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Resumen

La mojarra tenguayaca Petenia splendida es uno de los ciclidos nativos mas apreciados en la regién sureste de
México, por lo que desde hace varios afios, se han realizado varias investigaciones que han permitido cerrar el ciclo
de vida de la especie e iniciar su cultivo a escala experimental. Sin embargo, durante el cultivo se ha utilizado
ampliamente el alimento desarrollado para las truchas, por lo cual el crecimiento es lento provocando que hasta la
fecha el cultivo a escala comercial no sea rentable. En este sentido, los estudios relacionados con la determinacion de
los requerimientos nutricionales y la evaluacion de la capacidad digestiva en los periodos de vida de la especie son
de vital importancia para lograr el disefio de alimentos especificos que permitan optimizar el cultivo. Es asi que
desde hace varios afios, se iniciaron los estudios en relacion al desarrollo de una linea de alimentos especificos que
permitan fomentar el cultivo de esta especie en la region sureste de México. El presente trabajo se enfoca en los
estudios realizados por la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco en colaboracion con varias instituciones donde
se ha investigado la fisiolologia digestiva durante la ontogenia inicial aplicando técnicas histologicas, bioquimicas y
moleculares. Nuestros resultados muestran que esta especie tiene un patrén de desarrollo similar al de otros ciclidos
con un desarrollo precoz del sistema digestivo y la apariciéon temprana de las enzimas digestivas. La caracterizacion
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de las proteasas digestivas permitié6 determinar que esta especie presenta habitos alimenticios carnivoros; al
estudiarse diferentes ingredientes proteinicos por medio de la técnica de pH-STAT, se logré determinar que los
mejores ingredientes para la alimentacion de los juveniles fueron la harina de pescado, harina de jaiba, harina de
cerdo, entre otras. Esto se corrobord ya que el requerimiento de proteinas es de 45.1 %, mientras que el
requerimiento de lipidos es de 15%. Por su parte, la sustitucién de harina de pescado con gluten de trigo es posible
hasta en un 25%, aunque es necesario estudiar otros ingredientes que permitan no depender del uso de harina y aceite

de pescado para la alimentacion de P. splendida.
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Introduccion

La piscicultura en México se ha sustentado desde hace muchos afios en el cultivo de unas cuantas especies
como las tilapias, bagres, carpas, truchas, entre otras, las cuales son exoticas, adaptando su tecnologia a las
condiciones especificas de nuestro pais. Por este motivo, no se le ha dado el impulso necesario a los
estudios para el desarrollo de la tecnologia requerida para el cultivo de las especies de peces nativos
(Mendoza et al., 1993; Rojas y Mendoza, 2000). En este sentido, existen una gran cantidad de especies de
importancia comercial, ya sea a nivel local, regional o nacional, que sustentan en buena medida el
consumo de proteina de alta calidad para la poblacion, pero que son capturadas a través de las pesquerias.
De esta manera, se vislumbra un incremento el la extraccion de estas especies, lo que ha provocado una
caida en las poblaciones naturales, ademas de que existe un progresivo aumento de la poblaciéon humana y

la subsiguiente contaminacion de los ecosistemas donde habitan estas especies (Welcomme, 1988).

De todas las especies de peces nativos, Tabasco cuenta con una gran variedad de ellas como son el
pejelagarto, Atractosteus tropicus, la mojarra castarrica Cichlasoma uruphthalmus, la mojarra paleta Vieja
bifasciata y la mojarra tenguayaca Petenia splendida, las cuales se han venido estudiando desde hace
varios afios. La mojarra tenguayaca pertenece a la familia Cichlidae, distribuyéndose en la region sureste
de México y en Centroamérica, siendo una especie que soporta bajas concentraciones de oxigeno disuelto
(desde 1.6 mg/L), de altas concentraciones de amonio (0.55 mg/L) y una buena capacidad para soportar
las variaciones de temperatura (de 24 a 27 °C) (Caro et al., 1994). Es considerado como de habitos
piscivoros, aunque también se alimenta de restos vegetales e insectos (Santiago et al., 1997). Se puede
capturar en rios de poca corriente y lagunas, es un pez que tiene mucha carne y pocas espinas, alcanzando
una talla y peso maximos de 40 cm y 1.5 kg (Reséndez-Medina y Salvadores, 1983). De los ciclidos
nativos la tenguayaca es la especie mas competitiva comercialmente y tiene una gran demanda en el
mercado local (Velasco, 1976). De acuerdo con la SEMARNAP (2006) en Tabasco esta especie alcanzd
una produccién por pesca de 37.5 toneladas en 1996 disminuyendo gradualmente a 14.5 toneladas en el
2005, estando muy por debajo de otras especies de ciclidos nativos y la tilapia, lo que indica la necesidad
de implementar técnicas para su produccion. Todas estas caracteristicas hacen que este pez sea un
excelente candidato para su cultivo al ser facil de domesticar y mantener en cautiverio. Sin embargo,
como muchas de las especies de interés acuicola, presenta un periodo larvario, el cual puede ser critico
alcanzando mortalidades hasta del 90 %, debido a una serie de factores relacionados como, la naturaleza
biologica de las larvas, tipos de sistemas utilizados, problemas genéticos, enfermedades y malnutricion
entre muchas. Para comprender y resolver esta problematica, se deben realizar estudios especificos para
cada uno de estos aspectos.
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Fisiologia digestiva en larvas de peces

En el momento de la eclosion de los embriones, el sistema digestivo esta compuesto de un tubo recto
indiferenciado; al finalizar la absorcion del saco vitelino y el globulo de aceite, el tubo se segmenta dando
paso a la aparicion de valvulas musculares, la bucofaringe y las porciones anterior, media y posterior que
paulatinamente se iran diferenciando histologica y funcionalmente (Govoni, 1980). Ademas el higado y el
pancreas estan presentes en el momento de la eclosion y son funcionales al finalizar la absorcion vitelina.
Es asi, que al finalizar el periodo larvario el desarrollo del estbmago, intestino, ciegos pildricos y demaés
organos que participan en el proceso de digestion estan completos; aunque esta diferenciacion puede

tomar de 15 hasta 60 dias dependiendo de la especie (Cousin et al., 1987).

De esta manera, las técnicas desarrolladas para la cria de larvas de peces necesitan de la alimentacion con
presas vivas (exdgena) durante los primeros dias después de la eclosion, una vez que termina la absorcion
del saco vitelino, por lo que es preciso establecer a la par del cultivo larvario, cultivos anexos de fito y
zooplancton para garantizar la alimentacion de las larvas; este es uno de los tantos factores limitantes para
la produccioén intensiva de semilla de peces marinos. De esta forma, el éxito durante esta etapa esta muy
relacionada con la ingesta de un alimento exdgeno adecuado, tanto en calidad como en cantidad
(Izquierdo, 1996). Un problema adicional que se ha detectado durante la produccién de semilla es el
elevado costo de alimentacion, que puede ser un factor mas que afecte durante la crianza, ya que en
algunos casos, el area necesaria para la producciéon del alimento vivo puede llegar a ser del orden de

cuatro veces superior el tamafio del area para la produccion de semilla (Tucker, 1998).

Una de las hipdtesis que ha sido ampliamente mencionada en la literatura, es la referente a que durante el
periodo larvario, el pancreas e higado estan completamente desarrollados y son funcionales, por lo que se
asume que las enzimas digestivas estan presentes. En este sentido, se debe considerar el momento en el
que aparecen y son funcionales. De todas las enzimas digestivas, las proteasas son las mas importantes ya
que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos que forman la estructura primaria de las proteinas y
estan presentes en muchos organismos (Dixon y Webb, 1979). Algunas proteasas estan implicadas en
procesos como la digestion, la activacion de proenzimas y prehormonas, y muchos otros (Stroud, 1975).
La clasificacion de las proteasas, al ser hidrolasas especificas de enlaces peptidicos se agrupan bajo el
codigo EC 3.4. Dentro de ellas, existen dos subgrupos: las exopeptidasas que hidrolizan enlaces peptidicos
entre amino4acidos terminales (extremo amino o carboxilo de la proteina) se agrupan bajo EC 3.4.11-19; y
las endopeptidasas que hidrolizan enlaces peptidicos internos pertenecen a la categoria 3.4.21-24.

Asimismo, se clasifican de acuerdo con su mecanismo de accion, donde se reconocen 4 grupos
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principales: 1. Serina-proteasas (EC 3.4.21): que poseen un grupo serina en el centro activo, asi como
histidina y aspartico. 2. Cisteina-proteasas (EC 3.4.22): que se caracterizan por la presencia del grupo
cisteina (-SH) en su centro catalitico. 3. Proteasas acidas o asparticas (EC 3.4.23): que se caracterizan por
la presencia de acido aspartico en el centro activo y poseen maxima actividad a pH acido. 4. Metal-
proteasas (EC 3.4.24): poseen un resto de acido glutamico en el centro activo y requieren de un cation

divalente (Zn, Ca o Mg) para catalizar la hidrdlisis del enlace peptidico.

Dentro del grupo de las endoproteasas se ecuentran, la pepsina (EC 3.4.23.1), gastricina (EC 3.4.23.3) y la
quimosina o renina (EC 3.4.23.4) que son proteasas acidas presentes en el jugo gastrico de muchos
organismos. En el intestino de muchas especies se ha detectado otro tipo de enzimas que funcionan a pH
alcalino como la tripsina (EC 3.4.21.4.) que es una endoproteasa pancreatica que hidroliza los enlaces
peptidicos constituidos por lisina y arginina. La quimotripsina (EC 3.4.21.1) también es una serina
proteasa cuya especificidad de sustrato implica l-isomeros de tirosina, fenilalanina y triptofano. También
actia sobre amidas y ésteres. Las catepsinas que son enzimas relacionadas con los procesos de digestion

intracelular.

En el caso de las exoproteasas se pueden mencionar las aminopeptidasas (EC 3.4.11) las cuales catalizan
la hidrolisis de los restos aminoacidicos, concretamente desde el extremo amino de un péptido. Se
clasifican en funcién de los requerimientos de iones metdlicos (Mn>", Mg®", Zn** o Co*") y la
especificidad por determinados dipéptidos (Behal et al., 1965). Entre sus diversas funciones destacan: la
maduracion de proteinas, degradacion terminal de proteinas, regulacion hormonal y control del ciclo
celular. En el caso concreto de la leucina aminopeptidasa, se ha relacionado su nivel de actividad en la
membrana de los enterocitos con el estado nutricional de los organismos en estadios iniciales. Las
carboxipeptidasas son enzimas que liberan residuos aminoacidicos del extremo carboxiterminal de los
péptidos y proteinas. Se conocen dos familias de carboxipeptidasas: las serina carboxipeptidasas (EC
3.4.16), que contienen un residuo de serina en su centro activo y las metalo carboxipeptidasas (EC 3.4.17),

que requieren de iones Zn para ser activas.

Por otra parte, existe otra enzima altamente necesaria denominada lipasa (EC 3.1.1.3), la cual se ha
descrito en varios tejidos animales (pancreas, plasma sanguineo, saliva y jugo pancreatico). En
organismos superiores, la lipasa pancredtica actia especificamente sobre los enlaces éster exteriores
(enlaces a. 1 y 3), por lo que se produce principalmente una mezcla de acidos grasos y monoglicéridos. La
hidrélisis digestiva de los triglicéridos es activada por el ion Ca®" y en presencia de un factor llamado
colipasa (Canioni et al., 1977). La accion de la lipasa sobre su sustrato se ve enormemente favorecida por
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la existencia de la interfase agua-lipido, la cual es formada en el intestino gracias a la accién emulsionante
de las sales biliares o sus analogos. La colipasa actia preservando la lipasa de la desnaturalizacién y
favoreciendo su adsorcion al sustrato. Algunas esterasas (EC 3.1.1.1), que preferentemente actiian sobre
ésteres simples de acidos grasos con bajo peso molecular, poseen la capacidad, al igual que las lipasas, de

hidrolizar triglicéridos. Sin embargo, se distinguen de éstas porque hidrolizan sustratos solubles.

Otra enzima importante es la amilasa que cataliza la hidrolisis del enlace o.1-4 del almidon y glucdgeno.
Se dividen en alfa (o) y beta (), o endo y exo amilasas. La a-amilasa (EC 3.2.1.1.) esta presente en el
jugo pancreatico de gran cantidad de animales (Archibal, 1987), ya que hidroliza indistintamente enlaces a
lo largo de la cadena del polimero hidrocarbonado, liberando moléculas de glucosa y maltosa. Por su parte
la B-amilasa hidroliza a los carbohidratos por el extremo no reductor y se restringen exclusivamente al
reino vegetal (Hirikado et al., 1994). Finalmente, las fosfatasas acida y alcalina (EC 3.1.3.2 y 3.1.3.1) que
catalizan la separacion de P inorganico a partir de fosfato organico. Se encuentran en los epitelios
intestinales y en diferentes capas tisulares del estomago. Su papel fisiologico en los vertebrados superiores
esta relacionado con los procesos de mineralizacion de los huesos (Harris, 1989), asi como en procesos de
transporte a través de membrana. De hecho, ambas fosfatasas se asocian con el transporte activo de
glucosa, proteina y lipidos, e incluso de agua e iones en el caso de la fosfatasa alcalina (Dupuis et al.,

1991).

En otro orden de ideas, el alimento vivo en muchas ocasiones, no es el mas adecuado al carecer de algunos
nutrientes esenciales (Versichelle et al., 1989). En contraposicion, las dietas inertes ofrecen una facil
disponibilidad, menores costos de produccion y flexibilidad en el momento de formularlas (Rosenlaud et
al., 1997; Tacon, 1993). Sin embargo, para disefiar alimentos adecuados para las especies, es necesario

estudiar la capacidad digestiva de las especies de interés.

Para estudiar la capacidad digestiva de los peces se requiere realizar la caracterizacion de las proteasas si
se quiere entender los tipos y modos de accion, asi como el nivel de actividad que representan. Para la
caracterizacion, se pueden realizar diversos ensayos como: El efecto del pH y temperatura sobre la
actividad y estabilidad de las enzimas y la caracterizacion mediante inhibidores especificos por medio de

técnicas bioquimicas y electroforéticas.

Una vez realizados estos estudio, se puede determinar la digestibilidad para la proteina, con el objetivo
principal de maximizar el crecimiento y la supervivencia de los organismos al minimo costo y en el menor

tiempo posible (Knights, 1985). Sin embargo, para la elaboracion de alimentos para la acuicultura, son
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innumerables las fuentes proteinicas que se utilizan; entre ellas destacan harinas y aceites de animales
marinos, los cuales sirven de base para la formulacion y fabricacion de los pellets. Desafortunadamente, la
mayoria de esas fuentes de proteina no son valoradas desde el punto de vista de la capacidad digestiva de
los organismos que las consumen. La formulacion y fabricacion de los alimentos se base en los
denominados analisis proximales que relacionan la cantidad de combustibles que presentan los alimentos
y no en funcién de la cantidad que requiere el organismo respecto al tiempo. Una aproximacion que
permite valorar la capacidad digestiva de los organismos se da por la utilizacion de métodos “in vivo”, en
los que se determina una serie de parametros o indices relacionados con el grado de aprovechamiento de
las dietas en relacion con el combustible que las compone. Todos estos ensayos resultan costosos, tediosos
y largos debido a la necesidad de instalaciones adecuadas, mantenimiento de los animales y el analisis de
éstos y sus excretas. Por otra parte, el empleo de marcadores no digeribles (como el 6xido de cromo),
conlleva algunos problemas y solamente son una medida indirecta de la digestibilidad, lo cual resulta
complicado debido al lento crecimiento de las especies, la dificultad de recolectar las heces en el medio
acuatico y la influencia de los niveles de inclusion de éstos sobre el aprovechamiento de algunos

combustibles (March et al., 1985; Shiau y Liang, 1995).

Debido a lo anterior, se han desarrollado métodos “in vitro” que simulan la digestion de los organismos y
permitan predecir la digestibilidad de las diferentes harinas que son susceptibles de utilizarse en la
formulacion de alimentos. De esta manera, algunos investigadores recomiendan que los estudios se
encaminen hacia el desarrollo de este tipo de técnicas (Tacon, 1995). Originalmente, se elaboraron
métodos solamente que investigaban la fase de digestion alcalina con preparados sintéticos de tres y cuatro
enzimas (Hsu et al., 1977; Satterlee et al., 1979), donde se valoraba la digestibilidad por medio de la caida
de pH en la solucion proteinica. A partir de los resultados obtenidos, se ha tratado de simular, en la
medida de lo posible, el proceso de digestion completa, mediante sistemas con membrana permeables a
modo de dialisis que permiten separar y cuantificar en continuo los productos de hidrolisis (Savoie y
Gauthier, 1986). Actualmente, se mejoraron los métodos anteriores, con el desarrollo del sistema pH-
STAT que permite una determinacion rapida de la digestibilidad de la proteina de las diferentes materias
primas, las cuales varian en funcion de la cantidad y tipo de enzimas utilizadas, condiciones de hidrolisis,
métodos de fraccionamiento digestivo y estudio de los productos resultantes. Este sistema fue desarrollado
por Pedersen y Eggum (1983), el cual se basa en la medicién del consumo de alcali necesario para
mantener constante el pH que tiende a descender al romperse los enlaces peptidicos. El parametro
determinado es el grado de hidrolisis (GH en %) que relaciona los enlaces peptidicos hidrolizados por las
proteasas digestivas con el numero total de enlaces peptidicos presentes en una proteina (Adler-Nissen,

1976). Al nimero de estos enlaces descompuestos en un proceso de hidrolisis se le denomina equivalentes
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de hidrolisis (h) y se expresa como mequv/g proteina. El valor de enlaces totales en una proteina se
determina a través de su composicion aminoacidica, como la suma de mmoles de aminoacidos por gramo
de proteina. Desgraciadamente, la mayoria de los estudios se han aplicado a organismos terrestres, algunas

especies de ciprinidos (Eid y Matty, 1989) y salmoénidos (Grabner, 1985; Dimes y Haard, 1994).

Antecedentes

El desarrollo de las herramientas bioquimicas en el estudio de organismos se ha venido dando desde hace
mas de 50 afios, donde los primeros estudios permiten determinar as capacidades digestivas de animales
de campo en funcion de sus habitos alimenticios, como en los estudios de Sarbahi (1951) con Carassius
auratus y Micropterus salmoides, donde se detect6 una diferenciacion de las enzimas en funcion de la
region del tracto digestivo. De ese momento a la fecha, se ha continuado con los estudios en adultos los
cuales han servido de base para desarrollar micrométodos en la deteccion, caracterizacion y purificacion

de enzimas digestivas para los diferentes estadios de los peces.

A la par de estudios en adultos, se comienzan con los estudios sobre la capacidad digestiva de larvas de
peces, los cuales pueden ser divididos en dos tipos: 1) Aquellos en los que las aproximaciones se realizan
basandose en el modelo de caja negra (causa-efecto), donde se ofrece a las larvas algun tipo de alimento y
se observa unicamente la respuesta sobre el crecimiento y la supervivencia; y 2) los que estudian desde la
perspectiva bioquimica y fisioldgica, su capacidad digestiva y por ende, la posibilidad de desarrollar dietas
que sustituyan la necesidad del uso de alimentos vivos (rotifero y artemia) durante el cultivo de estos
organismos. Sin embargo, muchos de los estudios de caja negra han servido de sustento para la realizacion

de los estudios finos.

Dentro de esos estudios de causa-efecto, se pueden resaltar los siguientes: El estudio de Bryant y Matty
(1981), que se realizaron con Cyprinus carpio con una serie de experimentos de sustitucion de Artemia
por alimento particulado de trucha y donde aparentemente se lograron buenos resultados con este tipo de
alimento. El trabajo realizado por Person-Le Ruyet et al. (1983), donde se estudia la alimentacion con de
pellets extruidos para larvas de 35 DDE de Scophthalmus maximus, determinando que el uso de este tipo

de alimentos en el destete de esta especie es posible, obteniendo hasta un 83 % de supervivencia.

