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Resumen  

 

El guapote lagunero, Parachromis dovii, es un cíclido nativo de Costa Rica muy apreciado por su tamaño y 

calidad de su carne. Esta especie posee la ventaja de aceptar el alimento formulado desde el inicio de la 

alimentación exógena; sin embargo, su uso exclusivo produce un crecimiento muy lento. Debido a lo anterior, 

surgió la necesidad de investigar  la ontogenia del sistema digestivo y sus enzimas y la evaluación in vitro de 

ingredientes dietarios; con el fin de generar información que permita formular alimentos inertes que mejoren 

el crecimiento larval. Se encontró que esta especie tiene un patrón de desarrollo similar al de otros cíclidos 

neotropicales, con la aparición muy precoz del estómago y las enzimas digestivas. Además, el crecimiento de 

las larvas alimentadas inicialmente con nauplios de Artemia fue de 12.25% PCd
-1

, mientras que en las 

alimentadas con una dieta formulada fue de 6.53% PCd
-1

. De las 7 harinas de origen vegetal evaluadas, las 

que produjeron la menor inhibición de las proteasas digestivas fueron la harina de trigo (59.08%) y puntilla de 

arroz (58.21%). Con respecto a los ensayos de digestibilidad alcalina in vitro, de las 6 harinas evaluadas, las 

que presentaron los valores más altos fueron la de carne y hueso (113.92%) y la de pescado (74.92%). 
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1. Introducción 

 

El conocimiento de los cambios temporales que experimenta el sistema digestivo durante el 

desarrollo larval de los peces es esencial para comprender su fisiología digestiva y 

requerimientos nutricionales, y para desarrollar protocolos de alimentación y de cultivo 

adecuados para cada estadio del desarrollo fisiológico (Lazo et al. 2011). 

 

Existen diferencias interespecíficas considerables en el tiempo que tardan en diferenciarse 

las estructuras del sistema digestivo, desarrollarse y volverse funcionales. Ese tiempo 

depende tanto de factores genéticos como de factores externos, dentro de los cuales la 

calidad del agua (principalmente la temperatura) y la disponibilidad y composición del 

alimento juegan un rol importante (Lazo et al. 2011). Por lo tanto, es necesario evaluar el 

desarrollo temporal de esas estructuras y sus funciones para cada especie, considerando 

dichos factores externos. 

 

En la alimentación de las larvas de peces es común el uso de organismos vivos, tales como 

la Artemia, a los cuales se les atribuyen ventajas como el estímulo visual y químico, poseer 

buena digestibilidad y enzimas que la mejoran, una mejor distribución en la columna de 

agua y mantener la calidad nutricional por más tiempo (Beux y Zaniboni-Filho 2008). Sin 

embargo, su producción es costosa y su calidad nutricional suele variar, por lo que existe un 

gran interés en el desarrollo de dietas formuladas capaces de reemplazar al alimento vivo 

(Drossou et al. 2006). 

 

En algunas especies de peces de agua dulce, que ponen huevos grandes, el estómago se 

desarrolla más temprano que en la mayoría de especies marinas, durante la etapa de 

transición a la alimentación exógena (Lazo et al. 2011); lo que facilita su alimentación con 

dietas formuladas. Sin embargo, el desarrollo de dietas formuladas para los estadios 

larvales de peces presenta retos y dificultades, tales como el proveer nutrientes altamente 

digestibles para estos organismos, los que aún no poseen un sistema digestivo 

completamente desarrollado (Lazo 2000). De ahí la importancia de una selección adecuada 

de los ingredientes a utilizar en el alimento, especialmente en el caso de las fuentes de 
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proteína, ya que las larvas de peces tienen un requerimiento proteico alto (Martínez-

Montaño y Lazo 2012).  

 

Desde hace varios años surgió la necesidad de buscar fuentes de proteína alternativas que 

reemplacen, al menos parcialmente, las harinas de pescado, debido a su alto costo. En este 

sentido, los estudios se han enfocado sobre todo en fuentes de origen vegetal. Sin embargo, 

éstas presentan factores antinutricionales, dentro de los cuales destacan los inhibidores de 

las proteasas digestivas, los que desfavorecen el proceso digestivo de los organismos. Por 

lo tanto, en la selección de ingredientes de origen vegetal es importante evaluar su efecto 

sobre las enzimas de los peces (Alarcón et al. 2001).  

