DF =4, P<0.001), due to the sustained shell increase of organisms
fed on the abalone diet, and the halt in growth produced with the KM and K diets (Fig.
5). Kelp-fed juveniles showed increased mean shell length at the beginning of the
treatments, but they stopped growing thereafter (Table V). At the end of the feeding trial
the performance of abalones on the different diets was, in decreasing order (Table V): AS
> KM > K [mean shell length and standard errors were 12.1 (0.10); 9.9 (0.12); 9.5
(0.11), respectively]. A change in shell pigmentation was associated with the diet
treatments, the AS diet produced intense blue-colored organisms; KM and K-fed

organisms resulted in light blue shells.

Changes in body weight followed the same pattern as observed for body length (Fig. 5),
such that at the end of the diet treatments abalone fed with the AS diet showed the best

growth (215 mg, SE = 5), followed by KM (116 mg, SE = 4) and K (93 mg, SE= 3).

Compensatory growth after nutritional stress:

Juveniles subjected to the KM and K diets exhibited a remarkable compensatory growth
and increased variability on the growth parameters once they were switched to the AS diet
(Fig. 5 and 6). When compared with the AS-treated abalones (Table V), only the K
showed significantly lower mean body weight (527 vs. 781 mg) and shell length (16.2 vs.
18.1 mm) at the end of the recovery period (Games & Howell statistic = 5.08, DF = 170;



and 6.6, DF = 186, respectively; P< 0.05 ). Nevertheless, the growth rate of the KM and
K abalone increased by more than one order of magnitude once they were shifted to the
AS diet, while those organisms initially under the AS diet only increased their growth rate
by approximately 4-fold (Table VI). Shell growth rates in all three diet treatments were
similarly high after the eight week (114.3 to 177.1 pm/day), whereas abalones initially fed
the KM diet outperformed the AS and K organisms on a weight-specific basis (Table VI).

DISCUSSION

In Experiment I no growth differences could be obsérved between organisms fed thé fish |
diets. Nevertheless, heaied silage showed a lower content of soluble protein and free
amino acids compared t¢ unheated silage (Table I). The lack of statistical significance
probably means that abalone were able to use free amino acids, as reported for abalone
larvae (Jaeckle and Manahan, 1989), or that 32 to 33 % protein is higher than the
requirements of abalone. No enzyme activity was detected in the pellets at pH 5, and
therefore, it can not be assumed that the remaining enzyme activity could enhance protein
digestibility. Time-course protein leaching experiment showed that there were not
significant differences among diet treatments at 20 or 24°C. Nevertheless, significant
differences were detected at 16°C. Thus, further experiments are recommended where
hydrolysis can be completely controlled and the exact free amino acid levels measured
before stating any conclusion about the role of free amino acids or enzyme activity in
controlling nutrient availability. A major conclusion from the experiment, however, is that
fish silage produced better growth rates than natural macroalgae and at a protein level of

32-33% abalone can utilize equally well the protein from heated and unheated silage.



An attempt was made to estimate Food conversion efficiency (FCE), but the results (not
shown) were unreliable due to problems during pellet recovery, after feeding. Pellets
showed erosion caused by the abalone itself when they were eating. Abalone damaged the
uneaten pellets mainly by crawling on top of them, thus making very difficult to collect the
disintegrated food particles remaining in the water. More efforts will be necessary in order

to design a better way of food collection.

In Experiment II, the diet AS proved to be more effective for abalone growth. The reason
for the lower growth rate for AS under the first 8 weeks of experiment, could be due to
shorter feed exposure (12 hours compared to 24 under the recovery period), and the stress
of washing and collecting the food every morning. It has been reported that abalone are
easily stressed by light and handling (Hahn, 1989). During the recovery phase abalone
were disturbed once every day in our experiment, compared to twice a day in the previous
weeks. No correlation was found between external variables (temperature, oxygen and
ammonia content) and growth. The growth observed in groups KM and K was much
lower than AS. Previous reports have shown that single kelp diets offered in the lab, do
not seem to provide a proper nutrition (Gorfine, 1993). In nature abalone eat many
macro- and microalgae which better satisfy their nutritional requirements. In the present
experiment abalone viscera and kelp meal appeared to be more complete than fresh kelp
alone. This is probably due to higher concentrations of nutrients in KM since humidity of
the pellets was much lower than that of fresh macroalgae (Table III). Another reason
could be due to the nutrient degradation of fresh macroalgae due to decomposition of the
plant. Fresh kelp was collected once a week and some times even more often depending
on kelp availability. The kelp was held in running water in a separate tank to keep the kelp
as fresh as possible. Interestingly, the compensatory growth of groups KM and K during
the recovery phase was even higher than that observed for AS at any stage of the