Dabrowski et al. (1986), que estudia la posibilidad de utilizar dietas artificiales en la alimentacion de
larvas de Coregonus lavaretus y C. peled, encontrando que el uso de alimentos vivos es mejor (> 85 % de

supervivencia) que con las dietas artificiales. Sin embargo, esta es una especie que presenta ontogenia
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directa por lo que la comparacion con larvas de ontogenia indirecta no es facil. La investigacion de
Ehrlich et al. (1989), con larvas de Micropterus dolomieui en el cual comparan la utilizacién de una dieta
artificial, una mezcla de Artemia y dieta, y exclusivamente Artemia, determinando que el uso de alimento
artificial disminuy¢ la supervivencia (39 %) comparado con los otros dos regimenes alimenticios (85 y 77

%).

Kanazawa et al. (1989), realizan la sustitucion de alimento vivo por una dieta microencapsulada en larvas
de 10 DDE de Pagrus major y Paralichthys olivaceus, obteniendo buenos resultados en la aceptacion de
la dieta y reflejandose en la supervivencia (75 % para Pagrus major y 60 % para Paralichthys olivaceus)
con una dieta artificial y una mezcla de alimento vivo con dieta artificial respectivamente. El estudio de
Verreth y Van Tongeren (1989), con larvas de Clarias gariepinus, en el cual se resalta la posibilidad de la
sustitucion de la alimentacion con Artemia por dieta particulada para trucha, aunque cabe resaltar que esta
especie también presenta ontogenia directa. La investigacion de Barnabé y Guissi (1994) con larvas de
Dicentrarchus labrax, donde se realiza el destete desde el punto de vista del comportamiento reproductivo
al momento de adicionar una dieta artificial, observandose que es posible la sustitucion de alimento vivo
hasta en un 20 % al dia 20 DDE, sin que se afecte la supervivencia de las larvas. Para ese mismo afio, el
estudio de Fernandez-Diaz et al, con larvas de Sparus aurata resaltan la posibilidad de sustituir en su
mayor parte el uso de alimento vivo por dos tipos de microencapsulados (suaves y duros); sin embargo,
este estudio se ve desde el punto de vista de la capacidad de ingestion por los alimentos artificiales y no se

mencionan resultados sobre la supervivencia y el crecimiento obtenidos para esta especie.

Un estudio realizado por Kolkovski et al. (1997), donde se compara la necesidad de alimentos vivos para
estimular la ingesta contra alimentos artificiales con larvas de Sparus aurata, concluyendo que la
estimulacion visual y quimica juegan un papel relevante, de forma sinérgica, para lograr la alimentacion
de las larvas, por lo que es posible realizar el destete temprano adicionando una mezcla de alimento vivo y
dieta artificial. Otra investigacion llevada a cabo por Rosenlaud et al. (1997) con larvas de Hippoglossus
hippoglossus, demostraron que el uso de cooalimentacion utilizando Artemia y microdieta permiten

incrementar la supervivencia de 24 % hasta un 59 %.

Cafiavate y Fernandez-Diaz (1999) realizaron un estudio con larvas de Solea senegalensis donde se logro
aumentar la supervivencia durante el larvicultivo hasta un 78 % aplicando la cooalimentacion. El estudio
de Kolkovski y Tandler (2000), en el cual utilizan microparticulados en la alimentacion de larvas de 20

DDE de Sparus aurata, utilizando diferentes cantidades de harina de pescado e hidrolizados de calamar, y
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obteniendo excelentes resultados tanto en la ingesta como en el crecimiento, utilizando menos del 50 % de

sustitucion del hidrolizado como fuente de proteina en la dieta.

Por otra parte, algunos de los estudios finos que sirven de base para el desarrollo de la presente
investigacion son: El estudio de Tanaka et al. (1972), con larvas de Plecoglossus altivelis en donde
reconoce dos estadios principales, el primero en el que se observa no totalmente formado el sistema
digestivo, y el segundo, en el cual ya esta totalmente desarrollado como el de los adultos, donde a partir de
los 25 mm de longitud se detectd un incremento en la actividad amilasa y pepsina, las cuales coinciden
con la aparicion de las glandulas gastricas. El trabajo realizado por Alliot et al. (1977), en al que
determina la actividad de esterasas, o glucosidasa, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, y
fosfatasa acida y alcalina; donde determina que en larvas de Dicentrachus labrax, donde determina que la

actividad al momento de la eclosion es muy baja y se va incrementando hasta estabilizarse.

El estudio de Lauff y Hofer (1984), quienes determinaron la actividad tripsina, quimotripsina y
aminopeptidasa de tres especies de peces que presentan ontogenia directa, Coregonus sp., Salmo gairdneri
(=Onchorhyncus mykiss) y Rutilus rutilus, determinando que el uso de alimentos vivos incrementa la
actividad enzimatica durante los primeros estadios y que es complicado la sustitucion por alimento
artificial. Luczynski et al. (1987) realizaron un estudio en dos especies de coregénidos, Coregonus albula
y C. lavaretus, a fin de determinar la actividad proteolitica de corionasa al momento de la eclosion y su

posterior disminucion.

El estudio de Ueberchir (1993), el cual determina la actividad tripsina y pepsina en larvas de
Scophthalmus maximus y Clupea harengus, determinando que la aparicion y el incremento de tripsina son
un indicador de la maduracion del sistema digestivo utilizando organismos vivos como alimento, y
ademas, detectan que la pepsina aparece en el momento del desarrollo completo del estdmago. El trabajo
de Waldford y Lam (1993), en el que realzan una detallada descripcion de las enzimas digestivas de larvas
de Lates calcarifer, donde se detectaron exclusivamente actividad proteolitica alcalina durante los
primeros dias de vida, y hasta el dia 22 DDE que detect6 la aparicion de enzimas proteoliticas acidas; en
este estudio ademas, se menciona la posible contribucion de los alimentos vivos en la activacion de estas
enzimas. El estudio de Kolkovski et al (1993), con larvas de Sparus aurata donde se detect6 el incremento

de enzimas intestinales, influenciadas por el alimento exd6geno.

Una serie de investigaciones realizadas por el grupo de Francia del IFREMER, los cuales estudiaron la
aparicion de la maquinaria enzimatica (tripsina, quimotripsina, fosfatasa alcalina, leucina peptidasa,
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leucina aminopeptidasa y y-glutamil transpeptidasa) en larvas de Dicentrarchus labrax con miras, por un
lado, a evaluar si era posible realizar la sustitucion del alimento vivo por alimento artificial,
incrementando la supervivencia y el crecimiento; y por el otro, desarrollar una dieta microparticulada
adecuada que permitiera lograr la maduracion temprana de las células intestinales. Como resultado de esta
serie de investigaciones, se logré encontrar una dieta basada en ingredientes de origen marino, que mejord
la supervivencia en el periodo larvario hasta en un 65 % (Cahu y Zambonino-Infante, 1994; Zambonino-
Infante y Cahu, 1994; Zambonino-Infante et al., 1996; Cahu, 1996; Cahu y Zambonino-Infante, 1997).
Otra investigacion de Cahu et al. (1998) en el cual hacen una comparacion entre la capacidad digestiva de
las larvas de un pez omnivoro y las larvas de un pez carnivoro (Cyprinus carpio y Dicentrarchus labrax) a
partir de la utilizacion de dietas artificiales con diferentes proporciones de hidrolizados de pescado y
levadura, ademas de los datos previamente obtenidos acerca de la aparicion de la maquinaria enzimatica
presente en ambas especies, concluyendo que la utilizacién de dietas basadas en hidrolizados y levadura
incrementan la supervivencia de las larvas (35 % para Dicentrarchus labrax y 98 % para Cyprinus

carpio), comparados con la dieta basada exclusivamente en harina de pescado.

Mientras que en Espafia, otro grupo de investigadores estudié arduamente la aparicion, actividad y
caracterizacion de enzimas digestivas de larvas de Sparus aurata y Dentex dentex con el fin de lograr la
sustitucion parcial o total del uso de alimento vivo en el cultivo; ademas de la aplicacion de estudios “in
vitro” para probar la digestibilidad de las enzimas digestivas sobre diferentes fuentes proteicas y elaborar
dietas adecuadas para estos estadios (Moyano et al., 1996; Diaz et al., 1997; Alarcon, 1997, Moyano et
al., 1998; Alarcén et al., 1998).

Recientemente, se han realizado nuevas investigaciones que resaltan la necesidad de utilizar hidrolizados
de organismos marinos y levaduras, como fuentes proteicas, en las dietas para las larvas de Dicentrarchus
labrax, ademas de la necesidad de incrementar la cantidad de lipidos en la dieta (>20 %) para lograr la
maduracion de las células del tracto digestivo de la larva a fin de incrementar la supervivencia y el
crecimiento (Cahu et al., 1999; Zambonino-Infante y Cahu, 1999). Ademas, este grupo de investigadores
estan realizando estudios con especies de importancia comercial (Solea senegalensis) en otros paises a fin
de mejorar las condiciones del larvicultivo a partir del conocimiento de la maquinaria enzimatica (Ribeiro
et al., 1999). Finalmente, la investigacion de Gawlicka et al. (2000), con larvas de Hippoglossus
hippoglossus, en el cual detectan el incremento de tripsina, lipasa, amilasa y fosfatasa alcalina en
diferentes dias hasta antes de la metamorfosis y resaltan la capacidad digestiva de esta especie, aunque su
mayor capacidad se da después de la metamorfosis. De esta forma, se ha relacionado la aparicion de las

enzimas digestivas con los aspectos fisiologicos y nutricionales como en el Cuban gar Atractosteus
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tristoechus, Adriatic sturgeon Acipenser naccarii, rainbow trout Oncorhynchus mykiss, yellowtail
kingfish Seriola lalandi, Japanese flounder, Paralichthys olivaceus, Pikeperch Sander lucioperca,
Tambaqui Colossoma macropomum, Atlantic cod Gadus morhua, California halibut Paralichthys
californicus (Furn¢, 2005; Bolasina et al., 2005; Comabella et al., 2006; Ben et al., 2006; Alvarez-
Gonzalez et al., 2005; O'Brien-MacDonald et al., 2006; Almeida et al., 2006; Hamza, 2007).

En el aspecto del cultivo de peces nativo en Tabasco, desde hace mas de 20 afios los investigadores de la
UJAT han logrando avances relevantes para su cultivo, especialmente en la reproduccion controlada,
desarrollar el cultivo de larvas en sistemas intensivos, evaluar la produccion de crias monosexo, establecer
las mejores condiciones de cultivo a través del manejo de fotoperiodo y temperatura, y determinar los
requerimientos de proteina para juveniles (Garcia, 2003; Real, 2003; Jiménez, 2004; Contreras, 2003;
Martinez, 2004; Vidal, 2004; Chan, 2005; Guerrero, 2007; Jiménez, 2007), pero sin que hasta la fecha se
haya logrado pasar de una escala experimental a piloto-comercial. De esta forma, la presente investigacion
tiene como objetivo, desarrollar una linea de alimentos especificos para el cultivo de ciclidos nativos en

Tabasco y validar su utilizacion a nivel piloto comercial.

De esta manera, el objetivo de este proyecto contempld estudiar los requerimientos nutricionales y la
capacidad digestiva de la tenguayaca Petenia splendida a fin de disefiar lineas de alimentos balanceados

especificos que permitan optimizar su cultivo.

Estudios de Fisiologia Digestiva

Desarrollo histologico del tracto digestivo

Materiales y Métodos

Se estudio la ontogénesis del sistema digestivo por medio de evaluaciones histoldgicas y morfologicas de
P. splendida desde la eclosion (0 dde, dias después de la eclosion) hasta el dia 60 dde. Las larvas de la
tenguayaca fueron obtenidas de un desove de los reproductores mantenidos en el laboratorio de
acuacultura de la UJAT-DACBIOL. Después de la eclosion (3 dias post fertilizacion, dpe), los
eleuteroembriones fueron colocados en un tanque de 1000 1 (0.75 larvas 1) conectado a un sistema abierto
(29°C, 6.5 mg O, I"', pH 7.4). Las larvas fueron alimentadas a saciedad aparente cuatro veces al dia con
nauplios de Artemia desde la apertura de la boca (3 dpe) hasta el dia 15 dde. Después fueron alimentadas
tres veces al dia con una dieta para trucha (Silver Cup, Nelson & Sons, Inc.) hasta el dia 60 dde. Para las
evaluaciones morfofisiologicas del desarrollo intestinal, cada dos dias cinco larvas fueron colectadas con

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 146
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



una red de 500 um de diametro. Las larvas fueron anestesiadas con metasulfonato de tricaina (MS222),
enjuagadas con agua destilada y fijadas con formol al 4% neutralizado con boratos hasta su analisis
histologico. Las larvas y postlarvas fueron embebidas en bloques de parafina. Cada block contenia de 2 a
5 larvas, a las cuales se les realizaron cortes longitudinales y transversales en cada seccion usando un
microtomo rotatorio marca Leica RM 2155, con cortes de 3 a 5 um de grosor. Todos los especimenes
fueron colocados en portaobjetos de vidrio y secados a la estufa a 40 °C toda la noche. Subsecuentemente,
fueron tefiidas por la técnica general de Hematoxilina-Eosina para realizar las observaciones morfoldgicas.
Los cortes fueron montados usando el Eukitt (Fluka 03989 BioChemika) y examinados y fotografiados

con un microscopio optico (Leica DMLB) a 40 y 100X.

Resultados

Nuestros resultados muestran que el crecimiento (Fig. 1) y el desarrollo del sistema digestivo de Petenia
splendida basado en caracteristicas morfologicas e histologicas se puede dividir en tres fases. la)
Proliferacion celular y morfogénesis de las estructuras digestivas (desde la eclosion hasta el dia 11
después de la eclosion, Figs. 2 a 3), 2a) La completa morfogénesis de los organos digestivos y glandulas
accesorias (del dia 13 al 19 después de la eclosion, Figs. 4 a 7), 3a) Incremento del crecimiento y ganancia
en tamafio de los 6rganos y glandulas digestivas (a partir del dia 19 hasta el dia 60 después de la eclosion,

Figs. 8y 9).
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Figura 1. Crecimiento en longitud estandar de las larvas de Petenia splendida
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Figura 2. Corte longitudinal de una larva de 3 dde mostrando el intestino, higado, saco vitelino, ojo, opérculo y arcos

branquiales.

Figura 3. Corte longitudinal de una larva de 6 dde mostrando el inicio de la diferenciacion del sistema digestivo en

fase alimentacion mixta.
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Figura 4. El vitelo esta presente (alimentacion mixta) para el dia 9. Se observa el desarrollo de las células mucosas en
el esofago posterior, una marcada proliferacion y desarrollo de la mucosa intestinal. Se da un incremento de las
inclusiones lipidicas en los enterocitos y hepatocitos. Aparecen las primeras glandulas gastricas rudimentarias.

Abreviaciones: a) ano; ai) intestino anterior; b) bucofaringe; g) arcos branquiales; h) corazon; ii) intestino
intermedio; 1) higado; mn) metanefros; p) pancreas; pi) Intestino posterior; pt) dientes faringeos; pv) valvula pilorica;

s) estbmago; sb) vejiga natatoria; r) recto; y) vitelo.

Entre los dias 9 y 11, se da la absorcion total del saco vitelino y el término de la alimentacion
mixta. Se observa el desarrollo de los dientes branquiales, un incremento importante de la
cantidad de mucosa y pliegues gastricos. Se da un incremento en el crecimiento y el nimero de

células géstricas en la region cardiaca del estomago.
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Figura 5. Micrografias de las larvas de 13 dde. Abreviaciones: a) ano; ai) intestino anterior; b) bucofaringe; h)
corazon; ii) intestino intermedio; 1) higado; mn) metanefros; p) pancreas; pi) intestino posterior; s) estdmago; sb)
vejiga natatoria; 1) recto. Se observa un incremento en el nimero de células goblet en el las regiones media y
posterior de la bucofaringe y el es6fago. Se da una importante acumulacion de inclusiones lipidicas (J||f) en los

hepatocitos.

Figura 6. Micrografias de las larvas de 15 dde alimentadas con dieta artificial. Se observan tres segmentos en el
intestino bien diferenciados, las secciones anteriores, media y posterior. El intestino anterior presenta plegamientos
leves, los cuales se incrementan en numero y tamafio en las secciones media y posterior. Abreviaciones: a) ano; ai)
intestino anterior; ii) intestino medio; 1) higado; mn) metanefros; enp) pancreas enddcrino; exp) pancreas exocrino;

pi) intestino posterior; sb) vejiga natatoria; ud) ducto urinario; r) recto. El higado ocupa la mayoria de la parte
anterior de la cavidad abdominal, se incrementa el nimero de células goblet en la parte media y posterior de la

bucofaringe.
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Figura 7. Micrografias de las larvas de 19 dde, donde se observa una importante proliferacion de glandulas gastricas
(gg) en las regiones cardiacas y piloricas del estdbmago. La mucosa gastrica esta alineada por un epitelio cubico de
células ciliadas cubiertas por mucinas neutrales (asterisco). Abreviaciones: gl) lumen géstrico; exp) pancreas

exocrino; enp) pancreas endocrino.

Figura 8. Micrografias de las larvas de 39 dde, se observa un incremento importante de inclusiones lipidicas (Jllf) en

el higado y tejido adiposo en la cavidad abdominal rodeando el pancreas.

Alvarez Gonzélez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 5 1
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Ledn, México.



Figura 9. Micrografias de las larvas de los 42 a los 60 dde (fin del estudio), no se observan cambios morfoldgicos
notables en la organizacion del tracto digestivo de P. splendida. Durante este periodo, el tracto digestivo y glandulas
accesorias incrementan en tamafia, asi como el nivel de inclusiones lipidicas en el higado y el tejido adiposo del

mesenterio.

Concluimos que la ontogenia del sistema digestivo de P. splendida (piscivoro de lagos) es muy rapido
ente los dias 15 y 19 dde, el tracto digestivo estd completamente diferenciado en las regiones bucofaringe,
esofago, estdomago e intestino. Se observa un periodo de alimentacion mixta entre los dias 6 y 11 dde,
durante los cuales los peces se alimentan principalmente con las reservas enddgenas y parcialmente de
Artemia. Los cambios en el grado de inclusiones lipidicas a lo largo del desarrollo reflejan un alto nivel de

lipidos que contienen las dietas suministradas (nauplios de Artemia y dieta de trucha).

Ontogenia enzimatica

Materiales y Métodos.

Crianza larvaria.

El cultivo de las larvas se realizd en un sistema cerrado de recirculacion ubicado en el Laboratorio de
Acuacultura de la Division Académica de Ciencias Biologicas de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco. Los huevos se obtuvieron por medio del desove espontaneo de individuos mantenidos bajo
condiciones controladas para su maduracion sexual en el Laboratorio de Acuacultura. Los reproductores
se mantienen en un sistema abierto que consta de 15 tanques circulares de plastico de 1.7 m® de capacidad.

