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RESUMEN
GoicocHea C, CARRERA L, Cota N. 2020. Validacion de microincrementos en otolitos de Paralichthys adspersus
(Steindachner, 1867) cultivado en laboratorio. Bol Inst Mar Perii. 35(1): 80-87.- Se valido la periodicidad de
formacion de los microincrementos en otolitos de Paralichthys adspersus cultivado en laboratorio. A través
de la inducciéon hormonal se obtuvieron huevos que fueron incubados en tanques conicos de 150 L. Las
larvas fueron recolectadas en bolsas de polipropileno de 9 x 19 cm y como preservante se us6 alcohol
etilico al 96%. La muestra inicial estuvo constituida por 110 ejemplares y solo a 59 se les extrajo los otolitos
(sagita) utilizando pinzas y un microscopio estereoscopico, fueron lavados con agua destilada, secados
y almacenados en cartones otoliteros con fondo negro. En laminas portaobjeto se montaron los otolitos
sobre una gota de cristal bond, se pulieron con una lija namero 1200 hasta visualizar el ntcleo y los
microincrementos, después se aplicé un abrasivo de 0,3 micras de grano para los acabados. Los recuentos
de los microincrementos (tres lecturas) se realizaron a partir del primer anillo formado después del nticleo,
se utiliz6 un microscopio con aumento de 400X. Se obtuvo el grado de precision de los conteos. Se utilizé
una ecuacion lineal para determinar la periodicidad de formaciéon de los microincrementos donde se
relacionaron las variables: “Edad conocida versus numero de microincrementos” y un test estadistico para
la pendiente. Se concluye que el periodo de formacién de los microincrementos es diario.
PavLaBRAS cLAVE: Paralichthys adspersus, sagita, validacion, microincrementos

ABSTRACT

GoicocHea C, CARRERA L, Cora N. 2020. Validation of otolith microincrements in lab-cultured Paralichthys
adspersus (Steindachner, 1867). Bol Inst Mar Peru. 35(1): 80-87.- In Paralichthys adspersus cultivated in the
laboratory, the periodicity of formation of the microincrements in their otoliths was validated. Eggs were
obtained through hormonal induction and incubated in conical tanks of 150 L. The larvae were collected
in 9 x 19 cm polypropylene bags and preserved in 96% ethyl alcohol. The initial sample consisted of
110 specimens and otoliths (sagittal) were extracted from only 59 specimens by using tweezers and a
stereoscopic microscope; then, they were washed with distilled water, dried, and stored in black-bottomed
cardboard boxes. The otoliths were mounted in slides on a drop of bonded glass, polished with a 1200
grade sandpaper until the nucleus and microincrements were visible, then a 0.3-micron grit abrasive was
applied for the finishes. The microincrement counts (three readings) were made from the first ring formed
after the nucleus, using a 400X microscope. The degree of accuracy of the counts was obtained. A linear
equation was used to determine the periodicity of the microincrement formation where the variables:
“known age versus the number of microincrements” and a statistical test for the slope was related. It is
concluded that the period of microincrement formation is daily.

Keyworps: Paralichthys adspersus, sagittal, validation, microincrementsKeyworps: biodiversity, diatoms,
dinoflagellates, silicoflagellates, Callao

INTRODUCCION 1. INTRODUCTION

adspersus  (Steindachner,  1867)
es una especie bentonica, se le
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Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867) “fine
flounder” is a benthic species, found on sandy,

encuentra sobre fondo arenoso, areno-fangoso y
arena gruesa y se distribuye en el Pacifico Sur desde
Ecuador hasta Chile (Cairicaiono y CornEjo, 2001).
En el Pert esta especie es una de las que sustentan
la pesqueria artesanal, su importancia radica en la
preferencia del consumidor debido a su exquisitez
y desde un punto de vista socio-economico pues su
precio en playa es alto (SamMaME y CASTANEDA, 1999).