experiment. It has been reported that organisms under longer periods of nutritional



| deficiency show poor: - zompensatory growth. In this experiment nutritionally-deficient

abalones were able tc * ‘mpensate in growth as soon as they were switched to the AS diet.
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Table I Silage chara ristics for heated and unheated mackerel silage used as a
protein source in Exp+:ment L

Character tics heated silage unheated silage

% of liquefaction (gi- - percentage of 39.2 62.8
liquid after centrifug ation

Enzyme activity (um: - “yreq/ml x h) 0.7 22.0
Soluble pl‘OtCin (mg ¥ % equivalents/g 14.6 21.1
of silage)

Free amino acids (:: %A equivalents/g 0.03 1.7
of silage)

TMA (umol N/100 g sii= ) 61.7 70.0

Ammonia (umol N/1¢% silage) 260 64.0




|

Table II Formulation of the four artificial diets for test I and II for juvenile abalone
Haliotis fulgens. (Dry weight basis).

EXPERIMENT I EXPERIMENT I
Ingredients Heated silage Unheated Abalone Kelp meal
diet silage viscera silage diet
diet diet
(HS) (US) (AS) (KM)
Silage! 32 32 20 0
Fish meal? 0 0 16.8 0
Soy bean meal? (50% 5 5 10 0
protein)
Corn meal4 15 15 10 0
Starch (rice) 10 10 10 0
Kelp meal® 10 10 10 82
Sodium alginate® 10 10 10 10
Gelatin (50 Blooms) 6 6 6 6
‘Vitamin mixture’ 2 2 2 2
Mineral mixture”’ 5 5 5 0
Cellulose 5 5 0 0
Methionine 0.2 0.2 0.2 0

1 Mackrell kindly supplied by Tecmar, S.A. and abalone viscera kindly supplied by the fishery cooperative Bahfa Tortugas, B.C.S.
given as dry matter basis

2. Supplied by Productos de Ensenada, S.A.

3. Kindly supplied by the American Soybean Association

4, Mazeca, produced in Mexico

5.Kindly supplied by CRIP (Centro Regional de Investigaciones Pesqueras, Mexico)

6. Kelgin MV, kindly supplied by Kelco

7. As recommended by Hahn (1989), using Stay-C from Roche




Table ITI. Proximal analyses of the diets used in Experiment I and II

DIET % Protein*

% Lipid*

% Ash*

% Water

Heated silage
diet 33.1
(HS)
Unheated silage 31.9
diet
(US)
Abalone 31.2
viscera silage
diet
(AS)
Kelp meal diet 5.1
(KM)
Fresh kelp 2.0
(K)

3.8

33

4.7

0.3

0.1

18.2

16.1

18.9

14.1

12.0

24.1

29.6

46.6

31.0

84.0

* Are given as dry matter basis



Table IV. Growth rates of juvenile abalones (Haliotis fulgens) fed during 7 months with
heated mackerel silage (HS), unheated silage (UM) or fresh kelp (K). Growth rates were
calculated based on 26 to 32 organisms.

GROWTH RATE
DIET No. OF MONTHS pm/day mg/day
HS 0 — —
1 3 3
2 34 5
3 46 7
4 55 9
5 47 6
6 43 22
US 0 —_ —
1 2 2
2 22 5
3 52 8
4 64 9
5 55 13
6 69 18
K 0 —

[em—y
oy




Table V. Time-dependent differences of the mean shell length (L, mm) and mean whole-
body weight (W, grams) in juvenile abalones fed during 8 weeks with abalone silage (AS),
kelp meal (KM) or fresh kelp (K). After the eight week all organisms were offered the
abalone diet. The Games & Howell test of the equality of means with heterogeneous
variance (Sokal and Rohlf, 1984) was used in all cases. Means with the same superscript
(within a given diet) indicate no significant differences at p> 0.05. Standard errors are
indicated in brackets.