En cada tanque se colocaron los nidos artificiales, los cuales fueron fabricados con un armazoén de acero
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inoxidable en forma de L de 35 cm de ancho por 60 cm de alto, que estan forrados de plastico transparente
y tienen un liner de acrilico de color blanco, colocado en posicion diagonal para proveer de refugio a los
reproductores. Se colocéd un nido por hembra para favorecer la formacion de las parejas y la puesta. Los
peces fueron alimentados diariamente con pescado fresco una vez al dia a razon del 5% de su biomasa.
Una vez colocados los reproductores, se registraron la formacion de parejas, se contabilizé el nimero de
desoves por tanque, el nimero de crias producidas. Una vez obtenido los desoves, se esperd a la eclosion
(24 h) en los mismos tanques de reproductores. Los eleuteroembriones fueron cosechados y sembrados en
el sistema de crianza larvaria a una densidad inicial de 50 ind/l. Este sistema consta de 30 contenedores de
plastico de 80 1 de capacidad conectados a un filtro bioldgico, filtro mecanico, filtro de luz UV, un
espumador de albumina, un termostato de titanio y una columna aireadora. Se realizd el seguimiento
diario del oxigeno disuelto, temperatura, amonio total y nitrito total del sistema en cada uno de los tanques
utilizando los siguientes equipos: La temperatura (°C) y oxigeno disuelto (mg/l) usando un oximetro
digital (precision de 0.1°C y 0.01 mg/l respectivamente), el amonio y nitritos totales (ppm) a través de

métodos espectrofotométricos utilizando un multiparametros HANNA.

Toma de muestras.

Las larvas fueron sembradas aleatoriamente en todos los tanques, siendo alimentadas cinco veces al dia
con nauplios de artemia (2-5 nauplios/ml) desde el momento de la apertura de la boca (dia 7 después de la
eclosion) hasta el dia 20, y posteriormente fueron alimentadas con juveniles de artemia (3-6 ind/ml) hasta
el dia 30 después de la eclosion. A partir del dia 27, se realiz6 una coalimentacion por 3 dias utilizando
alimento comercial (Silver Cup) hasta sustituir a la artemia. Se tomaron muestras de larvas diariamente
(desde 300 hasta 30 larvas totales), las cuales fueron anestesiadas con fenoxietanol y congeladas a -50 °C

para su posterior analisis.

Preparacion de muestras.

Las muestras de larvas se colocaron en una solucién tampon de Tris HC1 50 mM, 20 mM de CaCl, a un
pH de 7.5, homogenizandolas (Potter de vidrio) con un bafio en hielo a 4 °C. Se centrifugd el
homogenizado a 12000 rpm a 4 °C por 30 minutos y se recuperd el sobrenadante, el extracto obtenido se
centrifugd a 2000 rpm por 2 minutos, se separaron en alicuotas y se almacenaron a —20 °C, para el analisis

enzimatico.

Determinacion de la proteina soluble.
Para el calculo de la concentracion de proteina soluble de cada muestra, se utilizo la técnica de analisis

Bradford (Bradford, 1976) Esta técnica esta fundamentada en el cambio de color del Azul Brillante de
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Coomassie G-250. Su color rojo se convierte en azul después de formar un complejo con la proteina. El

complejo presenta una absorbancia maxima a 595 nm.

Se determiné el contenido de proteina soluble de las distintas muestras de la siguiente manera: a 5 pl de
extracto problema se le afiadira 1 ml de reactivo de Bradford. La densidad optica (DO) sera medida a 595
nm en un espectrofotometro uv/visible entre los 15 y 60 minutos del comienzo de la reaccion
colorimétrica. Todas las medidas se realizaran por triplicado. La recta patron o de calibrado se llevara a

cabo con una solucion estandar de albumina bovina (1 mg/ml).

La actividad del extracto se determind utilizando las Ecuaciones 1, 2y 3.

Ecuacion 1. Célculo de la actividad en unidades por ml.

Dﬂg:tﬁ-@ﬁd___ﬂ
e Mar e froix et o)

Ecuacion 2. Célculo de la actividad en unidades por mg de proteina soluble en el extracto.

Lisdindes] s
=g prodsirr voleble | nl

{dadndes | mg probevax soluble

Ecuacion 3. Calculo de la actividad en unidades por larva.

Uidades fe!

Unidades flarva = =

Siendo;
AABS30mm €l incremento de absorbancia a 280 nm; Volumen final,cacisn, €l volumen final de la reaccion

(1.52 ml); CEMyiosinas €1 coeficiente de extincion molar de la tirosina.

Estudio de proteasas

Las proteasas se determinaron por medio de las siguientes técnicas: La actividad de proteasa acida, donde
se aplicé la técnica de Anson (1938) modificada, utilizando como sustrato hemoglobina (0.5%). La
actividad de proteasa alcalina, la cual se realizoé por el método de Kunitz (1947) modoficado por Walter
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(1984) usando como sustrato caseina al 5%. La actividad tripsina, que usa BAPNA (Na-Benzoil-DL-
Arginina-P-NitroAnilida) como sustrato segin el método de Erlanger et al., (1961). La actividad
quimotripsina se determiné por hidrolisis de SAAAPNA (N-Succinil-alanina-alanina-alanina P-
Nitroanilida) a 25°C, segin la metodologia descrita por DelMar et al (1979). La actividad leucina
aminopeptidasa, donde se utilizara el método de Maraux (1973) utilizando como sustrato Leucina p-
nitroanilida.

El efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de las proteasas alcalina en los extractos se determino
usando tampon Universal (Stauffer, 1989) en el rango de pH de 3 a 11. El efecto del pH sobre la
estabilidad de la actividad proteasas acidas y alcalinas se determinara preincubando los extractos a
diferentes pH (2-5-7-9-12) durante 180 minutos a 25°C. A intervalos regulares se realizaran por triplicado,

la actividad residual con respecto a un control.

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de las proteasas acidas y
alcalinas, los extractos se incubaron en los sustratos hemoglobina y caseina respectivamente,
estabilizandolos durante 10 minutos a temperaturas comprendidas entre 10 y 70°C. La reaccion se inicio

por adicion del extracto.

La influencia de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad enzimatica se determin6 preincubando
los extractos a temperaturas crecientes (25, 30, 40, 50 y 60°C) durante 180 minutos. A intervalos de
tiempo regulares, se tomara una pequefia muestra que sera rapidamente enfriada en un bafio de hielo a 4°C
durante 5 minutos. A continuacion, se determiné la actividad residual (%) frente a un control sin

preincubar.

Los estudios de inhibicion enzimatica se realizaron por medio de la caracterizacion del mecanismo de
accion enzimadtica de las distintas enzimas que componen los extractos de las larvas de acuerdo con el
método descrito por Dunn (1989). Para la caracterizacion de la actividad proteasa alcalina se mezcld el
extracto enzimatico (20ul) con 0.5 ml de y 20ul de inhibidor (concentracion stock), la mezcla sera
incubada durante 60 min a 25°C. A continuacion, se medi6 la actividad proteasa usando 0.5 ml de sustrato
caseina (1% pH 9) a 37°C, en la cual se expreso el porcentaje de inhibicion como la pérdida de actividad
con respecto a un control de actividad sin inhibidor (100% de actividad). En todos los casos cada ensayo

se realizaron por triplicado.

Para la caracterizacion de la actividad proteasa acida se incubaron los extractos con los inhibidores
(PMSF, SBTI y pepstatin A) y el inactivador quelante (EDTA). En este caso, 5 pl de la solucion
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concentrada de inhibidor se preincubaron con 20 ml del extracto enzimatico durante 60 minutos a 25 °C. A

continuacion, se afiadio 1 ml de sustrato (hemoglobina al 0.5% en 0.1 M Glicina/HCl, pH 2.0).

Estudio de lipasas.

La actividad lipasa se realizd a través del método de Versaw et al (1989), en el cual a 100 pl de
tauracolato de sodio (100 mM) y a 1.9 ml de Tris HCl 50 mM (pH=7.2) se le agrega 20 ul de extracto
enzimatico, se incuba a temperatura ambiente por 5 min y se inicia la reaccion con 20 pl de B-naftil
caprilato (200mM) por 30 min a temperatura ambiente, se le agrega 20 pl de fast blue (100 mM) y se
incuba por 5 min a temperatura ambiente. Se detiene la reaccion con 200 pl de TCA (0.72 N), y se
clarifica la reaccion con 2.71 ml de etanol acetato de etilo (1:1 v/v). Se agita en el vortex y se lee la

absorbancia a 540 nm en cubetas ve vidrio o cuarzo.

Estudio de amilasas

La actividad a-amilasa (ou1-4 glucan 4-glucanohidrolasa) de los extractos se valord incubando a 37 y 25°C
respectivamente, 50 ml de extracto con 0.25 ml de almidon soluble 1% (p/v) en 0.25 ml de tampon 0.1M
citrato-fosfato pH 7.0. Después de un tiempo de incubacion lineal (30 minutos), se medieron los azucares
reductores a 600nm usando el procedimiento descrito por Robyt y Whelan (1968). Para determinar el
coeficiente de extincion molar de la maltosa se construy6 una curva patron con distintas concentraciones

de maltosa. Se definié una unidad como la cantidad de enzima que libera 1 pug de maltosa por minuto.

Estudio de fosfatasas

La variacion de la actividad fosfatasa acida y alcalina, a lo largo del desarrollo ontogénico de las larvas, se
ensay6 utilizando como sustrato 4 nitrofenilfosfato. Para ello se incubd 0.1 ml de extracto larvario con 0.1
ml de 4 nitrofenilfosfato al 2% en tampon 41,6 mM citrato a pH 4.8, o en tampdén 97.5 mM dietanolamina
a pH 9.8, para la actividad fosfatasa acida y alcalina respectivamente. Después de 30 minutos de
incubacion a 37°C se detuvo la reaccion con NaOH 0.05 N y se medio la absorbancia a 405 nm. Se definid

una Unidad como la cantidad de enzima que produce un AABS4psum de 0.01.
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Caracterizacion enzimatica

Con la técnica de electroforesis se caracterizaron proteinas hidrosolubles asi como se visualizara su

actividad enzimatica (zimogramas). A partir de estos resultados se determinaron:

1.- El nimero de proteinas con actividad enzimatica, asi como su peso molecular.
2.- Mediante el uso de inhibidores especificos se caracterizO que enzimas componen un extracto
enzimatico bruto.

3.- Se determinaron cualitativamente cuando una larva pasa a su estadio juvenil.

La técnica de electroforesis fue desarrollada por Laemmli (1970) para estudiar proteinas en fagos, la cual
se utilizd para la caracterizacion del equipamiento enzimatico. En el caso de las enzimas, se utilizé la

siguiente metodologia:

Para el estudio de las proteasas alcalinas de los extractos se realizaron electroforesis en presencia de lauril
(duodecil) sulfato sodico (SDS-PAGE), en condiciones desnaturalizantes, empleando un sistema
discontinuo (gel almacenador preparativo y gel separador resolutivo), de acuerdo con la metodologia
descrita por Laemmli (1970) y adaptada para visualizar actividad proteasa alcalina por Garcia-Carrefio et

al., (1993).

Los extractos, una vez preparados los geles, se mezclaron a partes iguales con el tampon de muestra
(0.125 Tris-HCIL, pH 6.8, 2% SDS (p/v), 20% glicerol (v/v), 0.04% (p/v) azul de bromofenol (2X)),
procurando que la concentracion final de proteina soluble en la muestra sea de 1,5 a 3 mg/ml, para aplicar
unos 35-40 ug de proteina réplica. El azul de bromofenol es un colorante trazador que permite visualizar
el frente de electroforesis. En todas las electroforesis se utilizé un patréon comercial, LWM de Pharmacia

Biotech.

El patron se prepard disolviendo en un vial (aprox. 600 pg de proteina) con 100 pl de tampén que
contenga 0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8; 2.5% SDS; 0.04% azul de bromofenol y éste se hirviéo durante 5

minutos a 100°C.

Una vez montados los geles en la cubeta, se vertio el tampon de electroforesis 0.025M Tris, 0.192 M
glicina, pH 8.3; 0.1% SDS (p/v), y a continuacion se aplicaron las muestras (max. 35 ul por pocillo,

excepto para el marcador de pesos moleculares que se aplicaron siempre 5 pl en cada gel). Una vez
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dispensadas las muestras en los pocillos, se coloco la cubeta en una camara a 4°C y se conecté a una
fuente de alimentacion desarrollandose la electroforesis a voltaje constante de 200 volts (100 voltios por

gel) e intensidad de 120 mA (60 mA por gel) durante unos 45 minutos.

Se realizaron dos tratamientos en funcion del tipo de revelado de los geles. Por un lado, para detectar
actividad proteasa, seguido a la electroforesis, se sumergieron los geles en una solucién de caseina
Hammerstein al 1% tamponada en 50 mM TRIS-HCI, pH 9, durante 30 minutos a 5°C y, a continuacién
se pasaran a otra solucion similar a 25°C durante 90 minutos, en ambos casos sin agitacion.
Seguidamente, se lavaron con agua destilada y se fijaron en una solucion de acido tricloro acético (TCA)
al 12%. La fijacion después de la incubacion es esencial ya que eliminara los productos de la degradacion

proteolitica (péptidos y aminoacidos) y precipitara la caseina no degradada en la matriz del gel.

Por otra parte, para la deteccidon de proteinas totales se fijo, directamente después de la electroforesis, con
TCA al 12%. Para la tincion se utilizd la metodologia de Weber y Osborn, (1969) con algunas
modificaciones. Los geles permanecieron durante toda la noche y a temperatura ambiente en la solucion
de tincion compuesta de 0.1% azul brillante de Coomassie (BBC R-250) en metanol: 4cido acético y agua
destilada (50:20:50). Para revelar los geles se utilizd una solucién de metanol: acido acético: agua
(35:10:55). Durante este proceso pudo verse las bandas claras sobre un fondo azul intenso (caseina
embebida en el gel) que corresponde a proteinas con actividad proteolitica. Una vez destefiidos después de
varios lavados, los geles se sumergieron en agua destilada para que se hidraten. Finalmente los geles

fueron escaneados para el analisis de las diferentes bandas.

Los parametros que se emplearon para caracterizar las bandas de actividad proteasa presentes en los
electroforegramas fueron las siguientes:

a) Rmb o electromobilidad absoluta: es la distancia, en mm, desde el extremo catodico del
electroforegrama (comienzo del gel separador) hasta el margen superior de la banda proteica (Igbokwe y
Downe, 1978).

b) Rf o electromovilidad relativa: se define como el cociente entre la electromovilidad absoluta (Rmb) y la
distancia desde el origen hasta un punto de referencia (normalmente el frente de electroforesis).

¢) Masa molecular (Mr): La determinacion de la masa molecular (en daltons o kilodaltons) se basa en la
relacion lineal entre la movilidad relativa de una proteina y el logaritmo decimal de su peso molecular
(Laemmli, 1970). Para el calculo del peso molecular se procedera a construir una recta de regresion lineal

representando en abscisas la electromovilidad relativa de las proteinas patron empleadas (LMW) frente al
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logaritmo decimal de sus pesos moleculares. De este modo, se determinara la ecuacion de la recta, asi

como los pesos moleculares de las proteasas presentes en los distintos extractos.

La actividad de proteasas acidas por electroforesis se realizd en condiciones nativas (PAGE) se
desarrollaron con los mismos tampones descritos pero con pH neutro, ademas el tampon de electroforesis
no contiene SDS. De este modo, se estudiaron la estabilidad de la actividad proteolitica a estos tampones
tanto en pepsina porcina como en los extractos. Para la deteccion de actividad proteolitica después de la
electroforesis, los geles se sumergieron en una soluciéon de HCI 0.1 M hasta reducir su pH a 2 (el marcador
del tampdn de muestra se pondra amarillo). A continuacion se colocaron en frio (4°C) en una solucién de
hemoglobina al 0.25% en tampon 0.1 M glicina-HCI, pH 2.0, transcurridos 30 minutos se pasaron a otra
soluciéon similar a 37°C por un tiempo de 90 minutos. Finalmente se lavaron con agua destilada y se
fijaron en una solucion de acido tricloro acético (TCA 12%). Para la deteccion de proteinas se fijaron los

geles directamente en TCA después de la electroforesis.

El procedimiento para la tincion, fotografiado y conservacion de los geles fue similar al descrito para las
proteasas alcalinas. Las bandas de actividad proteasa presentes en los electroforegramas seran

caracterizadas por los mismos parametros descritos en el parrafo anterior.

Los estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas, complementaron la informacion mediante
electroforesis SDS-PAGE y el uso de inhibidores. Se estudié la evolucion de las proteasas alcalinas con
objetivo de cuantificar el nimero de bandas caseinoliticas, asi como su masa molecular. Ademas de

establecer los tipos de proteasas que componen los extractos.

Resultados

El crecimiento de las larvas fue relativamente lento durante los primeros 30 dias después de la eclosion
(DDE), para después incrementarse paulatinamente a partir del dia 33 DDE hasta el dia 42 y acelerarse a

partir del dia 45 y hasta el dia 60 DDE (Fig. 10).
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Figura 10. Crecimiento en peso (promedio + ES) de las larvas de la mojarra tenguayaca a lo largo de su

ontogenia inicial.

La actividad especifica para las proteasas alcalinas en las larvas de la P. splendida se detect6 a partir del
11 DDE expresando su maxima actividad entre los dias 30 y 40 DDE con una caida en la actividad a partir
del dia 42 hasta el dia 60 DDE (Figs. 11). La actividad individual especifica de las proteasas alcalinas fue
detectada a partir del dia 11 DAH, con un incremento gradual, hasta alcanzar la maxima actividad hasta el
dia 30 DDE mostrando un descenso a partir del dia 35 DDE (Fig. 12). La actividad enzimatica para las
proteasa acidas fue detectada a partir del dia 11 expresando su maxima actividad el dia 20, manteniendo
su actividad de manera fluctuante durante el periodo de larvicultivo (Fig. 13 y 14). El maximo nivel de
actividad para la tripsina en lo especifico como en lo individual se observo hasta el dia 60 DDE (Figs. 15y
16). La actividad especifica e individual de la quimotripsina mostré un incremento a partir de del dia 30
DDE manteniendo s nivel constante hasta el dia 60 donde alcanz6 su maxima actividad (Figs. 17 y 18). La
actividad especifica de la aminopeptidasa muestra alta actividad desde el inicio del cultivo incrementando
progresivamente hasta alcanzar su maximo nivel de actividad entre los dias 20 y 40 DDE con una caida a
partir del dia 45 (Fig. 19). La actividad individual para la leucina aminopeptidasa se observo desde el
inicio del cultivo incrementando su actividad entre los dias 35 y 45 DDE alcanzando su maxima actividad

en el dia 60 DDE (Fig. 20).