muddy-sandy, and coarse sandy bottoms, which
is distributed in the South Pacific from Ecuador to
Chile (CuiricHIGNO & CorNEjO, 2001). This species
is one of those supporting the Peruvian artisanal
fisheries. Its importance lies in the consumer’s
preference due to its exquisiteness and from a
socio-economic point of view because its price on
the beach is high (SAMAME & CasTANEDA, 1999).
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Laobservacion preliminar de patrones de crecimiento
en los otolitos sagita de los peces que viven a
diferentes profundidades y climas, parece apoyar
la idea de que el crecimiento diario puede ser una
caracteristica universal de los otolitos (PANNELLA,
1971), la formacion diaria de las microestructuras
esta regulada por un ritmo endogeno circadiano. Este
ritmo circadiano de depdsito de carbonato de calcio
esta, casi sin duda, bajo un control endocrinoldgico
(Stmxiss, 1974) por esta razon varios autores
asumieron la formacion diaria de los incrementos en
otolitos de larvas y juveniles (CamMPANA & NEILSON,
1985; SponauGLE, 2009; PanriLr ef al., 2009). Es asi
que los incrementos de crecimiento periddicos en
estas estructuras son utiles para la determinacion de
la edad en la escala anual o diaria (Campana, 2001).
Otra utilidad de estas estructuras es que, a partir
del conteo de los anillos diarios y la informacion
del ancho del anillo, se puede estimar la fecha de
nacimiento y retrocalcular las tallas del pez para
definir su crecimiento. En ese sentido, el andlisis
de la microestructura de otolitos se ha utilizado en
muchas pesquerias y estudios ecoldgicos (NoicHr et
al., 1994; BAtLgy et al., 1995; MEEkaN & FORTIER, 1996).

Se conoce como microincrementos a los anillos que
se observan alrededor del nticleo del otolito y anillos
diarios a los que se demuestre su formacion diaria.

La base de todo estudio de edad en peces, es
saber la periodicidad de formacién de los anillos
de crecimiento (estacionales) marcados en los
otolitos sagita y otras estructuras duras, esto se
resuelve, validando el tiempo de formaciéon de
los microincrementos que se encuentran dentro
de cada anillo de crecimiento o anillo estacional.
El conocimiento de esta informacion servird para
poder hacer mejores estimaciones de la edad y por
ende una mejor evaluacién de la especie para su
manejo sostenible.

El objetivo de este estudio es validar la periodicidad
de formacion de los microincrementos en otolitos
de Paralichthys adspersus “lenguado” cultivados en
laboratorio.

2. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé en dos Sedes del IMARPE. La
manipulacién de los peces y preparacion de las
muestras y obtencion de larvas se hizo en los labo-
ratorios de acuicultura de la Sede Central y la ob-
tencion de otolitos, lectura y evaluacion de microin-
crementos, en el laboratorio de Edad y Crecimiento
de la Sede Huanchaco, Region La Libertad.
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The preliminary observation of growth patterns
in the sagittal otoliths of fish living at different
depths and in different climates seems to support
the idea that daily growth may be a universal
characteristic of otoliths (PannNeLLa, 1971), the
daily microstructure formation is regulated by
an endogenous circadian rhythm. This circadian
rhythm of calcium carbonate deposition is under
endocrine control (Simkiss, 1974). Therefore,
several authors have assumed the daily otolith
formation in larvae and juveniles (CampaNa
& NEeiLsoN, 1985; SroNauGLE, 2009; PANFILI et
al., 2009). Periodic growth increments in these
structures are useful in determining an age on the
annual or daily scale (Campana, 2001). Another use
of these structures is that, from counting the daily
rings and the information on the width of the ring,
the date of birth can be estimated and the sizes of
the fish can be recalculated to define its growth.
The analysis of the microstructure of otoliths has
been used in many fisheries and ecological studies
(Noicur et al., 1994; BaiLey ef al., 1995; MEEKAN &
ForTiER, 1996).

It is known as micro increments to the rings that
are observed around the nucleus of the otolith,
and daily rings to which its daily formation is
demonstrated.

The basis of any study on fish age is to know
the periodicity of formation of the growth rings
(seasonal) marked in the sagittal otoliths and other
hard structures. This is resolved by validating
the time of formation of the microincrements
found within each growth ring or seasonal ring.
The knowledge of this information will be useful
to make better estimates of age and therefore a
better evaluation of the species for its sustainable
management.