DIET No. OF WEEKS L [MM] W [MG]
(SE) (SE)
AS 0 8.92 (0.09) 822 (2.4)
4 10.7b (0.10) 1470 (3.9)
8 12.1€ (0.10) 215€ (5.3)
12 15.8d (0.13) 5204 (13.1)
| 15 18.1€ (0.18) 781€ (46.1)
KM 0 8.92 (0.10) 832 (2.6)
4 9.8b (0.11) 1120 (5.7)
8 9.9b (0.12) 116 (3.5)
12 14.2¢ (0.15) 376€ (11.5)
15 18.04 (0.27) 833d (69.3)
K 0 8.92 (0.09) 782 (2.4)
4 9.42 (0.12) 892 (2.9)
8 9.58(0.11) 932 (3.2)
12 13.15 (0. ) 294b (9.7)
15 16.2b (0.22) 527€ (19.3)




Table VI. Growth rates of juvenile abalones (Haliotis fulgens) fed during 8 weeks with
abalone viscera silage (AS), kelp meal (KM) or fresh kelp (K). The KM and K
treatments were switched to an AS-based diet after the eight week. Growth rates were
based on the pooled means (Zar, 1984) of four rearing containers. No container
replication was used in the recovery phase of the experiment.

GROWTH RATE
DIET No. OF WEEKS pm/day mg/day
AS 0 — —
4 64.3 2.32
8 35.7 2.42
recovery — 12 132.9 10.92
15 111.4 12.42
KM 0 — —
4 30.0 1.04
8 5.71 0.18
recovery — 12 155.7 9.26
15 177.1 21.71
K 0 — —
4 20.0 0.40
8 4.3 0.14
recovery — 12 148.6 7.19
15 120.0 11.10




FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Shell length (mm) of Experiment I of abalones fed with heated and unheated

mackerel silage compared to fresh kelp, its natural food.

FIGURE 2. Growth rate (um/day) of Experiment I of abalones fed with heated and

unheated mackerel silage compared to fresh kelp, its natural food.

FIGURE 3. Body wight (g) of Experiment I of abalone fed with heated and unheated

mackerel silage compared to fresh kelp, its natural food.

FIGURE 4. Growth rate (mg/day) of Experiment I of abalones fed with heated and

unheated mackerel silage compared to fresh kelp, its natural food.

FIGURE 5. Shell length (mm) of abalones fed with heated abalone viscera silage

compared to kelp meal and fresh kelp, its natural food.

FIGURE 6. Body weight (g) of abalones fed with heated abalone viscera silage compared

to kelp meal and fresh kelp, its natural food.
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DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL ALIMENTO ELABORADO CON ENSILAJE
DE PESCADO CRUDO Y COCIDO, PARA ABULONES JUVENILES DE Haliotis fulgens.
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RESUMEN

Con el fin de evaluar la calidad de dos dietas artificiales para abulén se estudiaron aspectos de
lavado de proteina, estabilidad, consumo y eficiencia alimenticia. Dos dietas fueron utilizadas para
alimentar juveniles de Haliotis fulgens elaboradas con ensilaje de pescado crudo y cocido (mayor y
menor grado de hidrélisis respectivamente). El ensilaje de pescado crudo como fuente de proteina dio
por resultado un alimento més estable, pero también, un mayor lavado de proteina soluble comparado
con el ensilaje de pescado cocido. No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos,
obteniendo una méxima eficiencia alimenticia de 1:1.6 con el ensilaje crudo seguida por 1:1.1 con

ensilaje cocido.

INTRODUCCION

El desarrollo de alimentacién artificial para abulones se ha encausado en obtener los niveles

6ptimos de proteinas, lipidos, vitaminas, carbohidratos y otros nutrientes necesarios para su mejor




crecimiento. El éxito econémico en el cultivo depende en gran parte en obtener mejores tasas de
crecimiento, eficiencia de conversién del alimento y de una fuente segura de alimento (Hahn, 1989a;

Gorfine y King, 1991; Uki y Watanabe, 1992).

Para que un alimento artificial sea de buena calidad debe de contener todos los requerimentos
nutricionales del organismo (particularmente balance de amino4cidos), ademds, las caracteristicas
fisicas del alimento deben ser las adecuadas a los hébitos alimenticios del abulén (Farmanfarmaian et
al., 1982). El alimento debe ser estable de tal manera que no se desintegre en el agua, para evitar la
pérdida de materia seca y micronutrientes (Tacon, 1989). El abulén al alimentarse lo hace lentamente,

por lo tanto requiere que el alimento permanezca estable durante varias horas (Hahn, 1989).