El méaximo nivel de actividad de las lipasas se observé desde el inicio del cultivo alcanzando su maxima
actividad a partir del dia 40 DDE (Fig. 21), en el caso de la actividad individual de lipasas se presentd a

partir del inicio del cultivo siendo fluctuante hasta los dias 45 y alcanzando su méaxima actividad en el 60

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 60
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



DDE (Fig. 22). La actividad de la a-amilasa se detectd a partir de los primeros dias de cultivo
manteniéndose de manera fluctuante y con baja actividad, sin embargo su maxima actividad se refleja
entre los dias 45 y 60 DDE (Fig. 23). El nivel de actividad individual para la alfa amilasa se muestra a
partir de los dias 0 DDE manteniendo su nivel de actividad hasta el dia 45 y 60 donde presenta su mas alto
nivel de actividad (Fig. 24). En cuanto a la actividad especifica de las fosfatasa alcalinas la maxima
actividad se expreso desde el dia 0 DDE con un ligero descenso en la actividad manteniéndose fluctuante
a partir de los dias 9 hasta el dia 35, mostrando un descenso en la actividad para el dia 40 DDE (Fig. 25).
La actividad individual de la fosfatasa alcalina expresd su maxima actividad una actividad especifica alta
desde el dia 0 DDE con un comportamiento fluctuante mostrando un descenso en la actividad hasta el dia
60 DDE (Fig. 26). La actividad especifica de la fosfatasa acida presenta un incremento gradual desde el 0
hasta el 10 DDE, alcanzando su méxima actividad hasta el dias 35 DDE y mostrando un descenso en la
actividad a partir del dia 40 hasta el dia 60 DDE (Fig. 27). La actividad individual muestra un
comportamiento similar al inicio del cultivo expresando su maxima actividad hasta el dia 35 DDE con un

descenso en la actividad hasta el dia 60 DDE (Fig. 28).
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Figura 11. Actividad de proteasas alcalinas (promedio = DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de su

ontogenia inicial.
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Figura 12. Actividad individual de proteasas alcalinas (promedio + DE) de la mojarra tenguyaca a lo largo de
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Figura 13. Actividad de proteasas acidas (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 14. Actividad individual de proteasas acidas (promedio = DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 15. Actividad especifica de tripsina (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 16. Actividad individual de tripsina (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 17. Actividad especifica de quimotripsina (promedio £ DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 18. Actividad individual de quimotripsina (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 19. Actividad especifica de leucina aminopeptidasa (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 20. Actividad individual de leucina aminopeptidasa (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 21. Actividad especifica de la lipasa (promedio = DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 22. Actividad individual de la lipasa (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 23. Actividad especifica de la amilasa (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 24. Actividad individual de la amilasa (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 25. Actividad especifica de la fosfatasa alcalina (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 68
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



N
(¢

(U/larva)
5 & S

Fosfatasa alcalina
ol

o

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (dias)
Figura 26. Actividad individual de la fosfatasa alcalina (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 27. Actividad especifica de la fosfatasa acida (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.
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Figura 28. Actividad individual de la fosfatasa acida (promedio + DE) de la mojarra tenguayaca a lo largo de

su ontogenia inicial.

El zimograma de proteasas alcalinas muestra la aparicion de series de bandas a partir del dia 1 DDE, dos
bandas para el dia 3 y 6 DDE, la paricion de 3 bandas con actividad para el 9 DDE y en los dias 11, 30 y
60 la aparicion de cuatro bandas con actividad proteolitica (Fig. 29). En el caso del zimograma para
proteasas acidas, se observa la aparicion de una sola banda con actividad proteolitica a partir del dia 6

DDE, la cual cambia en intensidad pero permanece durante el resto de los dias de muestreo (Fig. 30).
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Figura 29. Ontogenia enzimatica de proteasas alcalinas en tenguayaca usando SDS-PAGE discontinuo. Los nimeros

indican los dias después de la eclosion.

Figura 30. Ontogenia enzimatica de proteasas acidas tenguayaca usando PAGE continuo. Los nimeros indican los

dias después de la eclosion.
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Expresion molecular de enzimas en tenguayaca.

Materiales y Métodos.

Obtencion de muestras.

Se obtuvieron las muestras de una serie de desoves consecutivos obtenidos de reproductores de la mojarra
tenguayaca (Petenia splendida) del Laboratorio de Acuacultura de la UJAT. Se realizd un cultivo de
larvas y se tomaron muestras diarias hasta el dia 10 posteclosion y a partir de este momento se tomaron
cada tercer dia hasta el dia 20 posteclosion para evaluar la expresion molecular de enzimas digestivas

(tripsina y aminopeptidasa) usando RT-PCR.

Oligonucleo6tidos.

Antes de proceder a la extraccion de RNA total de las larvas, se probaron los oligonucleotidos (“primers”)
disefiados y validados para otras especies de peces marinos como la lubina europea (Dicentrarchus
labrax) y un lenguado (Pleuronectes americanus) los cuales estan registrados en GENEBANK

(http://www.ncbi.nlm.nth.gov/).

Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA total se efectudé usando aproximadamente 150mg de tejido (peso htimedo). La
extraccion se realizo de acuerdo al método del reactivo de TRIZOL Invitrogen, Life Technologies. Una
vez obtenido, el RNA se almacend en alicuotas de 40ul a -80 °C para la retro-transcripcion. Para la
obtencion de RNA de buena calidad, éste se trato con DNAse I, de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Sigma, Chemical Co.). Del RNA total obtenido, se tomaron 5ul para ser retrotranscritos a

c¢DNA utilizando el kit comercial Improm II de Promega de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

La amplificacion del cDNA se realizé en un termociclador Icycler, de BIO-RAD con sistema de gradiente
de temperatura, optimizandose en términos de temperatura de alineamiento y concentracion de Mg*" (1.5
mM) y 60°C para ambos juegos de primers (Tabla 16). La calidad del cDNA fue cuantificado mediante
absorbancia, con el biofotdbmero, Eppendorf. Siendo el estandar de lectura de doble cadena (dsDNA) para
un cDNA mayor a 1.6 y menor a 2.1. Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis

en agarosa 1.5% y posteriormente analizados en un fotodocumentador (Gel-Pro transiluminator) (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentraciones y cantidades utilizadas para la amplificacion especifica de los genes tripsina y aminopeptidasa.

Mezcla maestra 1 Reaccion
H,0 para PCR 8.48uL
Buffer para PCR 10x 1.25uL
MgCI2 25 mM 0.75uL
dNTP’s 0.66uL
Taq polimerasa 5 unidades/puL 0.1pL
Primer Forward 0.13uL
Primer Reversa 0.13uL
Templado luL
TOTAL 12.5uL

Las condiciones de temperatura y tiempo para la amplificacion fueron las siguientes (Tabla 2):

Tabla 2. Temperaturas y tiempos utilizados en el PCR de punto final, para la amplificacion especifica de tripsina y

aminopeptidasa.

Desnaturalizacion  |Desnaturalizacion  |Alineamiento |Extension |Extension

94°C 94°C 52°C 72°C 72°C 4°C
30 seg 1 minuto Imin 30 seg 2 minutos |7 minutos |
1 ciclo 35 ciclos 1ciclo

La recuperacion y purificacion del cDNA se obtuvo cortando las bandas de interés con un bisturi estéril en
un transiluminador y en base al protocolo del kit GENE CLEAN SPIN KIT (BIO 101 INC, CA USA).
Finalmente, los segmentos amplificados por PCR fueron clonados de acuerdo al protocolo del kit TOPO
TA CLONING (INVITROGENE, Life Technologies, utilizando células competentes de E. coli y el
plasmido pCR 2.1 como vector. Una vez clonados, se obtuvieron los plasmidos de las células de E. coli
usando el procedimiento del kit RPM (BIO 101 INC, CA USA) para enviarse a secuenciar y obtener sus

homologias con los bancos de secuencias.

Cuantificacion de los mRNA

Para conocer los niveles basales de mRNA se realizd una cuantificacion relativa en un termociclador de
tiempo real ABI Prism 7000 (Applied biosystems) generando un rango dinamico con una curva estandar
de calibracion usando diluciones seriadas de los plasmidos que contenian los fragmentos de tripsina y

aminopeptidasa, de acuerdo a los parametros siguientes (Fig. 31):
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Figura 31. Condiciones de temperatura y tiempos para la amplificacion especifica de tripsina y aminopeptidasa

en tiempo real.

Se realiz6 una curva estandar para cada uno de los genes estudiados. Cabe sefialar que se seleccion6é como
control endogeno al gen 18s, el cual es comunmente utilizado como referencia activa. Las amplificaciones
se determinaron por cuadriplicado. A partir de estos resultados se construyd una grafica con los valores de
Ct (Cycle threshold o Umbral de deteccion) versus el logaritmo de la concentracion, obteniendo asi una
figura que representa el incremento en el nimero de copias de DNA amplificado con respecto a cada
ciclo. Si fijamos un nivel de fluorescencia dentro de la fase geométrica de la amplificacion (es decir, si
fijamos el numero de moléculas de DNA finales, (P), entonces el numero de ciclos (n) que son necesarios
para que la fluorescencia alcance este valor fijo, sera directamente proporcional a la concentracion inicial
(T). A este valor se le conoce como Ct o Threshold cycle. Para normalizar y asegurar que las variaciones
observadas entre los valores de los genes blanco tripsina y aminopeptidasa y la referencia activa 18s sean
realmente debidas a cambios de expresion y no a cantidad variable de muestra afiadida entre dos ensayos

se divide el valor obtenido del gen de interés entre el valor obtenido para la referencia activa.

Con estos resultados se procedié a hacer la cuantificacion de cada una de las muestras amplificadas
mediante PCR en tiempo real, hechas por triplicado y con los mismos rangos de temperatura y tiempo que
los utilizados para la obtencion de los datos iniciales utilizados para la elaboracion de la curva estandar.
Una vez normalizado el resultado de expresion de tripsina y aminpeptidasa con respecto control endégeno
o referencia activa 18s, se divide este valor entre el valor de otro ensayo elegido como calibrador (en este

caso elegimos el dia 0 o etapa de huevo) lo que resulta en un orden de magnitud con respecto al
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calibrador. Existen dos métodos gracias a los cuales se efectia el analisis para cuantificacion relativa: la
realizacion de una curva de calibracion estandar o bien el método de ACt (Delta Cycle Threshold). En el
presente trabajo se utilizo el método de ACt. Se construyd una curva de rango dindmico para el gen blanco
y el control enddgeno, y se obtuvo ACt (Ct blanco-Ct control endoégeno) para cada uno de los puntos. Este
ACt se grafica versus la concentracion de cada uno de los puntos, y la linea obtenida tiene que tener una
pendiente menor o igual a 0.1, la cual valida la utilizacion del método de ACt que requiere que la
eficiencia de amplificacion de los genes (endogeno y blancos) sea la misma. La cuantificacion relativa se

obtuvo mediante el algoritmo de 274"

Resultados

De los alineamientos con los primers especificos para tripsina y aminopeptidasa, se obtuvieron los
fragmentos siguientes:

535 pares de bases con 91% de homologia con la tripsina de Oreochromis niloticus (Fig. 32).

CAGGTGTCTCTGAACGCTGGCTACCACTTCTGTGGTGGCTCCCTGGTCAATCAGTACTGGGTTGTGTCA
GCTGCTCACTGCTACCAGTCTCGTCTGCAGGTGCGTCTGGGAGAGCACAACATCGGGGTCAACGAGGG
AACTGAGCAGTTCATCGACTCCTCCCGTGTCATCCGAAATCCTGGGTACGATTCCTGGACCATTGACAA
TGACATCATGCTGATCAAGCTGAGCCAGCCTGCCACCCTCAACAGTTATGTGCAGCCTGTGCCTCTGCC
CAGGAGCTGTGCTCCCGCTGGCACCATGTGCAGGGTCTCTGGATGGGGCAACACCATGAGCCCCACTG
CTGATAGGAACAAGCTGCAGTGCCTGAACATCCCCATCCTGTCTGACAGTGACTGTAGGAACGCCTAT
CCTGGCATGATCACTGACTCCATGTTCTGTGCTGGATACCTGGAGGGAGGCAAGGACTCTTGCCAGGGT
GACTCTGGTGGCCCTGTTGTGTGCAATGGTGAGCTGCAGGGTGTTGTGTCCTGGG

533 pares de bases con 73% de homologia con la aminopeptidasa N de Pleuronectes americanus.

TTCCCCTGTTTTGATGAGCCAGACATGAAGGCCGTGTTTGAGCTCACCGTCATCCACAGACCAGAAACC
GAAGTTGTGGCAAATGCAAAAGCTCGTGACGACAACACAGATGGATGGAAATATACTTGGTTTGAGCC
GACACCAAAGATGTCGACCTACCTGTTCGCCTTCATGGTGGTCGATAACACCTTTGACTTTACCACCTC
TTCAGCTTCAGAGGGTCTTGTGACGATAAATACGTACGCTCGCCCTGAGGCTGTCAGTGCCGGACACAC
TAACTATGCCAAAGACATTACAGGAAGGATCCTCGACTTCTACGAAGGGGAATTTAAAATTAAATACA
AAATGAGAAAGTTAGACCAGACTGCGCTGCCAGACTTATATCCTGCAGGGATGGAAAACTGGGGGATG
ATCACATACCAGGAAGGAGTCCTGCTCTATGAGGAAGGAGTCTCCTCCTTGTTGCACAAGGAAGAGAT
TGCCACTGTCATTGCACATGAACTGGCACACCAGTGGTTCGGCAACCTCGTCAC
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Figura 32. Gel de agarosa que muestra las bandas de aminopeptidasa y tripsina con tamafios de 533 y 535 pares de
bases respectivamente de larvas de 30 dias de edad de P. splendida. AM: Aminopeptidasa N; TRY: Tripsina; PM:

Marcador de pesos moleculares.

La expresion para la tripsina a lo largo de la ontogenia de P. splendida muestra niveles bajos durante los
primeros 4 DDE (fase de alimentacion endogena) y después un incremento a partir del dia 5 DDE, para
decaer y mantener niveles bajos hasta el 18 DDE e incrementarse paulatinamente hasta alcanzar la

maxima expresion en el dia 35 DDE y disminuir nuevamente en los dias 27 y 30 DDE (Fig. 33).

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 76
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



Expresion tripsina
PR NN W
o (&) (@) ()] o

o
&

o
o

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 33. Niveles de expresion relativa de la tripsina a lo largo del desarrollo de la tenguayaca.
Caracterizacion de proteasas e inhibicion enzimatica en tenguayaca.

Para este estudio se capturaron 50 juveniles de P. splendida en la laguna El Viento en Centla, Tabasco, los
cuales fueron transportados a las instalaciones del Laboratorio de Acuacultura de la UJAT-DACBIOL.
Los peces fueron mantenidos en inaniciéon por un periodo de 24 h para eliminar el alimento remanente y

que este interfiriera en los analisis enzimaticos.

Los peces fueron sacrificados por medio de un shock térmico (2°C) colocandolos en un contendor con
agua y hielo. Una vez sacrificados, todos los peces fueron disecatados extrayéndoles el estomago y el
intestino, los cuales fueron congelados con nitrogeno liquido y manteniéndolos a -20°C hasta su

procesamiento y analisis bioquimicos.

Con las secciones estomacales e intestinales se extrajeron las enzimas digestivas de acuerdo a lo
mencionado en la seccion de ontogenia enzimatica, para la determinacion de la actividad enzimatica de

proteasas acidas y alcalinas.
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Resultados

El pH 6ptimo del extracto multienzimatico del intestino de juveniles de P. splendida muestra que el
maximo de actividad enzimatica se obtiene a pH 10 (Fig. 34). Para las proteasas acidas obtenidas de los

estomagos de los peces el 6ptimo de actividad se obtuvo a un intervalo de pH entre 3 y 5 (Fig. 35).
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Figura 34. pH 6ptimo de proteasas alcalinas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
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Figura 35. pH 6ptimo de proteasas acidas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
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La estabilidad de proteasas alcalinas mostré que las enzimas de juveniles de P. splendida incrementan su
actividad enzimatica desde el inicio de las preincubaciones y aumentan a partir de los 60 minutos para el
intervalo de pH entre 6 y 10, siendo bajo para valores de 12, 2 y 4 (Fig. 36). De forma similar, la
estabilidad de proteasas acidas al cambio de pH muestra que la actividad relativa aumenta para el pH de 4
a partir de los 30 minutos de preincubacion, disminuyendo gradualmente conforme se aumenta el tiempo y
manteniéndose al mismo nivel que los extractos sin preincubar hasta los 90 minutos, excepto para la
actividad de las enzimas a pH 10 en el cual el valor disminuye por debajo del control sin preincubar (Fig.

37).
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Figura 36. Estabilidad del pH de proteasas alcalinas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
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Figura 37. Estabilidad del pH de proteasas acidas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.

En el caso de las temperatura Optimas para proteasas alcalinas y acidas (Figs. 38 y 39), se observo que

ambas obtuvieron el valor mas alto a los 55°C, disminuyendo a partir de los 65°C.
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Figura 38. Temperatura Optima de proteasas alcalinas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
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Figura 39. Temperatura Optima de proteasas acidas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
Por otra parte, la estabilidad térmica de proteasas alcalinas es baja al observarse que en todas las
temperaturas evaluadas disminuye fuertemente la actividad residual desde los primeros 30 minutos de
preincubacion hasta perderse entre un 60 hasta un 80% de actividad (Fig. 40). En el caso de la estabilidad
térmica de proteasas acidas se observd que estas son mucho mas estables, aumentando durante los
primeros 30 minutos de preincubacion a temperaturas de 45 y 55°C, siendo la mas estable hasta por 90

minutos 45°C (Fig. 41).
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Figura 40. Estabilidad de la temperatura de proteasas alcalinas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.
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Figura 41. Estabilidad de la temperatura de proteasas acidas de juveniles de la tenguayaca P. splendida.

En el caso de la caracterizacion por medio de inhibidores generales y especificos para proteasas alcalinas
y acidas de P. splendida, se observo que en general todos los inhibidores afectan de manera fuerte a las
enzimas digestivas intestinales, siendo el efecto mas alto con PMSF, SBT1, fenantrolina y ovoalbtimina
(inhibidores de proteasas generales) afectando hasta el 70% de la actividad, que los especificos como
TPCK, TLCK vy el quelante EDTA, los cuales no afectaron las actividades de tripsina, quimitripsina y
metalproteasas, disminuyendo su actividad de 15 a 30% (Fig. 42). Las proteasas acidas se afectan en un

85% la actividad residual comparados con el control sin inhibir (Fig. 43).
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Figura 42. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas de juveniles de la

tenguayaca P. splendida
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Figura 43. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas acidas de juveniles de la

tenguayaca P. splendida

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez,
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.

183



La caracterizacion de proteasas de la mojarra tenguayaca muestra cuatro bandas de actividad proteolitica
alcalina en el poso control (C), las cuales se ven inhibidas totalmente al usar fenantrolina (poso 5) y
EDTA (poso 7), Inhibir una banda SBT1 (poso 2) y PMSF (poso 3); asimismo, se inhibe una sola banda al
usar ovoalbiimina, aunque es una de alto peso molecular (poso 4), inhibir dos bandas al usar TLCK (poso

6) y solamente disminuir la actividad al usar TPCK (poso 1) (Fig. 44).

Figura 44. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas de juveniles de P. splendida usando la
técnica de SDS-PAGE discontinuo a pH alcalino. C: Control; 1: TPCK; 2: SBT1; 3: PMSF; 4: Ovoalbtimina; 5:
Fenantrolina; 6: TLCK; 7: EDTA.

La inhibicidn de las proteasas acidas de la tenguayaca muestran solamente la presencia de una sola banda,
la cual se inhibe totalmente al usar Pepstatin A (Posos C y CI respectivamente). Asimismo, en los posos P

y PI se muestra la pepsina porcina y la pepsina porcina inhibida con Pepstatin A (Fig. 45).
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Figura 45. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas acidas de juveniles de P. splendida usando la técnica
de PAGE continuo a pH neutro. C: Extracto tenguayaca; CI: Extracto tenguayaca inhibido con Pepstatin A; P:

Pepsina porcina; PI: Pepsina porcina inhibida con Pepstatin A.

Digestibilidad in vitro.
Materiales y Métodos.

Procesamiento de muestras.

Para este estudio se utilizaron los extractos previamente obtenidos de juveniles. El grado de hidrdlisis de
las materias primas proteinicas utilizadas en su fabricacién se determin6 a 37 °C durante 90 min en una
solucion que contenga 40 mg de proteina en un volumen final de 5 ml, utilizando 200 unidades de
actividad alcalina del extracto enzimatico previamente ajustado a pH 8.0 y de 50 unidades de actividad

acida del extracto previamente ajustado a pH 3.5.

Determinacion del grado de hidrolisis de proteinas.
Por otra parte, antes de iniciar la reaccion enzimatica se determiné la concentracidon de proteina soluble de
las distintas soluciones, asi como su pH inicial y la cantidad de NaOH 0.1 N y HCI necesarias para ajustar
la mezcla de reaccion a pH 8.0 y 3,5 respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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El grado de hidrolisis, se expresd como el porcentaje del nimero de enlaces peptidicos hidrolizados (h)
con respecto al total de la proteina (hy), se calculd mediante el grado de hidrélisis de una reaccion

enzimatica.