This study aims to validate the periodicity of the
otolith microincrement formation in lab-cultured
Paralichthys adspersus.

2. MATERIAL AND METHODS

The work was carried out at two IMARPE sites. The
handling of the fish, the preparation of the samples,
and the obtaining of larvae were done in the
aquaculture laboratories at the Headquarters and
the obtaining of otoliths, reading, and evaluation
of microincrements, in the Age and Growth
Laboratory at the Huanchaco Coastal Laboratory
in La Libertad Region.
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En los ambientes de acuicultura se indujo al
desove a hembras adultas de P. adspersus con una
dosis unica de 0,1 ml/kg de la hormona GnRHa,
a partir de ello, los ovarios presentaron ovocitos
maduros con diametro promedio mayor a 500 pm.
Luego de 48 horas, las hembras que mostraron
hinchazéon del vientre fueron removidas del
tanque y anestesiadas para aplicarles presion
abdominal o stripping a fin de obtener los ovocitos;
en el caso de los machos no fue necesaria la
induccién hormonal, con ellos también se realizé
el stripping para la extraccion del semen. Se
mezcld el semen con los ovocitos y se transfirieron
los huevos viables (huevos flotantes) a tanques
conicos para su incubacién. Después de 48 horas,
las larvas eclosionadas fueron sembradas en
tanques de 150 L de capacidad a densidad de
20 larvas/L. La alimentacion exdgena se inicio a
partir del tercer dia post-eclosion. Se usé como
primer alimento rotiferos (rot) a una densidad
de 3 rot/mL aumentando progresivamente hasta
llegar a 10 rot/mL. A partir del dia 18 se inicid
el cambio gradual de rotiferos a artemia (art),
comenzando con densidad de 1 art/mL hasta
llegar a 10 art/mL. Al dia 43 se inicio el destete
(cambio de alimento vivo a inerte), utilizando
micropellets de la marca Otohime, con un cambio
gradual hasta retirar la artemia. Los promedios
de temperatura, oxigeno disuelto y pH durante el
cultivo fueron de 18,56 +0,61 °C, 7,65 +0,16 mg/L
y 8,05 +0,20 ppm, respectivamente.

A partir del dia 50 después de la eclosion se
extrajeron, al azar, 10 individuos que se colocaron
en bolsas de polipropileno de 9 x 19 cm, que
fueron rotuladas en papel Canson con fecha
de eclosion y dia de colecta; se utilizé etanol
al 96% como preservante. En el laboratorio de
Edad y Crecimiento de Huanchaco se extrajeron
los otolitos sagita utilizando pinzas finas y un
microscopio estereoscopico. La muestra estuvo
constituida por 110 ejemplares de lenguados
juveniles, a 59 de ellos se les extrajo los otolitos
(sagita) para el analisis de su microestructura
(Tabla 1). Los otolitos fueron montados en una
gota de cristal bond sobre una ldmina porta
objeto, para luego ser pulidos con una lija
numero 1200 hasta poder visualizar el nucleo y
los microincrementos, luego se aplicé un abrasivo
de 0,3 micras de grano para los acabados (Fig. 1);
los pulidos se hicieron por ambos lados (Buratti,
2003 c.p. GorcocHEA et al., 2013).
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Adult female P. adspersus were induced to
spawn in aquaculture environments with a
single dose of 0.1 ml/kg GnRHa, from which the
ovaries presented mature oocytes with a mean
diameter greater than 500 um. After 48 hours,
the females that showed swelling of the belly
were removed from the tank and anesthetized to
apply abdominal pressure or stripping to obtain
the oocytes; in the case of the males it was not
necessary the hormonal induction, the stripping
was also performed with them for the extraction
of the semen. The semen was mixed with the
oocytes and the viable eggs (floating eggs) were
transferred to conical tanks for incubation. After
48 hours, the hatched larvae were seeded in
150 L capacity tanks at a density of 20 larvae/L.
Exogenous feeding was started by the 3™ day
post-hatching (dph). Rotifers (roti) were used
as first feed at a density of 3 rot/mL increasing
progressively until reaching 10 rot/mL. By 18®
dph, the gradual change from rotifers to artemia
(art) began, starting with a density of 1 art/mL
until reaching 10 art/mL. By 43" dph, weaning
(change from live to inert feed) was initiated,
using Otohime micro-pellets, with a gradual
change until the artemia was removed. The
averages of temperature, dissolved oxygen, and
pH during culture were 18.56 +0.61 °C, 7.65 +0.16
mg/L, and 8.05 +0.20 ppm, respectively.