Hasta la fecha, se sabe con claridad que un alimento artificial, proporciona mejores tasas de
crecimiento que un alimento natural (macroalga) en abulones cultivados. Pero es fécil que minerales,
vitaminas y amino4cidos sean lavados del alimento antes de ser ingeridos (Viana, et al., 1993a),

obteniendo con ello efiencias alimenticias menores a las esperadas.

En el presente trabajo se trat6 de obtener una relacién entre lavado de nutrientes, estabilidad del
alimento, consumo y eficiencia alimenticia para determinar la calidad del alimento.

@

MATERIALES Y METODOS

Condiciones experimentales

Abulones de seis meses de edad (H. fulgens de 13 a 22.9 mm y 23 a 103 mg) obtenidos del
Laboratorio de Bahia Tortugas B.C.S., fueron acondicionados al laboratorio con un flujo de aire y
agua de mar constantes a una razén de 300 ml/min. Temperatura, pH, oxigeno y contenido de amonia
en el agua fueron monitoreados. Experimentos de alimentacién se iniciaron después de 21 dias de
aclimatacién en condiciones de laboratorio. Durante este perfodo a los abulones se les ofrecio alga
fresca (Macrocystis pyrifera) como alimento. El efecto de las dietas de ensilaje de pescado crudo y

cocido fue probado en cubetas plésticas de color obscuro de 20 / de capacidad con 32 organismos




marcados individualmente. Se les realiz6 un andlisis de varianza de dos vias sin repeticiones (ANOVA)
Rohif (1987). Las dietas se suministraron durante la noche (12 horas) ad libitum cada dfa desde el
mes de enero hasta julio de 1993 y el alimento remanente fue colectado. El experimento sé inici6 con
temperaturas méximas de 14 °C finalizando con 25°C. El peso corporal fue medido con una balanza
electrénica (0.001 error) y la longitud de la concha con un vernier electrénico digital (+.01pm) cada

cuatro semanas durante seis meses.

Lavado de proteina

El lavado de protefna fue estimado como la proteina soluble en agua a diferentes tiempos y
diferentes temperaturas, utilizando el método de Lowry et al. (1951), dada como mg equivalentes de
proteina, utilizando suero de albimina de bovino (BSA) como estdndar. Para ello se colocé alimento
de peso conocido en 30 ml de agua de mar, tomando una alicuota después de 2y 12 hs a 16, 20y 24

°C para determinar la proteina disuelta.
Estabilidad del alimento

Estabilidad se define como la pérdida de materia seca en el agua. Esta evaluacién se realizé in
situ mediante la utilizacién de cubetas sin abulones en condiciones semejantes a las de los organismos
en experimentacién. Después de 12 h de permanencia en el agua, el alimento fue recogido para
determinar el porcentaje de pérdida de materia seca a peso seco constante. Para ésto, las muestras

fueron secadas a 100 °C durante 24 h.




Consumo

El consumo se estimé como la diferencia del peso seco constante, entre el alimento ofrecido y
el colectado menos la pérdida de estabilidad, después de permanecer 12 hen las cubetas experimentales.

Lacantidad de dieta suministrada fue de 1 g de alimento himedo por cada organismo 'aproximadamente.

La cantidad de alimento F(g) es calculada por la siguiente ecuacién:
F = (GS/100)-R, donde:
G = dieta suministrada (en gramos)
S = porcentaje de la dieta recuperada (obtenida de los controles sin abulones)
R = dieta remanente (en gramos) después de que los abulones se alimentaron. Todo calculado en peso

seco, basado en lo recomendado por Uki y Watanabe (1992).
Eficiencia de conversién alimenticia

Se calculo de la siguiente manera
ECA = W/F, donde:
W = gramo de peso corporal ganado

F = gramos de alimento consumido. Basado en lo recomendado por Uki y Watanabe (1992).

Andlisis estadistico

A los datos de lavado de protefna se les aplicé un andlisis de distribucién normal de
Kolmogorov-Smirnow y la prueba de homogeneidad de varianzas de Bartlett. Todos aquellos datos
que mostraron distribucién normal y homogeneidad de varianza fueron sometidos a un andlisis de
varianza para comparar si existian diferencias significativas entre los componentes. Posteriormente
se le aplicé la prueba de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls, para comparar la medias
entre cada uno de los tratamientos con una p<0.05. Se utilizé el paquete de computadora de Biom

(Rohlf, 1987) y Sigma-Stat para el andlisis estadistico.