A
WW-E:IN

Siendo (h) el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados.

i-ﬂl".lil#

Siendo:

Vy; €l consumo de base en ml

Ny; la normalidad de la base

o; la constante de disociacion de los grupos a-NH, (véase mas abajo)
MP; la masa de proteina en la mezcla de reaccion

h; el numero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteico

h; nimero de enlaces peptidicos hidrolizados.

En todos los casos, el grado de hidrdlisis (GH%) se determind automaticamente utilizando un pH-STAT
en fase alcalina y 4cida. Para ello se prepar6 una solucion acuosa de materia prima que contendran de 8
mg proteina/ml, a continuacion se le ajusto el pH a 8.0 para la hidrodlisis alcalina con NaOH 0.1 N y se
mantuvo a 37°C durante 15 min antes de la adicion de la preparacion enzimatica. En el caso de la hidrolisis
acida se ajustd el pH de la solucion a 3.5 con HCI 0.1N y se mantuvo nuevamente a 37°C por 15 min para
estabilizar la solucion. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion continua (500 rpm) y a 37°C durante
todo el transcurso de las reacciones. El grado de hidrdlisis se calcul6 a partir del volumen de NaOH 0.1 Ny

HCI1 0.1 N necesarios para mantener el pH a 8.0 y 3.5 respectivamente.

De esta manera se determiné del valor de GH final en dos aspectos:
1) El nivel de autohidrolisis de las diferentes materias primas en ausencia de las proteasas digestivas. En
todos los casos se determino el valor de la hidrélisis (GH) en ausencia del extracto enzimatico, que fue

sustituido por un volumen equivalente de agua destilada.
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2) El empleo de extractos enzimaticos para cuantificar la hidrdlisis de las materias primas, para lo cual se
prepar6 una solucion que contuvo 80 mg de proteina en un volumen final de 10 ml. En este caso, el grado
de hidrolisis (GH) se determiné en un sistema de digestion con dos fases, una 4cida y otra alcalina, basado
en la metodologia propuesta por Saunders et al. (1972). Los valores de actividad acida se estimaron
teniendo en cuenta la relacion existente entre la actividad proteasas totales. La fase alcalina se realizo por
medio de una modificacion de la metodologia propuesta por Dimes y Haard (1994). Para ello se utilizo un
extracto enzimatico preparado seglin se indicd anteriormente. La reaccion enzimatica se inicié una vez
estabilizado el pH a 8.0 y la temperatura a 37 °C, mediante la adicion de 200 UA de actividad alcalina y
50 UA de actividad acida (en un volumen inferior a 0.3 ml) del extracto enzimatico a la solucion que
contenia la materia prima. El grado de hidrolisis se determind después de 2700 min en la fase alcalina y
900 minutos en la fase acida, segin se describié anteriormente. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Una vez determinada la capacidad digestiva de los juveniles se seleccionaron los mejores ingredientes
para disefiar y elaborar varios alimentos inertes, los cuales fueron evaluados utilizando nuevamente el

sistema pH STAT conforme se describio anteriormente.

Analisis estadistico.

A todos los datos se les realizaron pruebas de normalidad y homoscedasticidad; en los casos donde estos
postulados se cumplan se aplicaron analisis de varianza de una via. En los casos donde no se cumplieron
los postulados, se aplicaron pruebas no paramétricas. Para todos los estadisticos se utilizé el programa

estadistico STATISTICA v 7.0.

Resultados

Las figuras 46 y 47 corresponden a la segunda parte del proyecto relacionada con la digestibilidad in Vitro
de ingredientes proteinicos usando los extractos multienzimaticos de los juveniles de la mojarra
tenguayaca. En este caso, la figura 83 muestra que de los 14 ingredientes evaluados utilizando el extracto
estomacal (pepsina) en condiciones acidas 3.5 la digestion de la mayoria de ellos es asintdtica,
incrementando paulatinamente el valor del grado de hidrolisis (% GH). Los ingredientes que mostraron la
mayor hidrdlisis corresponden a la harina de jaiba, seguida por la harina de pescado Pedregal, seguida de
la harina de cerdo. En un segundo grupo se observan las harinas sardina, la harina de sangre de res del

rastro y la harina sangre de res de Texcoco. Los ingredientes que menor grado de digestibilidad mostraron
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son la pasta de soya, la harina de ave Premium, la hemoglobina usada como control, el hidrolizado de

pescado, la harina de sangre de pollo y la harina de sangre de res Prieto (Tabla 3).
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Figura 46. Digestion acida (promedio + ES) de ingredientes proteinicos utilizando extracto estomacal de juveniles de

la mojarra tenguayaca.

En la figura 47 correspondiente al % GH de extracto intestinal de los juveniles de la mojarra tenguayaca

se observa un comportamiento diferentes a lo observado en la hidrolisis acida, donde nuevamente se

dividieron tres grupos principales, en el primer grupo destaca el % GH de la caseina (la cual es usada

como control), seguida de la harina de viscera de pollo. En un segundo grupo con % GH medios se

encuentran las harinas de ave Premium, harina de cerdo, harina de pescado Pedregal y gluten de trigo.

Finalmente, el resto de los ingredientes son poco digeridos alcanzando niveles bajos (menores a 2) como

por ejemplo la pasta de soya, la harina de jaiba y el hidrolizado de pescado.
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Figura 47. Digestion alcalina (promedio + ES) de ingredientes proteinicos utilizando extracto intestinal de juveniles

de la mojarra tenguayaca.

Asimismo, en la Tabla 3 se puede observar ademas de los % GH acido y alcalino para cada uno de los 14
ingredientes utilizados, la hidrdlisis total (% GH total) y el % de digestibilidad tomando como 100% la
suma de la hemoglobina mas la caseina, donde los ingredientes de mayor % GH total son la harina de
jaiba, la harina de pescado Pedregal, la harina de cerdo, la harina de viscera de pollo, la harina de sardina
y la harina de sangre de res rastro; el resto de los ingredientes se consideran de baja digestibilidad.

En base a los resultados anteriormente expuestos se proponen los ingredientes antes mencionados para
formular dietas practicas las cuales seran la base para la realizar bioensayos zootécnicos con larvas,

juveniles y adultos de la mojarra tenguayaca durante su cultivo.

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 89
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



Tabla 3. Grado de digestibilidad (promedio + ES) de ingredientes proteinicos usando extractos multienzimaticos de

juveniles de la mojarra tenguayaca,

Ingrediente Hidrdlisis acida Hidrélisis alcalina
% GH % GH % GH Total % Digest

Hemoglobina + caseina 1.76 £ 0.18 9.07 £ 0.55 10.84 100.00
Gluten de trigo 0.64 +0.19 2.20+0.32 2.84 26.24
Harina de ave Premium 1.91+£0.35 330+0.15 5.21 48.05
Harina de Cerdo (NRA) 5.72 £0.59 3.18£0.42 8.90 82.10
Harina de jaiba 10.22+£0.98 0.67+0.22 10.89 100.54
Harina de pescado (Pedregal) 7.20+0.83 2.98+0.39 10.18 93.94
Harina de sangre de pollo 1.15+£0.22 1.36 £ 0.25 2.51 23.15
Harina de sangre de res Rastro 4.24+0.54 1.34+£0.23 5.59 51.55
Harina de sangre de res (Prieto) 1.39+£0.22 1.62+£0.30 3.00 27.73
Harina de sangre de res (Texcoco) 321+049 1.58 £0.21 4.78 44.15
Harina de sardina 433 +0.68 1.17+0.29 5.50 50.74
Harina de viscera de pollo 0.98 £ 0.25 5.21+0.41 6.18 57.07
Hidrolizado de pescado 0.70 +£0.23 1.68 £ 0.26 2.38 21.94
Pasta de soya 2.75+0.28 0.92 £0.36 3.67 33.90

Estudios Nutricionales

Requerimiento de proteina y digestibilidad aparente

Materiales y métodos.

Las larvas de tenguayaca se obtuvieron de dos desoves simultineos bajo condiciones controladas en el
Laboratorio de Acuacultura de la DACBiol para reunir una cantidad de 7,500 peces de la misma edad para
lograr homogeneidad en los experimentos. Las larvas se masculinizaron empleando el esteroide 17a-
Metiltestosterona (MT), por un periodo de 45 dias con una dosis de 20 mg MT/L, la masculinizacion se
realizd por triplicado, siguiendo las recomendaciones de Vidal (2004). El sistema utilizado para la
masculinizacion fueron tanques de plastico con una capacidad de 2,000 L. En cada tanque se colocaron
2500 organismos. Al final del tratamiento hormonal se sacrificaron 100 peces por tina con una sobredosis
del anestésico MS-222 a los cuales se extrajeron las gonadas y se colocaron en portaobjetos, éstas se
tifleron con colorante de Wrigth y se les aplico la técnica de aplastada propuesta por Contreras-Sanchez

(2001) donde se determin6 un 99% de machos.

Se utilizé un sistema de circulacion cerrado que consta de 30 tinas redondas de plastico color rojo,

pintadas del interior de color blanco para la mejor observacion de los peces. Cada tina tiene una capacidad
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de 80 L. Este sistema, incluye una bomba de recirculacion tipo Jacuzzi modelo JWPASD-230A marca
Star-rite de % HP, cuenta con un filtro de arena silica, un filtro biolégico de concreto el cual tiene un
separador de carbon activado y retazos de PVC y otro separador con bioesferas: La temperatura es
regulada mediante un termostato de titanio marca PSA modelo ROCE37I. El sistema cuenta con una
lampara de luz UV marca Emperor aquatics modelo 02025 de 25 watts, una bomba sumergible marca
Pedrollo modelo 3966/A de 0.50 HP y un reservorio de agua de concreto de 24 m3 de capacidad. Estos
equipos se pusieron en operacion antes de iniciar el experimento para asegurar su Optimo funcionamiento.
El sistema fue alimentado por un blower de 1 HP marca Sweetwater modelo S-41. Los recambios de agua

se realizaron parcial o totalmente segln la calidad de agua.

Este experimento se disei6 para ser de un solo factor completamente al azar para evaluar cinco niveles de
proteina (35, 40, 45, 50, y 55%), durante un periodo de 56 dias. La asignacion de los niveles de proteina
en los tanques se realizd de manera aleatoria y por triplicado, los peces fueron distribuidos de manera
aleatoria. Se colocaron 100 peces masculinizados por tina con un promedio de (0.5 + 0.1 g). El alimento
se suministré6 manualmente proporcionandose a saciedad aparente (Ad libitum) con una frecuencia de 4
veces al dia, con una duraciéon de 3 horas entre cada alimentacion. El alimento se proporcion6 en
cantidades pequefas para asegurarse de que fuera totalmente consumido, el excedente de alimento fue
retirado de las tinas, almacenado, secado y pesado con una balanza marca Sartorius modelo BL310 con
una precision de 0.01 g. para contemplarlos en los calculos de los indices de crecimiento y calidad del
alimento. La temperatura (30.69 + 1.07 °C) y oxigeno disuelto (6.47 £ 0.37 mg/L) se monitorearon
diarimente con un oximetro marca Y SI modelo 55 (precision de 0.1°C y 0.01 mg/] respectivamente) y una
vez a la semana se monitored el amonio total (5.72 + 1.59 ppm), pH (7.46 £ 0.4), nitrito total (0.27 + 0.19

ppm) y nitrato total (0.13 £ 0.07 ppm) utilizando un multiparametro HANNA.

Previo a iniciar los experimentos a los ingredientes a utilizar para la elaboracion de las dietas
experimentales se les practico andlisis quimico proximal. Una vez conocidos los resultados de los
ingredientes, se elaboraron las dietas experimentales y se les realizaron los mismos analisis quimicos
proximales (Tabla 1). El analisis quimico proximal constd de la determinacion de proteina cruda, extracto
etéreo, cenizas, humedad, fibra y energia bruta de acuerdo a las técnicas de la AOAC (1995) por medio de

los siguientes procedimientos:

Humedad: Determinacion por diferencia de peso a 70 °C/ 24 hrs; usando horno de secado Terlab.
Cenizas: Determinacion por diferencia de peso; calcinacion a 550 °C / 24 hrs, empleando una mufla

Thermolyne 6000.
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Proteina: Método de micro Kjeldahl TECATOR (% N x 6.25); empelando destilador Foss Kjeltec 2300.
Extracto etéreo: Método Soxtec-Avanti 2050 TECATOR

Fibra cruda: Método de hidrolisis sucesiva (acido / base) TECATOR; fibertec system

ELN: calculado por diferencia: 100 - (% Proteinas + % Lipidos + % F. Cruda, + % Cenizas) Energia:

Determinacién por calorimetro de Parr 1261.

Las dietas experimentales se formularon como se muestra en la tabla 4, con la asesoria del personal del
Laboratorio de Nutriciéon Acuicola del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste. Para formular
las dietas se utilizo el programa MIXIT version 4 a las cuales adicionalmente se les agregd 1 % de 6xico

de cromo para la determinacion de la digestibilidad aparente de los nutrientes.

Tabla 4. Formulacion y andlisis quimico proximal de las dietas experimentales para juveniles de tenguayaca.

Ingredientes 55% 50% 45% 40% 35%
Caseina 55.63 49.09 42.58 36.07 29.59
Harina integral de sorgo 9.12 15.81 22.48 29.13 35.77
Harina de sardina 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Aceite de pescado 12.64 12.49 12.34 12.19 12.04
Lecitina Soya 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
Carboxymetil celulosa 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
L-lisina Hel 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Premezcla de vitaminas y

minerales 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
L-Metionina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamina C 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Oxido cromico 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
BHT 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
Nutriente (g/100g MS)

Humedad 8.12 £0.02 5.91+0.16 6.67 +£0.09 4.85+0.06 7.72 +£0.20
Proteina 34.85+0.46 39.86 £ 0.46 4524 +0.01 50.97 £ 0.42 55.59+£0.23
Lipidos 16.47 +0.47 17.23 £0.57 16.48 £0.23 16.31+0.11 16.07 £0.11
Fibra 0.53+0.07 0.46 +0.02 0.46 +0.10 0.48 +0.04 0.43+£0.01
Cenizas 4.79+0.02 4.83+£0.02 474 +£0.10 4.80£0.07 4.79 £ 0.06
Energia (cal/g) 4527.25+424  4071.24+4.18 4127.94+8.27 4218.71+5.92 4452.76 +7.99
ELN 43.36 37.62 33.08 27.44 18.47

Caseina NZMP, Nueva Zelanda; Harina integral de sorgo, Pedregal; Harina de sardina, Pedregal; Aceite de pescado, Sigma-Aldrich;
Lecitina de soya, Pedregal; Carboximetil celulosa, Sigma-Aldrich; L-lisina Hcl, Sigma-Aldrich; Premezcla de vitaminas y minerales,
Pedregal para trucha; L-Metionina, Sigma-Aldrich; Vitamina C, Rovimix-Roche Stay 25; Oxido crémico, Jalmek; BHT, Sigma-
Aldrich.
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Los pellets se elaboraron de la siguiente manera: Los macroingredientes (caseina, harina de pescado,
harina de sorgo) se tamizaron con una criba de 500 micras para homogeneizar el tamafio de las particulas.
Como paso siguiente, se mezclaron estas de forma manual y después fueron mezcladas durante 30

minutos en la homogenizadora marca Bathmex modelo 178716.

De forma paralela, se pesaron y mezclaron los microingredientes (premezcla de vitaminas, premezcla de
minerales, premezcla de aminoacidos, vitamina C, y oxido crémico), para después adicionarse a la mezcla
de macroingredientes, continudndose con la homogeneizacion durante otros 30 minutos, posteriormente se
pesaron los ingredientes liquidos (aceite de pescado y lecitina de soya), mezclandose manualmente
durante 7 u 8 minutos hasta formar una emulsidon, se mezcla con los macro y microingredientes por 15
minutos. Finalmente se agregd carboximetilcelulosa diluido en 700 ml de agua continuandose con el

proceso de mezclado durante otros 10 minutos.

La mezcla fue pasada a través del molino de carne, fabricando los pellets utilizando un dado ACERLOT
22/4.5 mm INOX. Estos se cortaron manualmente y se tamizaron por diferentes cribas (300, 500 y 1000
micras), con el objetivo de obtener el tamafio adecuado de particula conforme el incremento en talla de los

peces. Los pellets fueron secados en una estufa de flujo de aire marca Coriat durante 8 h a 50°C.

Durante el desarrollo del experimento, se realizaron biometrias cada dos semanas, para determinar el
crecimiento en peso y longitud total con una balanza marca Sartorius modelo BL310 con una precision de

0.01 g y con un vernier digital marca Electronic Digital Caliper con una precision de 0.1 cm.

La supervivencia fue calculada como el porcentaje de organismos vivos durante el tiempo de

experimentacion, registrandose el total de los peces.

S = (Ni/ Nf) X 100

Donde:
Ni = Numero inicial de organismos

Nf = Numero final de organismos

A partir de los datos de consumo, andlisis quimicos proximales de los peces y datos de crecimiento se
calcularon los siguientes indices de crecimiento y de calidad del alimento:

Tasa especifica de crecimiento en peso:
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(Ln Pf—Ln Po)
SGR = - X100
dias

Donde:
Pf = Peso promedio de los peces en el dia t
Po = Peso promedio de los peces al inicio

Esta relacion indica el porcentaje de incremento en peso del organismo al dia (Gracia-Lopez y Castellod-

Orvay, 1996).

Tasa de crecimiento absoluta:

Donde:

Pf=Peso promedio final de los peces

Pi = Peso promedio inicial de los peces

Esta relacion indica la ganancia en peso del organismo expresada en gramos al dia (Gracia-Lopez y

Castello-Orvay, op. cit.).

Tasa de eficiencia proteinica:

Pg

PER = Psp

Donde:

Pg = Peso fresco ganado por el pez

Psp = Peso seco de la proteina en el alimento suministrado

Se define como la razon entre la ganancia del peso del pez y la cantidad de proteina consumida. Esta
relacion evalua el contenido de proteina en el alimento, mientras mas grande sea PER, mas eficiente serad

la asimilacion de proteina en el alimento (Watanabe, 1988).

Valor proteinico productivo:

Pfp — Pi
PPV = (ppt'p) X 100
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Donde:

Pfp = Proteina total final en los peces

Pip = Proteina total inicial en los peces

Pt = Peso total de la proteina del alimento suministrado

Este indice muestra la relacion de la proteina retenida en los tejidos del pez y la consumida en el alimento.
En este criterio se toma en cuanta la transformacion de la proteina suministrada en la dieta, en proteina

corporal (Hepher, 1993).

Factor de conversion alimenticia:
Pa

FCA = Py
Donde:
Pa = Peso del alimento ingerido (calculado en base seca en este estudio)
Pg = Peso fresco ganado por el pez
Este factor se define como la ganancia en peso obtenida a partir de una unidad de peso del alimento. Entre
mas cercano al valor de 1, se requerira menor cantidad de alimento para producir una unidad de biomasa

de los organismos (Hepher, op cit).

Factor de condicion:

Pt
FC =———X 100
Lt

Donde:

Pt = Peso promedio de los peces al tiempo t

Lt = Longitud promedio de los peces al tiempo t

Este factor es considerado como un indice de robustez para peces de tipo fusiforme. Los valores iguales a
3 son considerados como un crecimiento homogéneo, valores mayores o menores son considerados como

crecimiento heterogéneo (Weatherley y Gill, 1987; Steffens, 1989).