 

Los ensayos in vitro, de digestibilidad y de inhibición enzimática, permiten evaluar los 

ingredientes de una forma rápida y sencilla (Alarcón et al. 2001; Alarcón et al. 2002;  

Chong et al. 2002). Debido a que durante el desarrollo larval de los peces cambia su 

capacidad digestiva, resulta necesario realizar estos ensayos para cada estadio de desarrollo 

de la especie en estudio (Martínez-Montaño y Lazo 2012). 

 

El guapote lagunero es un cíclido endémico de Costa Rica, en donde se distribuye en  

ambas Vertientes (Atlántica y Pacífica). Es un pez piscívoro, aunque también ingiere 

crustáceos e insectos en menor cantidad. Además, alcanza un gran tamaño (más de 45 cm 

de longitud), lo que unido a su fuerza y buen sabor, le confieren gran popularidad tanto en 

la pesca deportiva así como fuente de alimento (Bussing 2002). 

 

La Escuela de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) ha 

realizado varios estudios enfocados en el cultivo de esta especie, y desde hace varios años 

completó su ciclo de vida y lo produce a escala experimental. Cabrera et al. (1998) 

describieron el desarrollo embrionario y larval de estos organismos, en condiciones de 

laboratorio, obtenidos de una pareja de reproductores silvestres. Günther y Ulloa (1995) 

estudiaron el crecimiento de las larvas alimentadas con diferentes raciones de nauplios de 

Artemia, el crecimiento de los juveniles en regímenes de cultivo en dependencia de la 

densidad (Günther, 1996) y la utilización de la dieta respecto al contenido proteico (Ulloa 
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1997). Sevilla (comunicación personal, 20 de Agosto, 2013) registró el crecimiento de esta 

especie en tanques de tierra durante 10 ciclos de cultivo, que fue en promedio de 250 g en 

15 meses.  

 

De manera que, aunque P. dovii presenta una serie de ventajas para el cultivo, tiene un 

crecimiento relativamente lento, por lo que resulta necesario formular alimentos que 

permitan optimizarlo. Para lograr esto, es necesario evaluar la capacidad digestiva en 

diferentes periodos del ciclo de vida, así como determinar sus requerimientos nutricionales 

(Álvarez-González et al. 2008). Este trabajo se enfoca en los estudios que la UNA ha 

realizado en los últimos años, en colaboración con la Universidad Juárez Autónoma de 

Tabasco (México), acerca del desarrollo del sistema digestivo y sus enzimas, y la selección 

de ingredientes, mediante ensayos in vitro, para la formulación de dietas adecuadas para las 

larvas de esta especie. 

 

2. Metodología 

 

2.1. Reproducción y cultivo larvario 

 

La producción y cultivo larval se realizó en el Laboratorio Húmedo de la Escuela de 

Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de Costa Rica. Los padrotes de P. dovii se 

mantuvieron en tanques de fibra de vidrio de 2 ton, con un sistema de recirculación del 

agua por sifoneo, en una relación hembra:macho de 1:1. La temperatura se mantuvo 

alrededor de los 25 
o
C y el fotoperiodo en 9 horas luz y 15 horas oscuridad. La 

alimentación consistió en un alimento comercial para trucha, que se suministró 3 veces al 

día. Los desoves de cada pareja, de entre 500 a 1000 huevos, fueron espontáneos. 

 

Las larvas recién eclosionadas se extrajeron del tanque de reproductores por sifoneo y se 

distribuyeron en acuarios de 10 l, en un sistema recirculado, a una densidad de 23 ind/l. La 

temperatura del agua en el sistema se mantuvo entre 25.2 
o
C y 29.4 

o
C, el oxígeno disuelto 

entre 6.0 ppm y 6.8 ppm y el nivel de amoniaco se mantuvo inferior a 0.05 ppm. El 

fotoperiodo fue el mismo que en los tanques de reproductores. 
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Las larvas se alimentaron en exceso con nauplios y metanauplios de Artemia (aprox. 