Alaestabilidad del alimento, consumoYy efiencia alimenticia se les realiz6 un anélisis de regresién
lineal, respecto a el tiempo. Se utilizé el paquete de computadora de Sigma-Stat para el an4lisis

estadistico.

RESULTADOS

Para el lavado de proteina se observé que, tanto a las 2 como a las 12 h el tipo de tratamiento
(ensilaje crudo y cocido) y la temperatura (16, 20 y 24 °C) afectan significativamente el lavado de
protefna. Mediante el andlisis de comparaciones (Student-Newman-Keuls) de medias se encontré que
exsisten diferencias significativas en ambos tratamientos siendo mayor para el ensilaje crudo (Anexo
D).

El porcentaje de pérdida, o sea estabilidad, en el tratamiento con ensilaje cocido mostré gran
variabilidad durante los primeros cuatro meses (enero-abril) del experimento (Fig. 1). Los maximos
se presentaron en el mes de julio (30.8 %) y minimos en el mes de abril (10.01 %). Un comportamiento
similar se observé en el tratamiento con ensilaje crudo con méximos en el mes de julio (10.3 %) y

minimos en el mes de marzo (0.68 %).

Para el consumo de los tratamientos con ensilaje crudo y cocido se observé que al inicio del
experimento (primera mitad) es alto y después del tercer mes empezé a disminuir (Fig. 2), con mdximos

de 2.2 y 6.6 mg/dia (para ensilaje crudo y cocido respectivamente) en el mes de marzo.

La eficiencia alimenticia (Fig. 3), durante los cuatro primeros meses fue similar para ambos
tratamientos, sin embargo a partir de mayo se registré un incremento en ambos tratamientos, con
méximos para el mes de julio (1:1.6 y 1:1.1 para el alimento de ensilaje de pescado crudo y cocido

respectivamente).




DISCUSION

En el lavado de proteina a través del tiempo (2 y 12 horas) y a diferentes temperaturas (16, 20
y 24 °C), se observaron diferencias significativas para ambos tratamientos (Anexo I). Esto nos indica
lo importante que es, el que un alimento que va a estar sumergido en el agua tenga una estabilidad y
sellado adecuados para evitar que durante las primeras horas sufra un lavado de nutrientes y

consecuentemente los organismos lleguen a la desnutricién.

Elporcentaje de pérdida (Fig. 1) es altamente significativo respecto al tiempo de experimentacién
(Anexo II, Tablas IT y III) y tiende a aumentar en ambos tratamientos, siendo menor en el alimento
elaborado con ensilaje crudo, a lo largo del periodo experimental. El aumento con el tiempo se debe
probalemente al aumento en la temperatura hacia la época de verano, ya que es sabido que a altas
temperaturas el alimento es menos estable y por lo tanto se desintegra en un periodo de tiempo mds
corto. Generalmente se considera que el lavado de nutrientes es un reflejo de la estabilidad (Tacon,
1989). Sin embargo, aqui puede asumirse que ocurre lo contrario, ya que se observa claramente que

el alimento crudo present$ un mayor lavado de proteina soluble y fue el més estable.

Otro factor importante es el movimiento que presentan los abulones en épocas de altas
temperaturas (segunda mitad del experimento) provocando con esto una desintegracién mayor de los
pellets, ya que los abulones se alimentan durante toda la noche utilizando su rddula y efectuando el
raspado del alimento durante varias horas, por lo que resulta casi imposible recuperar el alimento

remanente real.

En este caso se sabe que el ensilaje crudo posee una cantidad mayor de proteina soluble que el

ensilaje cocido (Viana et al., 1993b) y que ésto no es un reflejo de la estabilidad del alimento.

El consumo obtenido de ambos tratamientos tiende a cambiar significativamente con el tiempo
(p<0.001) (Anexo II, Tablas IV y V), con valores més altos durante los primeros meses con un pico
maximo en el mes de marzo para ambos tratamientos (Fig. 2). El comportamiento que se observé del

consumo al paso del tiempo no se relaciona con el porcentaje de pérdida ya que a medida que uno




aument6 el otro disminuyé (p<0.001) (Anexo III, Tabla VI). Un factor muy importante en la
disminucién del consumo a lo largo del experimento fue quizéds debido a error humano (destreza en

colectar el alimento) mismo que fue mejordndo a lo largo del experimento.