Al inicio y al final del experimento se tomaron muestras de 10 peces por tratamiento a los cuales se les
determiné proteina cruda, extracto etéreo, cenizas, humedad y energia; para lo cual cada una de las
muestras se congeld en nitrégeno liquido, posteriormente se liofilizaron y se aplicaron las técnicas

convencionales mencionadas anteriormente.
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Para determinar la digestibilidad aparente de los nutrientes las heces fueron colectadas tres veces al dia
dos horas después de cada alimentacion. La colecta se realizoé durante periodos de 14 dias, mediante
sifoneo manual, utilizando mangueras de 4 pulgada de plastico transparente. Después de la colecta. Las

heces se lavaron con agua destilada, siendo luego congeladas a - 40 °C para después ser liofilizadas.

Las heces liofilizadas fueron analizadas para determinar la concentracion de oxido crémico (Cr,0O3). Para
la determinacion de proteinas se utilizo el método de micro Kjeldhal segiin los métodos de la A.O.A.C.
(1995). Para determinar el oxido cromico se empled la técnica de Furukawa y Tsukahara (1966) y
modificada por Olvera (1994) que a continuacion se describe: Cincuenta mg de muestra finamente molida
(< 500 micras) se colocaron en un tubo Tecator aforado a 100 ml, se le adicion6 5 ml de HNO; y se
colocaron en un digestor Tecator. Al término de la reaccion, indicada por el color verdoso claro de la
solucidn, se dejo enfriar. Una vez fria la solucion se le agregd 3 ml de acido perclérico y se sometid a un
proceso de digestion hasta que la solucion cambié de color verde a amarillo limén. La confirmacion del
final de la reaccion se observo por un anillo rojo que se forma en la superficie de la solucion una vez fria.
La solucion se pasa a un matraz volumétrico de 25 ml y se aforo con agua destilada, y de ahi se tomo una

muestra para leer su absorbancia en un espectrofotometro a 350 nm.

Calculo del 6xido créomico:

X= ((Y_ 00032) 0.2089) / 4)

Donde:

X = Cantidad de 6xido de cromo presente en la muestra
Y = Absorbancia

0.0032, 0.2089 y 4 son constantes

Calculo de la digestibilidad aparente

% de indicador en alimento % de nutriente en heces
C.U.D.A.(%)=100-( X X100)

% de indicador en heces % de nutriente en alimento

C.U.D.A. = Coeficiente de digestibilidad aparente
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Andlisis estadistico.

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos se empled un analisis de
covarianza (ANCOVA) incluyendo la supervivencia como covariable debido a que esta variable ha sido
reportada como potencial variable de sesgo en los resultados del experimento. Previamente se comprob6
la normalidad de los datos evaluados (longitud y peso). Se cumplié con el postulado de normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) para cada tiempo por lo cual se aplico el analisis antes mencionado,
excepto para el t=0 los datos para la longitud total no fueron normales a pesar de la transformacion a log10
por lo cual después del analisis de covarianza (ANCOVA), se aplico una prueba de poder donde B < 0.05,
para comprobar de no caer en un error de tipo 2. Se aplicé la prueba de Levene (homogeneidad de
varianza) para determinar la diferencia entre las réplicas de cada nivel del tratamiento, comparando los
niveles de proteina para cada biometria (P<0.05), cuando se detectaron diferencias significativas, se aplicd

la prueba de diferencia minima detectable (LSD) de comparacion multiple.

Los coeficientes de supervivencia de cada nivel de proteina se compararon (P<0.01) con la prueba de
hipotesis entre las proporciones de dos poblaciones para todas las combinaciones (Daniel, 1997). Se
compararon los indices de crecimiento y de calidad del alimento (SGR, TCA, PER, PPV, FCA'Y CF) y la
digestibilidad aparente entre cada nivel de proteina (P<0.05) por medio de la prueba de Kruskal-Wallis.

La composicion quimica de los peces enteros se compar6 entre los niveles de proteina (P<0.05) utilizando
un analisis de Kruskal- Wallis y donde hubo diferencias significativas, se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Kruskal-Wallis (Zar, 1996). Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa

STATISTICA V. 7 excepto en los casos donde se hace referencia de los autores.

Para determinar el nivel optimo de proteina de los pesos promedios finales los datos fueron ajustados al
modelo cinético de saturacion de 5 parametros para analizar la respuesta de los organismos a los diferentes

niveles de proteina (Mercer et al., 1989):

1= (b(Ks)"+ RpaxI™+ bI**/ (K)") / (K.5)"+ I"+ I/ (Ko)")

Donde r es la variable de respuesta de los organismos, I es la concentracion de nutriente (proteina), b es el
intercepto de r en el eje, R« es la respuesta tedrica maxima, K 5 es la concentracion de proteina para (Rpax

+ b)/2, n es el orden cinético aparente y K, es la constante de inhibicion.

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 1 97
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



Resultados.

Los parametros fisicoquimicos monitoreados del sistema permanecieron constantes durante todo el
periodo que se mantuvo el experimento. Se observoé una temperatura promedio de 30.69 °C; una
concentracion promedio de oxigeno disuelto de 6.47 mg/L; el pH registro un promedio de 7.46; el amonio

se mantuvo con un promedio de 5.72 mg/L; los nitratos con 0.27 y nitritos de 0.13 mg/L.

Los resultados de crecimiento en peso hiimedo de los peces masculinizados para cada nivel de proteina y
mostrando las curvas de crecimiento obtenidas cada 14 dias (Fig. 48), manifestando diferencias

significativas (P<0.05) para los dias 14, 28 y 42.

El nivel de proteina afect6 significativamente (P<0.05) el crecimiento de la tenguayaca en peso y longitud
total (Figs. 48 y 49). El mejor crecimiento observado en ganancia promedio del cuerpo de la tenguayaca se
determino con el nivel de proteina de 45%, con un peso de 3.31 g y una longitud de 6.5 cm, la dieta que

presentd menor crecimiento es la de 35% (Figs. 50y 51).
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Figura 48. Crecimiento en peso (g) de juveniles de tenguayaca evaluando cinco niveles de proteina con respecto al

tiempo.
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Figura 49. Crecimiento en longitud total (cm) por requerimiento de proteina de juveniles de tenguayaca con respecto

al tiempo.
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Figura 50. Comparacion del crecimiento en peso (g) de juveniles de tenguayaca evaluando cinco niveles de proteina

a los 42 dias.
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Figura 51. Comparacion del crecimiento en peso (g) de juveniles de tenguayaca evaluando cinco niveles de proteina

a los 42 dias.

Se analiz6 la respuesta de los organismos a los diferentes niveles de inclusion 35, 40, 45, 50 y 55% de
proteina respectivamente, donde los valores promedio del peso fueron ajustados al modelo de saturacion
de 5 parametros donde se obtuvieron resultados significativos (P<0.05), en el cual el nivel 6ptimo

requerido de proteina por la tenguayaca en peces masculinizados de 45.3 como se muestra en la figura 52.
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Figura 52. Efecto del nivel de proteina de la dieta sobre el peso final (g) (promedio + desv. std) de los juveniles
tardios de tenguayaca en peces masculinizados por nivel de proteina. Se establecié como un nivel de significancia de

(P<0.05).
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Cocficiente de digestibilidad aparente de la proteina (CDAP).
Al valorar el efecto en el coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina en los juveniles con la
aplicacion de la prueba de Kruskal — Wallis mostraron diferencias significativas (P<0.05) para el CDAP

entre las dietas suministradas con los diferentes niveles de inclusion de proteina dietaria (Tabla 5).

Se observo que el coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina para los peces, fue mejor con la
dieta que contiene 50% de proteina con un valor de (CDAP: 98.06), mientras que las dietas de 35, 40,45y
55% de proteina no presentaron diferencias estadisticas entre ellas y sus niveles de CDAP (96.75, 96.94,

94.49 y 97.63%, respectivamente).

Tabla 5. Coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina obtenida de los juveniles de tenguayaca por nivel de

proteina. (Promedio + desv. std). Superindices desiguales indican diferencias significativas (P<0.05).

Proteina Digestibilidad aparente

(%) de la proteina
35 96.75 + 0.26°
40 96.94 +0.16"
45 94.49 + 0.29"
50 98.06 + 0.20°
55 97.63+0.11°

indices de crecimiento y calidad del alimento

Para poder obtener los calculos y posteriormente poder realizar las comparaciones entre los indices de
calidad del alimento se calcularon los valores promedio de consumo del alimento para los peces durante

todo el tiempo que se llevo a cabo el experimento.

Los indices que fueron significativamente diferentes (P< 0.05) durante el experimento son mostrados en la
tabla 6. Donde se observa que los peces que fueron alimentados con la dieta de 45% de proteina presentan
la mejor tasa especificas de crecimiento (SGR; 1.67 %/dia). Este tratamiento también tuvo la mayor tasa
de crecimiento absoluto (TCA: 0.063) y presenta el valor mas bajo en cuanto al factor de conversion
alimenticia (1.10). También registra el valor mas alto en lo que se refiere al valor proteinico productivo
(PPV) y la maxima ganancia en peso (403.41%). Los peces que presentaron el valor mas bajo con respecto
a la tasa de eficiencia proteica (PER) fueron los peces que se alimentaron con la dieta de 55% de proteina

con un valor de (1.49). Los peces que presentan el mayor factor de condicion (FC) fueron los peces
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alimentados con la dieta de 40% de proteina (1.00) comparado con los peces alimentados con 45% de

proteina, que registraron el FC mas bajo (0.86).

Tabla 6. Indices de crecimiento y calidad del alimento calculados durante el experimento para los juveniles de

tenguayaca por nivel de proteina (Promedio + desv. std). Superindices desiguales indican diferencias significativas

(P<0.05).

fudices % de proteina

35 40 45 50 55
SGR (%/dia) 1.53 +0.04° 1.60 + 0.05% 1.67 +0.03° 1.60 + 0.03% 1.62 +0.02®
TCA 0.054 + 0.003 0.057 + 0.003 0.063 + 0.003 0.058 + 0.002 0.059 + 0.002
PER 2.46 +0.08" 2.04 £ 0.124 2.17+0.15% 1.62 = 0.20® 1.49 +0.10°
PPV (%) 37.40 + 1.19° 31.90 + 1.86 34.76 +2.39% 26.01 + 3.24% 27.73 £ 1.63"
FCA 1.26 + 0.04 1.29 +0.08 1.10 +0.07 1.28+0.17 1.24 +0.08
FC 0.97 £ 0.02 1.00 + 0.05 0.86 + 0.04 0.95 + 0.09 0.93 +0.05
WG (%) 34125+17.74°  36922+20.99®  403.41+1561*°  370.15+11.70®  379.15+ 10.13%

Analisis quimico proximal de los juveniles de tenguayaca.

La tabla 7 muestra la composicién quimica proximal de los peces enteros de juveniles de tenguayaca en

los cuales se detectaron diferencias significativas (P< 0.05) en el porcentaje de proteina entre los peces del

inicio (55.40) con respecto a los peces que fueron alimentados con la dieta de 35% de proteina (51.74).

Tabla 7. Analisis quimico proximal de los juveniles de tenguayaca enteros por nivel de proteina al inicio y al final

del experimento (Promedio + desv. std). Superindices desiguales indican diferencias significativas (P<0.05).

Proteina

(%) Humedad Proteina Extracto etéreo Cenizas
Inicio 31.77 +£0.01 55.40 + 0.30° 27.83 +0.55 10.31+0.26
35 4434 £ 8.25 51.74+1.36° 39.82 +£3.32 8.88£0.16
40 18.27 +12.74 52.79 +0.78% 34.85+3.53 9.97+0.72
45 20.33 +19.83 53.85+1.12% 37.91+2.38 8.75+1.45
50 18.18 £27.98 53.92 +0.30 30.14+1.73 10.28 +£0.82
55 25.35+25.76 53.71 +1.19® 30.50 = 6.88 10.24 +£0.75
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Supervivencia.

Los porcentajes de supervivencia reportada durante el experimento con los juveniles alimentados con
diferentes niveles de inclusion de proteina no se detectaron diferencias significativas (P>0.05), donde se

observo una supervivencia en todos los tratamientos del 100%.

Requerimiento de lipidos.

Materiales y Métodos.

Para este experimento se utilizaron nuevamente juveniles de tenguayaca (0.6 £ 0.1 g) las cuales se

obtuvieron y masculinizaron de la misma forma del experimento anterior.

Los peces fueron colocados (30 por tina) en el mismo sistema utilizado para el experimento de proteina, la

manera de cultivo y alimentacion fue el mismo descrito anteriormente.

Las formulaciones fueron disefiadas utilizando el programa WINMIXIT 5.0 y los alimentos fueron
fabricados en el laboratorio de Acualcultura de la UJAT-DACBIOL (Tabla 8).
Tabla 8. Formulacion y analisis quimico proximal de las dietas experimentales con diferentes niveles de lipidos para

juveniles de tenguayaca.

INGREDIENTES 5% 10% 15% 20%
Caseina 44.57 45.13 45.69 46.25
Harina de sorgo 37.00 31.15 25.30 19.39
Fish oil from menhaden 2.02 581 9.60 12.95
Lecitina de soya 1.00 250 4.00 6.00
Harina de sardina 10.00 10.00 10.00 10.00
Carboximetil celulosa 3.00 3.00 3.00 3.00
L-lisina HCL 0.50 0.50 0.50 0.50
Premezcla de Vitaminas 0.25 025 0.25 0.25
Minerales 0.15 0.15 0.15 0.15
L-Metionina 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamina C 0.05 0.05 0.05 0.05
Oxido cromico 1.00 1.00 1.00 1.00
BHT 0.004 0.004 0.004 0.004

NUTRIENTES
Proteina cruda 45.00 45.00 45.00 45.00
Extracto etereo 5.00 10.00 15.00 20.00
Fibra cruda 3.58 3.49 341 332
Cenizas 3.47 341 334 3.27
E.L.N. 42,95 38.10 33.25 28.41
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El experimento durd un total de 60 dias para lo cual se realizaron biometrias cada 15 dias evaluando el
crecimiento en peso y longitud total como se mencion6é en el experimento anterior. Al final del
experimento se tomaron muestras de 10 peces los cuales seran congelados, liofilizados y analizados para
la determinacion de proteina, lipidos y energia. Asimismo, se evaluaran los mismos indices de crecimiento
y de calidad del alimento como se describi6é anteriormente. El analisis de digestibilidad de nutrientes se
realizod por medio de la recoleccion de heces y la determinacion de la concentracion de 6xido cromico de

acuerdo al apartado anterior.

Resultados.

El crecimiento de los juveniles de tenguayaca en relacion al tiempo mostrd diferencias significativas (P <
0.05) tanto para peso como longitud total (Figs. 53 y 54) donde los peces alimentados con las dietas que
contienen 15 y 20 % de lipidos fueron mayores al resto de los tratamientos incluyendo los peces
alimentados con la dieta comercial para trucha (usada como control, CD) e iguales entre ellos a partir de

los 30 dias y hasta el final del experimento.
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Figura 53. Crecimiento en peso (g £+ DE) de los juveniles de P. splendida alimentadas con las dietas semi-purificadas

usando cuatro niveles de lipidos.
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Figura 54. Crecimiento en longitud total (cm &+ DE) de los juveniles de P. splendida alimentadas con las dietas semi-

purificadas usando cuatro niveles de lipidos.

La comparacion al final del experimento (dia 60) muestra diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) para el peso y la longitud total donde los peces alimentados con las dietas que contienen 15 y
20% de lipidos son los mas grandes comparados con los peces alimentados con las dietas de 5, 10% de

lipidos y la dieta comercial para trucha (16% de lipidos) (Figs. 55y 56).
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Figura 55. Comparacion del peso (g + DE) de las larvas de P. splendida alimentadas con las dietas semi-purificadas

usando cuatro niveles de lipidos.
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Figura 56. Comparacion del longitud total (cm = DE) de las larvas de P. splendida alimentadas con las dietas semi-

purificadas usando cuatro niveles de lipidos.

Los indices de crecimiento y de calidad del alimento muestran diferencias significativas para el FCR y

WG donde los peces alimentados con las dietas de 15 y 20% fueron mas eficientes en la utilizacion del

alimento y crecimiento; mientras que la mayor tasa de aprovechamiento lipidico se obtuvo para los peces

alimentados con la dieta de 5% de lipidos (LER), siendo significativamente mas alta que los peces

alimentados con las otras dietas experimentales y el alimento comercial. Para los otros indices (CF, DFl y

DLI) y la supervivencia no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 9).

Tabla 9. Indices de crecimiento y de calidad del alimento (Promedio + DE) de juveniles de P. splendida alimentados

con cuatro niveles de lipidos.

Indices 5 10 15 20 DC
FCR 0.44 +0.10b 0.41 £ 0.05b 0.36 £ 0.05a 0.41 +£0.10b 0.52+0.01c
CF 1.35+0.11 1.25+0.03 1.27 £0.00 1.23 £0.01 1.20 +0.00
DFI 0.041 + 0.003 0.040 + 0.002 0.041 +0.003 0.042 + 0.006 0.039 +0.001
DLI 0.002 £ 0.000 0.004 +0.000 0.006 + 0.000 0.008 +0.001 0.006 + 0.000
LER 457+5.8a 24.8 +£2.6b 18.8£2.4¢ 12.4+1.9¢ 12.1£0.2¢
WG% 361.1 +8.5b 386.6 + 38.9b 4444 £83a 346.3 +26.3b 267.3 +10.9¢
Supervivencia 88.9+84 88.3+10.0 84.4+5.1 91.1+£6.9 100.0 £ 0.0

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez,
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.

206



Desarrollo De Dietas Practicas

Sustitucion de harina de pescado por gluten de trigo en alimentos practicos.

Materiales y métodos.

Este estudio fue dividido en tres experimentos donde se evalud la sustitucion de harina de pescado por

gluten de trigo en dietas practicas en larvas, juveniles y adultos de la mojarra tenguayaca.

Experimento 1 (LARVAS).

Para este primer experimento las larvas fueron obtenidas del lote de reproductores de P. splendida en el
Laboratorio de Acuacultura. Los huevos fertilizados fueron colectados del nido por medio de sifoneo y
colocados en un sistema de recirculacion hasta la eclosion y absorcion de vitelo. Después de la eclosion
las larvas fueron contadas y se inicid la alimentacion con nauplios de Artemia enriquecida con la hormona
17 a-metiltestosterona (20 mg/L) en agua de mar por 15 dias. A partir del dia 16, se seleccionaron y
sembraron las larvas en el sistema de recirculacion anteriormente descrito y colocando 100 larvas por tina
(70L); asimismo, se inicid el proceso de adaptacion a los alimentos experimentales, los cuales fueron

enriquecidos con el mismo esteroide para lograr su masculinizacion.

El disefio experimental consistio en la aplicacion de siete tratamientos los cuales se describen a
continuacion.

1) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta control con 100% de harina de pescado y 0% de
gluten de trigo.

2) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta con 75% de harina de pescado y 25% de gluten de
trigo.

3) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta con 50% de harina de pescado y 50% de gluten de
trigo.

4) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta con 25% de harina de pescado y 75% de gluten de
trigo.

5) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta con 0% de harina de pescado y 100% de gluten de
trigo.

6) Larvas de tenguayaca alimentadas con nauplios de artemia. (Control No. 1).

7) Larvas de tenguayaca alimentadas con una dieta de trucha Silver Cup (Control No. 2).

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez, 207
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.



Para este experimento cada tratamiento fue evaluado por triplicado por un periodo de 30 dias a partir de la
adaptacion a las dietas experimentales (dia 18 post alimentacion). La alimentacion se suministrd cuatro
veces al dia (8:00. 12:00, 16:00, and 20:00 h). Las dietas fueron disefiadas con el programa WINMIXIT
5.0 y fabricadas en el Laboratorio de Acuacultura de la UIAT-DACBIOL (Tabla 10).