By 50" dph, a total of 10 individuals were
randomly extracted and placed in 9 x 19 cm
polypropylene bags, which were labeled with the
date of hatching and day of collection on Canson
paper; 96% ethanol was used as a preservative.
The sagittal otoliths were extracted at the Age
and Growth Laboratory in Huanchaco using
fine tweezers and a stereoscopic microscope.
The sample consisted of 110 juvenile flounders,
with 59 of them having their otoliths (sagittal)
extracted for analysis of their microstructure
(Table 1). The otoliths were mounted in a drop
of bonded glass on a slide and then polished
with a 1200 grade sandpaper until the nucleus
and microincrements could be seen, then a
0.3-micron grit abrasive was applied for the
finishes (Fig. 1); the polishing was done on both
sides (Buratti, 2003 cited by GoicocHea et al.,
2013).
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Figura 1.- Microfotografia de otolito de lenguado juvenil de 113 dias de edad. 100X

Figure 1. Microphotography of 113-day-old juvenile fine flounder otolith. 100X

Los microincrementos fueron contados en
un microscopio compuesto con analizador
de imagenes a 400X. Los recuentos de los
microincrementos se realizaron a partir del primer
anillo formado después del nucleo (Camprana &
NE1LsoN, 1985; MoOSEGAARD et al., 1988). La medida
del grado de precision (coeficiente de variacion
CV) de los conteos, se realizd a partir de tres
recuentos (GoicocHea ef al., 2013), se utilizé un
contador manual para evitar errores.

Laperiodicidad deformaciéndelosmicroincrementos
se obtuvo utilizando una ecuacion lineal donde se
relacionaron las variables: “Edad conocida versus
numero de microincrementos” (WEXLER et al., 2001;
REGNER & Jacov, 1994)

I=a+b(d)

Donde: I = nimero de incrementos, d = edad
en dias, b = periodicidad de formacién de los
microincrementos en dias, a= el intercepto como la
formacion del primer microincremento.

Se utilizo el programa Table curve V5.01. Asimismo,
Se hizo un test estadistico de la pendiente para
determinar si este es igual a 1.
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The microincrements were counted in a 400X
compound microscope. The microincrement
counts were made from the first ring formed
after the nucleus (Campana & NeiLson, 1985;
MoseGaarD ef al.,, 1988). The measurement of
the degree of accuracy (coefficient of variation
CV) of the counts, was made from three counts
(GoricocHEA et al.,, 2013), a manual counter was
used to avoid errors.

The periodicity of the microincrement formation
was obtained through a linear equation where
the variables: “Known age versus the number
of microincrements” were related (WEXLER et al.,
2001; ReGNER & Jacov, 1994)

I =a+b(d)

Where: I = number of microincrements, d = age
in days, b = periodicity of the microincrement
formation in days, a= the intercept as the
formation of the first microincrement.

The Table curve V5.01 software was used. Also, a
statistical test of the slope was done to determine
if it is equal to 1.
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Tabla 1.- Conteo de microincrementos en otolitos de Paralichthys adspersus cultivados en laboratorio