Durante la segunda mitad del experimento el consumo disminuyé (Fig. 2) para ambos
tratamientos, esta tendencia se mantuvo hasta el final del experimento. Un comportamiento que se
esperaba ocurriera al contrario, ya que el consumo debe aumentar a medida que aumenta la temperatura,

por el gasto de energia que presentan los organismos en estas épocas (meses de verano).

Si el consumo disminuye podrfa esperarse que la tasa de crecimiento disminuyera, si el alimento
esta dando igual aporte nutricional durante todo el tiempo experimental. Sin embargo, esto no ocurrié
ya que se pudo observar inclusive un aumento en la tasa de crecimiento (longitud y peso) durante el
transcurso del estudio (articulo II, Fig. 2 y 4). Esto se debi6 probablemente a una sobreestimacién del
consumo en la primera parte del experimento. Si calculamos el porcentaje de consumo en relacion al
peso de los organismos obtenemos que los abulones consumieron de 20 a 25 % del peso total de su

cuerpo. Esto no es posible, ya que se estima que el consumo de alimento artificial seade 2a7 % de

su peso diario en abulones (Hahn, 1989).

Laeficienciahacia finales del experimento puede considerarse mas real para ambos tratamientos,
ya que los valores estimados para los consumos en dichos periodos son mds confiables (de un 10 a un
4 % del peso total de su cuerpo). La méxima eficiencia obtenida fue de 1:1.6 y 1:1.1, lo cual muestra

que el alimento presenta una calidad satisfactoria (Tacon, 1989).

La diferencia de eficiencia alimenticia entre el tratamiento crudo y cocido estd probablemente
reflejada por la estabilidad del alimento y no por la calidad en si de los nutrientes, ya que posiblemente
fue el crudo el que present6 mayor pérdida por lavado de nutrientes. En otros trabajos reportados con
abulones, los experimentos son producto de tiempos cortos de alimentacién (uno o dos meses), por lo
que los resultados obtenidos son poco comparables o concluyentes (Uki et al., 1985ay b; Uki et al.,

1986; Uki y Watanabe, 1992).




Las eficiencias alimenticias obtenidas en este trabajo no fueron constantes durante todo el
experimento, ya que al inicio (primera mitad) el consumo registrado fue alto. El medir cuanto come
exactamente un abulén en un tiempo determinado mediante la colecta de los residuos, es dificil. Esto
se debe a que el mecanismo de alimentaci6n del abulén provoca que los pellets se désintegren, lo cual,
causa una sobreestimacién de cuanto ha sido consumido, asi mismo por error humano en la colecta de

residuos. Porello se recomienda mejorar latécnica a utilizar para medir consumoy con ello la eficiencia.

En el presente trabajo el alimento se aplicé ad libitum cada noche durante doce horas, a los
organismos. Esto dio por resultado que los abulones al estar buscando el alimento, lo desintegraran
por erosién, al roce con sus conchas o por treparse sobre los pellets para rasparlos. Probablemente
deba disefiarse un experimento en cubetas con comederos y con un fotoperiodo marcado donde al
haber luz el alimento sea recogido. Esto, para que los abulones en el periodo de obscuridad suban a
comer y posteriormente en presencia de luz regresen a su guarida sin perturbar demasiado el alimento,
y asi, recuperar los pellets en el periodo de luz para obtener un consumo mds exacto. El medir consumo
es importante ya que minimiza costos en la formulacién de dietas, se estima la calidad, ademds de

obtener informacién sobre los requerimentos nutricionales.
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ANEXOI

Tablal.- Resultados del andlisis de varianza y comparaciones de medias en el lavado de proteina
para los tratamientos hechos a base de ensilaje de pescado crudo y cocido, a dos tiempos ( 2 y 12 horas)
y tres diferentes temperaturas (16, 20 y 24 oC) con sus medias (X) y su desviacién estandar (DS).