Tabla 10. Formulaciones de las dietas practicas usadas para los experimentos de larvas, juveniles y adultos de la

mojarra tenguayaca.

Ingrediente 100%HP  75%HP 50%HP 25%HP 0%HP
(g/Kg MS) 0%GT  25%GT 50%GT 75%GT 100%GT
Harina de sardina 650.3 504.8 300.0 150.0 0
Gluten de trigo 0 155.0 300.0 470.0 566.9
Pasta de soya 112.7 67.7 141.5 89.4 156.8
Harina de sorgo 150.0 160.0 135.0 140.0 120.0
Aceite de Menhaden 32.0 50.0 49.0 80.0 81.8
Lecitina de soya 20.5 28.0 40.0 36.1 40.0
Grenetina 30.0 30.0 30.0 30.0 30.0
Vit Premix 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Min. Premix. 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Vitamina C 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Composicion proximal (g/100g dieta MS)

Proteina 45.1 453 44.9 45.2 45.1
Extracto etéreo 83 8.2 8.2 8.2 8.0

El método de muestreo consistid en el registro del peso y longitud total de toda la poblacion cada 15 dias.

La supervivencia se registro al final del experimento por conteo total.

Diariamente se monitoreo la calidad del agua (oxigeno disuelto, temperatura, pH diariamente y nitrito,

nitrato y amonio cada semana) de la misma manera como se menciono anteriormente.

Analisis estadistico.

Para la comparacion entre el crecimiento en peso y supervivencia de las diferentes dietas se comprobd la
normalidad (Prueba Kolmogorov-Smirnov) y se aplico una ANOVA. Para detectar las diferencias entre
los tratamientos se aplico una prueba a posteriori (Tukey). La supervivencia se evalué por medio de un
analisis no paramétrico de comparacion de rangos de Kruskal-Walis, ademas de utilizar la prueba de
Nemenyi para detectar las diferencias entre los tratamientos. Para todas las pruebas se utilizé un nivel de

confianza de 0.05 con el programa STATISTICA 7.0
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Resultados.

El mejor resultado en cuanto al crecimiento en peso y longitud total (Figs. 57 y 58) y supervivencia fue

obtenido para las larvas alimentadas con la dieta que contiene un 25% de gluten de trigo y 75 % de harina

de pescado comparado con el resto de los tratamientos (incluyendo ambos controles).
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Figura 57. Comparacion del peso (g + DE) de %sl'{asr\gallg 'a’qu%Hendida alimentadas con las dietas practicas

conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado.
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Figura 58. Comparacion de la longitud total (mm + DE) de las larvas de P. splendida alimentadas con las dietas

practicas conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado
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Materiales y métodos.

Experimento 2 (JUVENILES).

Para este segundo experimento los juveniles fueron obtenidos a partir de una produccion de larvas
previamente masculinizadas (como se mencioné en el apartado anterior), hasta que los peces alcanzaron
un peso promedio de 3 g. Los peces se seleccionaron y sembraron en el mismo sistema de recirculacion
anteriormente descrito y colocando 30 peces por tina (70L); asimismo, se inicié el proceso de adaptacion a
los alimentos experimentales.

El disefio experimental consisti6 en la aplicacién de seis tratamientos los cuales se describen a
continuacion.

1) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta control con 100% de harina de pescado y 0%

de gluten de trigo.

2) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta con 75% de harina de pescado y 25% de gluten
de trigo.

3) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta con 50% de harina de pescado y 50% de gluten
de trigo.

4) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta con 25% de harina de pescado y 75% de gluten
de trigo.

5) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta con 0% de harina de pescado y 100% de gluten
de trigo.

6) Juveniles de tenguayaca alimentadas con una dieta de trucha Silver Cup (Control).

Para este experimento cada tratamiento fue evaluado por triplicado por un periodo de 56 dias a partir del
inicio de la adaptacion a las dietas experimentales. La alimentacion se suministré tres veces al dia (8:00.

14:00 y 20:00 h). Se utilizaron las mismas dietas que en experimento anterior.

El método de muestreo consistio en el registro del peso y longitud total de toda la poblaciéon cada 14 dias.
La supervivencia se registro al final del experimento por conteo total. Diariamente se monitoreo la calidad
del agua (oxigeno disuelto, temperatura, pH diariamente y nitrito, nitrato y amonio cada semana) de la
misma manera como se mencion6 anteriormente. Al final del experimento se determinaron los indices de
crecimiento y calidad del alimento a partir de los datos de consumo de acuerdo al las férmulas

anteriormente mostradas en el experimento de requerimiento de proteina. Asimismo, se tomaron muestras
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de 10 peces por tina para la determinacion de proteina, lipidos y energia los cuales se mandaron al

CIBNOR en B.C.S.

Andlisis estadistico.

Para la comparacion entre el crecimiento en peso y supervivencia de las diferentes dietas se comprobd la
normalidad (Prueba Kolmogorov-Smirnov) y se aplico una ANOVA. Para detectar las diferencias entre
los tratamientos se aplic6 una prueba a posteriori (Tukey). La supervivencia, indices de crecimiento y
calidad del alimento se evaluaron por medio de un andlisis no paramétrico de comparacion de rangos de
Kruskal-Walis, ademés de utilizar la prueba de Nemenyi para detectar las diferencias entre los
tratamientos. Para todas las pruebas se utiliz6 un nivel de confianza de 0.05 con el programa

STATISTICA 7.0

Resultados.

Se observa que el peso de los juveniles de P. splendida, respondieron de maneta similar a las larvas,
encontrandose diferencias significativas (P < 0.05), donde los peces alimentados con la dieta que contenia
una sustitucion 25% de GT y 75% HP fueron mayores al resto de los tratamientos, incluyendo la dieta
control para trucha (Fig. 59, Tabla 11) para la longitud total los peces alimentados con las dietas con

sustitucion de 25 y 50% de GT fueron mayores al resto de los tratamientos (Fig. 60, Tabla 12).
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Figura 59. Comparacion del peso (g = DE) de los Ju&%ﬁg 'JMf l:‘.ng}'ldida alimentadas con las dietas practicas

conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado.
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Figura 60. Comparacion de la longitud total (mm + DE) de los juveniles de P. splendida alimentadas con las dietas

practicas conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado.

Tabla 11. Peso (promedio, g + DE) de juveniles de P. splendida alimentados con las dietas practicas sustituyendo

harina de pescado con gluten de trigo por 56 dias.

Substitucion
Tiempo
0% HP 25% HP 50% HP 75% HP 100% HP
(dias) DC
100% GT 70% GT 50% GT 25% GT 0% GT
0 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02
14 0.10 +0.03° 0.10 £0.03° 0.17 £ 0.07° 0.17 £ 0.08" 0.15 + 0.06° 0.15 % 0.05°
28 0.15 + 0.04¢ 0.20 + 0.07° 0.33 +0.14% 0.38 £0.18% 0.33+0.15% 0.29+0.11°
42 0.20 £ 0.05° 0.30+0.11¢ 0.63 + 0.29% 0.81 +0.39* 0.70 + 0.32% 0.51 £0.26°
56 0.27 £0.07° 0.44 +0.18° 1.13 £0.62° 1.82 + 0.90% 1.47 +0.65° 0.83 + 0.40¢
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Tabla 12. Longitud total (promedio, mm = DE) de juveniles de P. splendida alimentados con las dietas practicas

sustituyendo harina de pescado con gluten de trigo por 56 dias.

Substitucion
Tiempo
0% HP 25% HP 50% HP 75% HP 100% HP
(dias) DC
100% GT 70% GT 50% GT 25% GT 0% GT
0 0.06 = 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 = 0.02
14 0.10£0.03*  0.10£0.03*  0.17+0.07° 0.17+0.08°  0.15+0.06" 0.15 £ 0.05°
28 0.15+0.04°  020+0.07° 033+0.14° 038+0.18% 033+0.15®  0.29+0.11°
42 020+0.05° 030=0.11Y 0.63+£029®  081+£039* 070+0.32®  0.51+0.26°
56 027+007° 044+0.18  1.13+0.62° 1.82+£0.90° 1.47+0.65 0.83 + 0.40¢

Por otra parte, se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) para todos los indices de calidad del
alimento, excepto el factor de condicion (FC) y la supervivencia, donde los peces alimentados con la dieta
de 0% de harina de pescado y 100% de gluten de trigo mostraron los peores valores, mientras que el resto

de los tratamientos fueron iguales (Tabla 13).

Tabla 13. Indices de crecimiento y de calidad del alimento (promedio + DE) de juveniles de P. splendida

alimentados con las dietas practicas sustituyendo harina de pescado con gluten de trigo.

0% HP 25% HP 50% HP 75% HP 100% HP

Indices DC
100% GT 70% GT 50% GT 25% GT 0% GT

Consumo ) ) ) ) )
171+ 1.6° 19.1 +1.0% 30.4 +4.5% 412+0.9° 36.3 +0.3% 255+ 1.7%

(g MS)

FCA 26 +04° 1.5+£02% 0.9 £0.3® 0.7 +0.0° 0.8+0.1® 1.0£0.2%

Supervivencia (%) 48.9+22.7° 822+ 3.5 95.6 + 7.7 98.9+1.9° 86.7 + 8.8 95.6+ 19®

TEC (%/dia) 2.7+0.3° 3.6 +£0.3® 52+04% 6.2+0.1° 5.9+0.2% 4.6+03%

FC 1.3+0.0 1.3+0.1 1.4£0.0 14+0.1 1.2+0.0 1.3+0.0

TEP 0.9+0.1° 1.5+£02% 2.7+0.9® 3.1+£0.2° 2.9+0.5% 22+0.5%

GP (%) 354.6 + 62.4° 647.7 £ 110.0% 1721.1 £374.9® 3140.6 + 130.9* 2571.8 +£295.7% 1249.5 +221.5%

FCA: Factor de Conversion alimenticia, TEC: Tasa Especifica de Crecimiento, FC: Factor de Conversion, TEP: Tasa de

Eficiencia Proteinica, GP: Ganancia en Peso.

Materiales y métodos.

Experimento 3 (ADULTOS)

Para este tercer experimento los adultos fueron obtenidos de un cultivo comercial en la Rancheria Chico
Zapote, Nacajuca, Tabasco con un peso promedio de 60 g. Los peces se seleccionaron utilizando una

proporcion sexual de dos hembras por un macho y sembrados en un sistema de abierto que consta de 30
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tinas de 2 m’ y colocando 9 peces por tina (6 hembras y 3 machos) e iniciando el proceso de adaptacion a

los alimentos experimentales.

El disefio experimental consistié en la aplicacion de cinco tratamientos los cuales se describen a
continuacion.

1) Adultos de tenguayaca alimentadas con una dieta control con 100% de harina de pescado y 0% de
gluten de trigo.

2) Adultos de tenguayaca alimentadas con una dieta con 75% de harina de pescado y 25% de gluten
de trigo.

3) Adultos de tenguayaca alimentadas con una dieta con 50% de harina de pescado y 50% de gluten
de trigo.

4) Adultos de tenguayaca alimentadas con una dieta con 25% de harina de pescado y 75% de gluten
de trigo.

5) Adultos de tenguayaca alimentadas con una dieta con 0% de harina de pescado y 100% de gluten

de trigo.

Para este experimento cada tratamiento fue evaluado por triplicado por un periodo de 84 dias a partir del
inicio de la adaptacion a las dietas experimentales. La alimentacion se suministré tres veces al dia (8:00.

14:00 y 20:00 h). Se utilizaron las mismas dietas que en experimento anterior.

El método de muestreo consistié en el registro del peso y longitud total de toda la poblacion cada 14 dias.

La supervivencia se registro al final del experimento por conteo total.

Diariamente se monitoreo la calidad del agua (oxigeno disuelto, temperatura, pH diariamente y nitrito,

nitrato y amonio cada semana) de la misma manera como se menciono anteriormente.

Al final del experimento se determinaron los indices de crecimiento y calidad del alimento a partir de los
datos de consumo de acuerdo al las formulas anteriormente mostradas en el experimento de requerimiento

de proteina.

Analisis estadistico.
Para la comparacion entre el crecimiento en peso y supervivencia de las diferentes dietas se comprobé la
normalidad (Prueba Kolmogorov-Smirnov) y se aplico una ANOVA. Para detectar las diferencias entre

los tratamientos se aplico una prueba a posteriori (Tukey). La supervivencia, indices de crecimiento y
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calidad del alimento se evaluaron por medio de un andlisis no paramétrico de comparacion de rangos de
Kruskal-Walis, ademas de utilizar la prueba de Nemenyi para detectar las diferencias entre los
tratamientos. Para todas las pruebas se utilizo un nivel de confianza de 0.05 con el programa

STATISTICA 7.0

Resultados.

En general el crecimiento de los adultos de P. splendida fueron lentos para los 84 dias que duro el
experimento, tanto en la determinacion del peso como de la longitud total. Se debe resaltar que solo se
detectaron diferencias significativas para el peso a partir de los 42 dias (Fig. 61), donde se corrobor¢ la
posibilidad de sustituir en un 25 % la harina de pescado. De esta manera, la comparacion del peso al final
de los 84 dias mostro que los peces alimentados con las dietas que contienen sustituciones de 50% y 25%
son estadisticamente iguales a la del control (0% GT) (Fig. 62). Para la longitud total no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 63), aunque se observa una ligera tendencia a ser mas
largos los peces alimentados con la dieta que contiene una sustitucion de 25% de gluten de trigo y 75% de

harina de pescado (Fig. 64).
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Figura 61. Peso (promedio, g + DE) de adultos de P. splendida alimentados con las dietas practicas sustituyendo

harina de pescado con gluten de trigo por 84 dias.
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Figura 62. Comparacion del peso (g + DE) de los adultos de P. splendida alimentadas con las dietas practicas

conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado.
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Figura 63. Longitud total (promedio, g = DE) de adultos de P. splendida alimentados con las dietas practicas

sustituyendo harina de pescado con gluten de trigo por 84 dias.

Alvarez Gonzalez, C.A. et al. 2008. Avances en la Fisiologia Digestiva y Nutricion de la Mojarra Tenguayaca Petenia splendida. 135- 235 pp. Editores: L. Elizabeth Cruz Suérez,
Denis Ricque Marie, Mireya Tapia Salazar, Martha G. Nieto Lopez, David A. Villarreal Cavazos, Juan Pablo Lazo y Ma. Teresa Viana. Avances en Nutricion Acuicola IX.
IX Simposio Internacional de Nutricion Acuicola. 24-27 Noviembre. Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Monterrey, Nuevo Leon, México.

216



N
o

T

—_ T

£ 19 - T T T

(&)

S 18

=

o

= 17 -

[

S

9 16 {
15 < < < ' <

) ) G ) )
?\'\900/0 \,\Q\ 16°l° Y\?\ 600/0 \,\?\260/0 OIO\,\?\OQIQ

00/0\’\ 160/0 5()0/0 16°/° ,&00

Sustitucion

Figura 64. Comparacion de la longitud total (cm = DE) de los adultos de P. splendida alimentadas con las dietas

practicas conteniendo diferentes proporciones de gluten de trigo y harina de pescado.

Se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) para la TCE, FCA, GP y Consumo de alimento donde la

unica diferencia se observo para los peces alimentados con la dieta que contenia 100% de GT, donde los

peces mostraron los peores valores (Tabla 14).

Tabla 14. Indices de crecimiento y de calidad del alimento (promedio + DE) de adultos de P. splendida alimentados

con las dietas practicas sustituyendo harina de pescado con gluten de trigo.

Indices 0% HP 25% HP 50% HP 75% HP 100% HP
100% GT 70% GT 50% GT 25% GT 0% GT
Consumo (g MS) 341.1 £5.5b 425.3 +£80.1a 405.8 +51.4a 492.4 + 63.0a 472.0 £ 16.0a
FCA 11.3+£2.3b 51+ 1.5a 3.1+0.3a 34+12a 42+0.4°
Supervivencia (%) 100 100 100 100 100
TEC (%/dia) 02+0.0 0.3+0.1 04+0.1 0.5+0.1 03+0.0
FC 1.1+£0.0 1.1+0.0 1.2+0.0 1.2+0.0 1.2+0.0
CDA 0.5+0.0 0.6 £0.1 0.5+0.1 0.7+0.1 0.6+0.0
GP (%) 5.1+1.0b 15.8 +8.1a 21.7+3.4a 25.9+10.2a 19.1+2.9a

FCA: Factor de Conversion alimenticia, TEC: Tasa Especifica de Crecimiento, FC: Factor de Conversion, GP:

Ganancia en Peso, CDA: Consumo Diario de Alimento.
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Discusion

Desde el punto de vista de la capacidad digestiva de los organismos, es sumamente importante entender la
manera en que las enzimas acttian durante su desarrollo. Esto conlleva a estudiar a lo largo de la ontogenia
temprana la aparicion u optimizacion de las enzimas digestivas lo cual ha sido ampliamente documentado
para especies como Paralichthys olivaceus, donde el crecimiento de la larva es lento, hasta el dia 27
después de la eclosion (DDE) donde ademas, el contenido de proteina soluble muestra un periodo de
estancamiento entre los 27 y 33 DDE, y que incrementa hasta alcanzar la maxima actividad enzimatica
cuando inicia la metamorfosis (asentamiento). De igual manera, fue reportado para larvas de Seriola
lalandi que el crecimiento en peso es lento durante los primero 36 DDE, incrementandose cuando las
larvas sufren cambios morfologicos para transformarse a juvenil (Bolasina et al., 2006; Ben et al., 2006).
Es asi que el entendimiento de la fisiologia digestiva pone de manifiesto la posibilidad de crear dietas
artificiales adecuadas (Moyano et al., 1996), y a su vez permitan una disminucion del costo de produccion
de alimentos vivos, a su vez que el crecimiento y supervivencia de las larvas sea mayor (Furné et al.,
2005). En el caso de los resultados obtenidos para P. splendida los resultados de la actividad enzimatica
muestran que las larvas estan plenamente capacitadas para consumir inclusive, alimentos artificiales desde
etapas tempranas, teniendo un desarrollo enzimatico similar al de la tilapia Oreochromis niloticus
(Tengjaroenkul et al., 2000; Tengjaroenkul et al., 2003), aunque con un menor crecimiento. Por otra parte,
el desarrollo del tracto digestivo en las larvas de peces dulceacuicolas en ambientes tropicales es muy
diferente, comparado con el desarrollo del tracto digestivo de larvas de peces marinos o de peces de aguas
templadas, donde el estobmago no es funcional en la primera alimentacion y la digestion de las proteinas
depende de la accidon de secreciones de enzimas pancreaticas, como es el caso de las larvas de Gadus
morhua y Hippoglossus hippoglossus que mejoran su digestion hasta varias semanas después cuando el
estomago esta completamente formado (Brien-MacDonald et al., 2006; Murray et al., 2006), mientras que
en los peces tropicales el desarrollo del estdbmago se da tempranamente, inclusive antes o durante la
absorcion del vitelo como es el caso del manjuari, Atractosteus tristoechus (Camabella et al., 2006). En
este sentido, la presencia de células productoras de acido clorhidrico en el estdbmago son un indicador de
una reaccion mayor de la digestion de alimento, este aspecto ha sido ampliamente documentada en
muchas especies y que en P. splendida se detectd desde los primeros dias después de la eclosion, aun
cuando se observaba la presencia de vitelo, lo que muestra que esta especie presenta una alimentacion
mixta (endo-exotrofica), para esta especie la actividad de la pepsina fue detectada a partir del dia 9 DDE,
esto sugiere que a partir de la primera alimentacion, existe la presencia de células secretoras de acido

clorhidrico, las cuales fueron observadas por Trevifio-Carrillo et al. (2008) y que conforme la larva crece
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se maximiza la funcién del estdbmago, ademas de complementarse a partir del 20 DDE la diferenciacion y

aumento de la capacidad de digestion y absorcion del intestino.