Table 1. Otolith microincrement count in lab-cultures P. adspersus

Edad (dias) Incremento Lectura 1l Lectura 2 Lectura 3 Promedio CV %
52 49 47 50 49 48,7 31
52 50 48 50 51 49,7 31
52 49 49 47 50 48,7 31
93 92 90 93 93 92,0 1,9
93 91 89 93 91 91,0 2,2
93 92 90 94 91 91,7 2,3
93 90 88 92 89 89,7 2,3
94 93 93 91 94 92,7 1,6
94 92 91 93 93 92,3 1,3
94 93 95 93 92 93,3 1,6
95 93 90 94 94 92,7 2,5
95 91 91 90 93 91,3 1,7
95 93 95 92 92 93,0 1,9
96 93 93 91 94 92,7 1,6
96 93 94 91 94 93,0 1,9
99 97 100 98 94 97,3 31
99 95 92 97 96 95,0 2,8
99 97 94 99 98 97,0 2,7
99 96 93 99 97 96,3 32
101 98 102 94 97 97,7 41
101 99 98 103 97 99,3 32
101 98 100 96 98 98,0 2,0
101 97 97 95 99 97,0 2,1
101 96 95 95 98 96,0 1,8
104 102 106 102 98 102,0 39
104 102 99 104 103 102,0 2,6
104 101 103 100 99 100,7 2,1
105 103 101 102 106 103,0 2,6
105 102 100 103 102 101,7 1,5
105 102 104 101 102 102,3 1,5
108 106 102 108 109 106,3 3,6
108 105 104 107 104 105,0 1,6
108 106 108 106 104 106,0 1,9
108 105 102 108 105 105,0 2,9
113 111 108 110 114 110,7 2,8
113 109 112 111 105 109,3 3,5
113 111 114 112 107 111,0 32
124 121 125 123 116 121,3 39
124 123 122 119 128 123,0 3,7
124 119 124 117 116 119,0 3,7
130 128 132 127 124 127,7 32
130 127 124 126 130 126,7 2,4
130 127 123 132 125 126,7 3,7
134 132 137 133 125 131,7 4,6
134 131 133 125 136 131,3 4,3
134 130 131 126 134 130,3 31
138 136 133 134 140 135,7 2,8
138 137 141 135 134 136,7 2,8
138 136 135 133 139 135,7 2,3
140 139 134 140 144 139,3 3,6
140 138 142 134 137 137,7 2,9
140 136 140 133 134 135,7 2,8
144 139 136 138 142 138,7 2,2
144 141 145 141 136 140,7 32
144 143 150 138 140 142,7 45
160 158 153 166 154 157,7 4,6
160 157 163 160 149 157,3 4,7
161 157 149 159 162 156,7 4,3
161 158 166 153 155 158,0 44
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Hipotesis:

1 [s,2 2
Ho: b#1 s, = E[S—y —b]
Hi: b=1 tcal= (b-1)/sb

ttab= (1-a/2; n-2)
Regla de decision:
Si /tcal/ < ttab (1-at/2; n-2) se acepta Ho
Si /tcal/ > ttab (1-a/2; n-2) se acepta Hi

Donde: b = pendiente, S = error estandar, n-2=
grados de libertad.

3. RESULTADOS

El rango de tamanos de la muestra estuvo entre 10
y 36 mm de longitud total y las edades estuvieron
entre 52 y 161 dias.

Asimismo, la relacion entre la edad conocida y
el nimero de incrementos correspondié a una
regresion lineal altamente significativa (R=0,99; P<
0,001) y la pendiente no difirié significativamente
de 1 (Fig. 2).

180 7
160 A
140 4 Y
120 A
100 4
80 4
60 -

40 A

Hypothesis:

2
Ho: b#1 s, = nlfz[% —bz]
Hi: b=1 tcal= (b-1)/sb

ttab= (1-a/2; n-2)
Decision rule:
If /tcal/ < ttab (1-a/2; n-2) Ho is accepted
If /tcal/ > ttab (1-a/2; n-2) Hi is accepted

Where: b = slope, S = standard error, n-2= degrees
of liberty.

3. RESULTS

Sample sizes ranged from 10 to 36 mm in total
length and ages ranged from 52 to 161 days.

The relationship between known age and
number of increments corresponded to a highly
significant linear regression (R?*= 0.99; P<0.001)
and the slope did not differ significantly from 1

(Fig. 2).

=0,9965x-2,1967
R?=0,9983

Niumero de incrementos

20 A

0

T T T T T T T T T T T T T T T T 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Edad conocida (dias)

Figura 2.- Relacién de la edad conocida y niimero de anillos en otolitos

de Paralichthys adspersus

Figure 2. Relationship of known age and number of rings in Paralichthys adspersus

otoliths

85



Bol Inst Mar Perii / Vol 35/ No 1/ Enero-Junio 2020

ISSN 0458-7766

La aplicacion del test estadistico a partir del valor de
la pendiente de la regresion lineal para determinar
si la formacion de los microincrementos se realiza
diariamente se presenta a continuacion.