TRATAMIENTO | TIEMPO T°C X DS COMPARACION DE MEDIAS
16 46.99 0.97
2 Hr 20 58.38 1.12 24°C>20°C>16°C
24 74.63 221
E.CRUDO
16 110.1 3.66
12 Hr 20 138.5 3.32 24°C>20°C>16°C
24 147.8 0.15
16 38.17 4.14
2 Hr 20 52.28 0.13 24°C>20°C>16°C
24 62.04 0.50
E.COCIDO
16 97.37 0.12
12 Hr 20 107.5 0.37 24°C>20°C>16°C
24 120.8 2.07




ANEXO II

Tabla IL.- Anélisis de varianza de la regresion lineal del porcentaje de pérdida del alimento
elaborado con ensilaje de pescado crudo, respecto al tiempo. Donde la ecuacién de regresién es Y=

0.064(tiempo) + 1.068.

Fuente de variacién gl SC

Regresion 1 | 1441.15
Residuales 160 1089.96
Total 161 2531.12

CM Fcal. P
1441.15  211.55 <0.001
6.81

Tabla II.- Andlisis de Varianza de la regresién lineal del porcentaje de pérdida del alimento
elaborado con ensilaje de pescado cocido, respecto al tiempo. Donde la ecuacién de regresién es Y=

0.121(tiempo) + 9.395.

Fuente de variacién gl SC
Regresion 1 5200.81
Residuales 160 10239.81

Total 161 15440.62

CM F cal. P
5200.18 81.26 <0.001
63.99




Tabla IV.- Anélisis de Varianza de la regresion lineal del consumo del alimento elaborado con
ensilaje de pescado crudo, respecto al tiempo. Donde la ecuacién de regresion es Y= 0.012(tiempo) +
4.392.

Fuente de variacion gl SC CM F cal. P
Regresion 1 52.89 52.89 61.00 <0.001
Residuales 160 138.73 0.86

Totales 161 191.62

Tabla V.- Andlisis de Varianza de la regresi6n lineal del consumo del alimento elaborado con
ensilaje de pescado cocido, respecto al tiempo. Donde la ecuacién de regresion es Y= 0.016(tiempo)
+5.923.

Fuente de variacién gl SC CM  Fecal P
Regresion 1 91.69 91.69 50.87 <0.001
Residuales 160 288.35 1.80

Total 161 380.04




ANEXO III

Tabla VI.- Andlisis de Varianza de la regresién lineal del consumo contra porcentaje de pérdida
del alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo. Donde la ecuacién de regresién es Y=
0.107(tiempo) + 3.839.

Fuente de variacién gl SC CM F cal. P
Regresion 1 29.06 29.06 28.61 <0.001
Residuales 160 162.56 1.06

Totales 161 191.63

Tabla VIL- Andlisis de Varianza de la regresion lineal del consumo contra porcentaje de pérdida
del alimento elaborado con ensilaje de pescado cocido. Donde la ecuacién de regresién es Y=
0.054(tiempo) + 5.658.

Fuente de variacion gl SC CM F cal. P
Regresion 1 45.51 45.51 21.76 <0.001
Residuales 160 334.53 2.09

Totales 161 380.04




ANEXO 1V

Tabla VIII.- Anélisis de Varianza de la regresi6n lineal del consumo contra la tasa de conversién
alimenticia del alimento elaborado con ensilaje de pescado crudo. Donde la ecuacién de regresién es
Y= 0.865(tiempo) + 3.812.

Fuente de variaciéon gl SC CM F cal. P
Regresion 1 1.91 1.90 5.75 0.074
Residuales 4 1.32 0.33

Totales 5 3.23

Tabla IX.- Anlisis de Varianza de la regresi6n lineal del consumo contra la tasa de conversién
alimenticia del alimento elaborado con ensilaje de pescado cocido. Donde la ecuacién de regresion es
Y= 2.188(tiempo) + 5.343.

Fuente de variacién gl SC M F cal. P
Regresion 1 4.96 4.96 4.35 0.105
Residuales 4 4.55 1.13

Totales 5 9.15




Figura 1.- Tasa de eficiencia de conversién alimenticia para abulones alimentados con ensilaje

de pescado crudo y cocido, durante 26 semanas a partir del mes de enero de 1993.

Figura 2.- Consumo promedio (mg/dia) para abulones alimentados con ensilaje de pescado

crudo y cocido, durante 26 semanas a partir del mes de enero de 1993,

Figura 3.- Porcentaje de pérdida promedio mensual de los alimentos elaborados con ensilaje

de pescado crudo y cocido.
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