Desde otro punto de vista, la caracterizacion de enzimas digestivas, especialmente las proteasas, es uno de
los aspectos mas importantes a considerar cuando se trata de entender el tipo de habitos alimenticios que
presenta la especie y por su parte, por el alto costo que el uso de proteinas implica en la formulacion de
alimentos para acuacultura y los posibles ingredientes que deberan ser utilizados en el cultivo de los peces
(Essed et al., 2002). De esta manera, nuestros resultados con P. splendida para la caracterizacion de los
parametros operacionales (temperatura y pH) y uso de inhibidores, muestran caracteristicas similares a las
observadas para otras especies, tanto dulceacuicolas como marinas, como son el salmoén del Atlantico
(Salmo salar), la dorada (Sparus aurata), el denton comun (Dentex dentex) y el pez disco (Symphysodon
aequifasciata) (Olli et al., 1994; Moyano et al., 1996; Alarcon et al., 1998; Chong et al., 2002), donde se
observan temperaturas Optimas para proteasas alcalinas y acidas similares (alrededor de 55 y 45°C
respectivamente), valores de pH para proteasas acidas y alcalinas de 2 a 3, y de 7 a 10 respectivamente.
Mientras que en el caso de la estabilidad de estas enzimas a los cambios de temperatura y pH pueden
fluctuar fuertemente dependiendo de la especie, aunque en general muestran una buena estabilidad e

inclusive aumentando su actividad.

Con el uso de herramientas bioquimicas y electroforéticas tanto a lo largo de la ontogenia como en el
proceso de caracterizacion se muestra baja resistencia al uso de Pepstatin A, la cual inhibe desde 80 hasta
el 100 % la actividad de la pepsina en estas mismas especies. En el ensayo las proteasas alcalinas de los
juveniles de P. splendida la tripsina fue inhibida en un 75 % usando PMSF y SBT1, siendo inhibida hasta
el 95 % en especies como el atan la T. thynnus usando los mismos inhibidores pero en especies como la
carpa plateada, la inhibicion alcanza hasta el 83%. Sin embargo con el uso de TLCK Ia tripsina fue
inhibida en un 35 %, y para quimotripsina fue de un 40 % utilizando TPCK, en Paralabrax
maculatofasciatus la inhibicion de la tripsina fue de un 95% con el uso de TLCK, y en D. dentex la
quimotripsina se inhibié un 26 % con el uso de TPCK, mientras que las metaloproteasas fueron inhibidas
en 75 % con fenantrolina y un 95% con EDTA. Caso parecido se reportd para el robalo blanco
Centropomus undecimalis con una inhibicion del 85 % con el uso de fenantrolina, pero para la trucha y el
salmon se reporta que la actividad de las metaloprotesas es inhibida en un 20 y 11% con el uso de EDTA.
Para la ovoalbimina la inhibicion fue de 75%, en contraste con lo reportado para P. maculatofasciatus
donde la inhibicion fue 59 % (Alarcén et al.,1998; Essed et al., 2001; Alvarez-Gonzalez, 2003; Concha-
Frias, 2008). En cuanto a la caracterizacion de las proteasas por medio de electroforesis para las proteasas

alcalinas, muestra cuatro bandas de actividad proteolitica alcalina en el pozo control (C), estas se ven
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inhibidas totalmente al usar fenantrolina y EDTA, y se inhibe una banda usando SBT1 y PMSF;
asimismo, se inhibe una sola banda al usar ovoalbimina, pero al usar TLCK se inhiben dos bandas y
solamente se disminuye la actividad enzimatica al usar TPCK. En Catla catla, Labeo rohita y
Hypophthalmichthys molitrix los resultados muestran que usando como inhibidores (SBT1 Y PMSF)
existe la presencia de serina proteasa, y de inhibidores como (TLCK Y TPCK), indican la presencia de
tripsina y quimotripsina (Kumar et al. 2007), aunque el nimero de bandas con actividad proteolitica es
muy superior a lo detectado en P. splendida, la cual muestra un patron similar de bandas con actividad

proteolitica que Sciaenops ocellatus (Lazo et al., 2007) y C. undecimalis (Concha-Frias, 2008).

De esta manera, el conocimiento de la capacidad digestiva de un pez se puede complementar con los
estudios de digestibilidad in vitro, lo cual permitira estudiar detalladamente el proceso de la hidrolisis de
las proteinas durante la digestion. Las técnicas de digestibilidad in Vitro, pueden ser aplicadas no so6lo para
obtener informacion sobre la capacidad enzimatica que tiene cada especie para degradar diferentes tipos
de proteinas, sino también para realizar un seguimiento detallado de la hidrolisis de las distintas fracciones
proteinicas durante el proceso de digestion (Ofia et al., 2003). La mayoria de los estudios aplicados a la
digestibilidad in Vitro, para el mejoramiento de las dietas alimenticias, mediante la utilizacion del pH
STAT, estan siendo aplicados a especies acuaticas, por representar la forma mas viable para generar
conocimientos sobre los aspectos fisiologicos de organismos de importancia comercial donde los
resultados obtenidos han sido determinantes al momento de formular las dietas alimenticias,
economizando asi los costos de produccion. Es asi que algunas de las harinas mostraron un 75% de
hidrolisis final en los primeros 10 minutos de reaccion, datos similares a los publicados por Ofia et al.
(2005), los cuales reportan un 60% de hidrdlisis final en el mismo tiempo de reaccion, para harinas de
soya, maiz, guisante y pescado, expuestas a enzimas digestivas acidas de Dentex dentex, Pagrus pagrus y
Dentex X Pagrus. En este estudio las harinas de pescado de la empresa del Pedregal y la harina de jaiba y
la harina de sangre, mostraron valores de GH por encima de los valores de la hemoglobina. Ofia et al.
(2003), reportan altos valores de GH para la harina de pescado en Dentex X Pagrus, similar a lo reportado
por Alvarez-Gonzalez (2003), para la harina de sangre en Paralabrax maculatofasciatus, mientras
Alarcon et al. (2002), también publicaron altos GH's en harina de sangre y pescado en Sparus aurata y
por su parte, Concha-Frias (2008), reporta que C. undecimalis puede digerir ingredientes principalmente
de origen de animales marinos, seguidos de los terrestres, donde la posibilidad de utilizar ingredientes
vegetales para esta especie es limitada; estos resultados concuerdan con lo observado para P. splendida
que es considerada una especie altamente carnivora similar a C. undecimalis. Los resultados del GH en la
fase acida de P. splendida fueron similares a los reportados por Alarcon et al. (2001), para el guisante

verde y la semilla de lupina en Sparus aurata. En nuestro estudio, esto sucedié en casi la totalidad de las
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harinas analizadas, sobre todo aquellas que estuvieron por encima del 100% de digestibilidad. La harina
de sangre de res mostr6 un 137% de digestibilidad, valor similar al 132% mostrado en Sparus aurata
(Alarcon et al., 2002). Estos altos valores de digestibilidad para la harina de sangre también son mostrados
en Paralabrax maculatofasciatus segiin Alvarez-Gonzalez (2003) y en el robalo blanco C. undecimalis la
harina de pescado presento altos valores de GH totales, solo superada por la harina de jaiba (Concha-Frias,

2008).

Desde el punto de vista del requerimiento de proteina se pudo determinar que para P. splendida es de 45.3,
lo cual es similar a lo reportado para la proteina por lo que describe Moon et al. (2001) en juveniles de
Nibea japonica donde el requerimiento de proteina para esta especie es del 45%. Lee et al. (2000), Kim et
al. (2002) y Kim et al. (2005) concluyen en sus estudios que el mayor crecimiento para los juveniles de
Paralichthys olivaceus lo alcanzan con un requerimiento de 46.4 a 51.2% de proteina. Kim y Lee (2005)
indican que una dieta formulada con 42% de proteina y 19% de lipidos es favorable para el optimo
desarrollo y crecimiento de los juveniles de Pseudobagrus fulvidraco. Catacutan et al., (2001) indica que
el requerimiento 6ptimo de proteina para los juveniles de Lutjanus argentimaculatus es de 44%. Otros
autores reportan altos requerimientos de proteina en ciclidos nativos como la mojarra Cichlasoma
synspilum el nivel optimo es de 40.81% de proteina (Olvera-Novoa y Gasca-Leyva 1996). Mientras que
Martinez-Palacios y Ross (1988) reportan un requerimiento de proteina para C. urophthalmus de 45.33%.
Martinez-Palacios et al., (1996) bajo un régimen de alimentacion ad limitum obtuvo un crecimiento
optimo en crias de C. urophthalmus con un nivel de proteina dietaria de 36.9%. El alto requerimiento de
proteina en P. splendida se relaciona con sus habitos alimenticios, ya que es una especie carnivora como
lo describe Resendez y Salvadores (1983), Caro et al. (1994), Santiago et al., (1997) y Valtierra (2000)
donde establecen que esta especie en su ambiente natural es un pez esencialmente ictiofago y en menor

proporcion herbivoro.

Asimismo, la digestibilidad aparente reportada para los nutrientes muestra una alta dependencia a
proteinas de alta calidad lo que implicaria que para la formulacion de un alimento especifico
necesariamente requerira del uso de ingredientes de origen animal marino y con cierto componente de
ingredientes de origen de animales terrestres Al analizar los resultados del coeficiente de digestibilidad
aparente de la proteina mostraron diferencias significativas con la dieta de 50% de proteina (CDAP:
98.06) con respecto a las dietas de 35, 40, 45 y 55% de inclusion de proteina respectivamente. La
digestibilidad de las dietas fue bastante alta, ya que presentdé un comportamiento directamente
proporcional al aumentar el nivel de proteina aument6 la digestibilidad de los peces, lo cual indica que la

calidad de la caseina fue buena y no afecta el uso de la proteina por los juveniles de P. splendida. Los
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resultados de CDAP alcanzados coinciden con otras investigaciones realizadas anteriormente en otras
especies (Lin et al., 2004), ya que se determin6 el coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina
(CDAP) de 94.23 a 98.5% en las dietas con diferentes niveles de inclusion de proteina. Estos resultados
son confirmados en las investigaciones por Sklan et al., (2004) con tilapia Oreochromis niloticus donde
evaluaron harina de origen vegetal y de pescado como fuentes proteicas encontrando una digestibilidad
aparente de la proteina cruda del 75 al 98%, siendo esta ligeramente menor que los resultados encontrados

en los juveniles de P. splendida.

El conocimiento de la digestibilidad es un elemento interesante de apreciacion de la calidad de la proteina,
permitiendo mostrar el porcentaje del nutriente absorbido por el pez, optimiza los niveles de inclusion
considerando una base real en funcidén de las diferencias de digestibilidad de los ingredientes y de las
particularidades de la especie (Mendoza et al., 1993), ya que la formulacion de dietas exitosas para peces
debe de estar basado no solo en sus requerimientos nutricionales, sino también en los procesos quimicos y
caracteristicas fisiologicas para la mejor digestibilidad de los peces, porque nutrientes bajos en
digestibilidad son menos viables a soportar el crecimiento y metabolismo de los peces (Heizhao et al.,
2004). Al utilizar alimentos de alta digestibilidad hay mayor aprovechamiento de los nutrientes y esto se
traduce en reducir los costos de operacion (Smith, 1995; Lee, 2002). Aunque estos contrastes en la
digestibilidad dependen principalmente de la calidad de la materia prima, el proceso, la forma, el tiempo
de almacenamiento, las enzimas y eficiencia de su funcionamiento; eficiencia que a su vez depende de la

edad, del estado de salud y de las condiciones ambientales de los peces (Hepher, 1993).

Para los lipidos, el requerimiento obtenido para P. splendida (15%) concuerda con los datos obtenidos
para otras especies como el pejelagarto Atractosteus tropicus donde se obtuvo un requerimiento del 15%
para prejuveniles de 0.5 g y de 10% para juveniles de 15 g. De esta manera, es muy importante determinar
no solo la concentracion de lipidos, sino también la fuente de origen (en este caso lecitina de soya y aceite
de pescado, los cuales proveyeron la fuente de energia necesaria para un adecuado crecimiento de los
peces, a la vez de determinar el nivel de lipidos adecuado para esta especie. De esta forma un nivel optimo
de lipido permitira al pez obtener la energia suficiente para incrementar la actividad muscular, mejorando
el crecimiento y una mayor resistencia de los organismos al ataque de enfermedades y el estrés provocado
por el manejo (Morais et al., 2005). Otro aspecto que se atribuye a la correcta inclusion de lipidos en las
dietas, es la posibilidad de sustituir cierta cantidad de proteina por lipido (protein sparing), y obtener un
incremento en el metabolismo mejorando el crecimiento. La adecuada sustitucion de la energia de la

proteina por la energia de lipidos puede adicionalmente resultar en un decremento del costo del alimento
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al disminuir la cantidad de proteina que generalmente se obtiene de la harina de pescado, las cuales se

utilizan normalmente en la fabricacion de alimentos en la acuacultura (Heller, 2006).

Un aspecto basico es la relacion entre los indices de calidad de alimento y nivel de lipidos, observandose
que el SGR, el CF y el FCR son mas adecuados al incluir 15% de lipidos en la dieta de juveniles de P.
splendida. Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la anguila americana Anguilla rostrata, la
anguila europea Anguilla anguilla, el salmén del atlantico Salmo salar, 1la lobina europea Dicentrarchus
labrax, la merluza Melanogrammus aeglefinus y el robalo asiatico Lates calcarifer, donde se recomienda
el uso de niveles de lipidos entre 12 y 18% logrando CFR cercanos a 1 y los mayares crecimientos (Otwell
et al., 1981; Gallagher et al., 1984; Garcia-Gallego et al., 1993; Nanton et al., 2001; Peres y Oliva-Teles,
2001; Williams et al., 2003). Sin embargo, se ha resaltado que un nivel inadecuado de lipidos provoca que
el metabolismo de los lipidos disminuya o se detenga afectando la tasa de crecimiento. Se ha demostrando
que cuando los peces ingieren una gran cantidad de lipidos estos se acumulan en el higado y en los tejidos
de la cavidad mesentérica, disminuyendo la calidad de la carne ocasionada principalmente por el
incremento de los depositos de grasa, provocando una mayor oxidacion de los tejidos, donde el pescado
adquiere una rapida rancidez de la carne, manifestindose en un menor tiempo de vida de anaquel

(Ackman, 1980).

Finalmente, como una necesidad de estudiar la posibilidad de desarrollar un alimento practico, donde se
evalu6 adicionalmente la capacidad de P. splendida para aceptar ingredientes de origen vegetal, se utilizo
como sustituto el gluten de trigo (GT) por harina de pescado (HP), demostrando que su utilizacion debera
no ser mayor al 25% para no afectar el crecimiento y supervivencia de los peces. En este sentido, al
comparar estos resultados con otras investigaciones como la de Regost et al., (1999) quienes usaron gluten
de maiz en dietas practicas complementadas con aminoacidos (arginina y lisina) pudieron sustituir la
harina de pescado en un 20% para juveniles de Psetta maxima. Por su parte, Glencross et al., (2004)
lograron sustituir la harina de pescado con harina de grano lupin amarillo hasta en un 50% sin verse
efectos adversos sobre el crecimiento en trucha arcoiris. En la misma forma, Robaina et al., (1997)
lograron sustituir en un 30% la harina de pescado por gluten de de maiz en dietas para Sparus aurata. Day
y Plascencia (2000), usaron una concentracion de 25% de proteina de soya como fuente de proteina para
Scophthalmus maximus. Chou et al., (2004) y Zhou et al., (2005), lograron una sustitucion de un 16.9% de
harina de pescado por pasta de soya en juveniles de Rachycentron canadum sin causar la reduccion del
crecimiento. Asimsimo, Liti et al. (2006) evaluaron tres tipos de salvado (maiz, trigo y arroz) mostrando

que el salvado de maiz es mejor econdmicamente en el crecimiento de Oreochromis niloticus.
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En cuanto a los indices de crecimiento y calidad del alimento mostraron diferencias estadisticas en el
experimento tanto con larvas, juveniles y adultos donde la sustitucion en 25% GT es la mas adecuada
mostrando los mejores valores de FCR (1.9) y SGR (14.8) en larvas, en juveniles (FCR: 0.6, SGR:
6.9%/dia, PER: 5.0, WG: 4662.2%) y en adultos de FCA: 3.4, TEC: 0.5, FC: 1.2 y GP 25.9. Algunos
resultados similares han sido observados para Scophthalmus maximus, sustituyendo 25% la harina de
pescado con pasta de soya (FCR: 0.72 y 0.77) (Day y Plascencia, 2000). Glencross et al. (2004)
obtuvieron buenos valores de FCR (0.37) con la inclusion al 12.5% de pasta de soya en trucha arcoiris.
Por su parte, Allan et al., (2000) lograron sustituir solamente el 5% de harina de pescado por gluten de
maiz en Bidyanus bidyanus obteniendo valores de FCR de 1.93, PER de 1.41 y WG% de 360.9, estando
por debajo de los obtenidos en este estudio. Los estudios sustituyendo gluten de trigo concuerdan en
relacion a la inclusion alrededor del 17 y 30%, lo cual ha sido corroborado por diversos autores como
Pferrer et al. (1992); Weede (1997) y Sugiura et al. (1998), aunque esto varia dependiendo del tipo,
fabricacion y origen del gluten de trigo, por lo que en algunos casos es necesario suplementar las
formulaciones con lisina en al menos el 2.4%. Se debe resaltar que en este estudio no se complemento la
formulacion con aminoacidos. Al observar los resultados de Helland y Grisdale, (2006) para Hippoglossus
hippoglossus los valores de SGR (1.15-1.28 %/dia) no mostraron diferencias entre las inclusiones de GT y

son menores a los obtenidos en este estudio.

Un aspecto adicional es el efecto a largo plazo del gluten de trigo si se compara el primer experimento
(larvas) contra el segundo experimento (juveniles), ya que el efectos sobre la supervivencia de los
juveniles fue afectado cuando se sustituyd en un 100% la harina de pescado con gluten de trigo (43%)
durante los 56 dias de experimento, mientras que para las larvas durante los 30 dias que duro el
experimento no hubo efecto en la supervivencia para ninguno de los porcentajes de sustitucion usados. En
este sentido, se ha reportado que gluten de trigo presenta dos grupos de proteinas, gliadinas y gluteninas
las cuales tienen varias subunidades de mediano y alto peso molecular que se caracterizan por presentar
altas concentraciones de aminoacidos azufrados (Weiser, 2007), por lo que se ha reportado un efecto
nocivo (celiaquia) cuando el gluten es agregado en exceso dafiando el epitelio intestinal (Humbert et al.,
20006). Esta pudo haber sido una de las razones por lo que los peces alimentados con 0% y 25% HP fueron

los més pequefios, e inclusive la alta mortalidad obtenida en los peces de la dieta 0% HP.

Como conclusion este estudio ha permitido entender desde los aspectos basicos sobre la anatomia y
fisiologia digestiva de la tenguayaca Petenia splendida, por lo que se lograron aplicar los conocimientos
en torno a la determinacion de los requerimientos de proteina y lipidos como base para la formulacion de

un alimento artificial disefiado para esta especie y con ayuda de los métodos in vitro e in vivo sobre la
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digestibilidad para la seleccion de ingredientes. Es asi que se la tenguayaca, P. splendida se contempla
como uno de los peces dulceacuicolas con mayor potencial para su cultivo en la region Sureste de México,
y donde la necesidad de validar los estudios a nivel de granja son necesarios, como un paso consecuente

para iniciar el cultivo comercial a mediano plazo de esta especie.
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