Hipdtesis:
Ho: b#1 dia

Hi: b=1 dia tcal=-0,6371

ttab= (1-at/2; 59-2) = 2,002
Regla de decision:

Itcall =-0,6371 < ttab = 2,002 => Se acepta la Hi

4. DISCUSION

El ambiente del laboratorio rara vez es capaz de
imitar entornos naturales, debido a sus fotoperiodos
artificiales, ciclos de temperatura, alimentacion y
espacio limitado para las migraciones verticales
diurnas (Campana, 2001); sin embargo la cria en
cautiverio es un medio confiable para evaluar la
formacion del anillo, generando utilidad en el nivel
diario.

La relacion lineal entre el nimero de microincre-
mentos en los otolitos sagita y la edad conocida de
juveniles de Paralichthys adspersus coinciden con los
realizados en larvas de Thunnus albacares “atin aleta
amarilla” (JEaNE et al., 2001), de Dicentrarchus labrax
(Gutiérrez y Morales-Nin 1986 citados por REGNER &
Dutcig, 1994), de Sardinops caeruleus “sardina monte-
rrey” (Marrtinez, 2003) en los que ademas, demues-
tran que la formacidon de los microincrementos es
diario y empiezan a formarse a partir del segundo
dia después de la eclosion. Sin embargo, el tiempo
de la formacién del primer anillo diario puede dife-
rir, como lo encontrado en los otolitos sagita de Pseu-
dopleuronectes yokohamae “suela de marmol” investi-
gados por Jou et al. (2005) quienes concluyeron que
el primer anillo se formo a partir de 5,7 dias de edad.
Otro caso importante es el de PENAILILLO y ARAYA
(1996) quienes determinaron que los otolitos sagita
ya contaban con 6 anillos diarios al momento de la
eclosidn en Austromenidia regia “pejerrey”.

5. CONCLUSION

Laperiodicidad delaformaciondemicroincrementos
en otolitos de juveniles de Paralichthys adspersus
“lenguado” fue diaria a partir del segundo dia
después de la eclosion.
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The use of statistical test from the value of the
slope of the linear regression to determine if the
microincrement formation is carried out daily is
presented below.

Hypothesis:
Ho: b#1 day

Hi: b=1 day tcal=-0.6371

ttab= (1-a/2; 59-2) = 2.002
Decision rule:

Itcall =-0.6371 < ttab = 2.002 => Hi is accepted

4. DISCUSSION

The laboratory environment is rarely capable
of replicating natural environments, given its
artificial ~photoperiods, temperature cycles,
feeding, and limited space for vertical daytime
migrations (Camprana, 2001); nevertheless, captive
breeding is a reliable means of assessing ring
formation, providing utility at the daily level.

The linear relationship between the number
of microincrements in sagittal otoliths and the
known age of juveniles Paralichthys adspersus
is consistent with those in larvae of Thunnus
albacares “yellowfin tuna” (JeanEe et al., 2001),
Dicentrarchus labrax (Gutiérrez & Morales-Nin
1986 cited by ReGNEL & Durcig, 1994), Sardinops
caeruleus “Pacific sardine” (Martingz, 2003) in
which they also show that the microincrement
formation is daily and these begin to form from
the 2™ dph. Nevertheless, the time of formation
of the first daily ring may differ, as found in the
sagittal otoliths of Pseudopleuronectes yokohamae
“marbled flounder” researched by Jon et al. (2005)
who concluded that the first ring formed from
5.7 days of age. A further important case is that
of PeNarmLiLLOo & Araya (1996) who determined
that the sagittal otoliths already had 6 rings a
day at the time of hatching in Austromenidia regia
“silverside”.

5. CONCLUSION

The periodicity of the otolith microincrement
formation in juvenile Paralichthys adspersus “fine
flounder” was daily from the second day after
hatching.
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