250/ml) no enriquecidos, desde los 5 DDE y hasta los 30 DDE. Posteriormente, los alevines 

se alimentaron con una dieta formulada (cuadro 2) a saciedad. La alimentación se realizó 4 

veces al día: a las 8:00, 11:00, 14:00 y a las 17:00 horas; durante la misma se suspendió el 

flujo de agua por 30 min. 

 

Cuadro 1. Composición del alimento formulado. 

 

Ingredientes  Porcentaje (%) 

Harina de pescado 48 

Harina de soya 21 

Harina de trigo 15 

Harina de carne y hueso 9 

Aceite de soya 2 

Aceite de pescado  2 

Mezcla vitamínica 2 

Sal 1 

                               Composición proximal: 45% de proteína y 10% lípidos.  

 

2.2. Toma de muestras y mediciones biométricas 

 

Para los diferentes estudios realizados, las muestras de larvas se tomaron  de distintos 

desoves. Los muestreos se realizaron antes de la primera alimentación del día y las larvas se 

mantuvieron durante una hora en agua libre de alimento, con el fin de que evacuaran 

cualquier remanente de alimento presente en el tracto digestivo. Posteriormente, se 

sacrificaron con una sobredosis de metansulfonato de tricaína (MS-222), se midieron bajo 

un estereoscopio con micrómetro ocular (±0.07 mm), o con un vernier (±0.01 mm), 

dependiendo del tamaño, y  se determinó el peso húmedo con una balanza analítica (±0.01 

mg). Finalmente, las larvas se lavaron con agua destilada y se fijaron con formalina 

tamponada al 10% para los análisis histológicos, o se congelaron a -20 
o
C para los ensayos 

bioquímicos. 
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2.3. Desarrollo histológico del sistema digestivo 

 

Los muestreos se realizaron diariamente iniciando el día de la eclosión y hasta los 30 DDE. 

Las larvas fijadas se deshidrataron en soluciones sucesivas de etanol y benceno y 

finalmente se incluyeron en  parafina. Los bloques de parafina se cortaron sagitalmente con 

un micrótomo en láminas de 3 µm de diámetro. Las láminas se desparafinaron y 

rehidrataron al colocarlas en soluciones sucesivas de xileno, etanol y agua destilada. 

Posteriormente, se tiñeron con Hematoxilina-Eosina y se fotografiaron. 

 

2.4. Ontogenia enzimática  

 

Los muestreos se realizaron los días 6, 14, 22, 30 y 41 DDE. Las larvas congeladas se 

liofilizaron y posteriormente se les separó la sección visceral. Las muestras se dividieron en 

dos grupos, con el fin de realizar a un grupo el análisis de proteasas ácidas y al otro el de 

enzimas alcalinas. El primer grupo se homogenizó en buffer 100 mM Glicina-HCl, pH 2.0 

y el segundo grupo en buffer 50 mM Tris-HCl, CaCl2 20 mM, pH 7.5 (35 mg/ml). Todas 

las muestras se manipularon en frío (hielo) para evitar la desnaturalización enzimática. Los 

homogenizados se centrifugaron a 14,000 g por 30 min a 4 °C para obtener el sobrenadante 

(extracto enzimático), y se almacenaron a –20 °C hasta el momento de su análisis. 

La concentración de proteína soluble se cuantificó por la técnica de Bradford (1976) usando 

como estándar una curva patrón de albúmina bovina sérica. La actividad de proteasas 

alcalinas se evaluó por el método de Walter (1984), usando caseína a pH 9.0. La actividad 

de proteasas ácidas se determinó por la técnica de Anson (1938), usando hemoglobina a pH 

2.0. La mezcla de reacción en ambas técnicas fue incubada a 37 ºC. Una unidad de 

actividad enzimática fue definida como 1 g de tirosina liberada por minuto, usando el 

coeficiente de extinción molar de 0.005.  

 

La actividad tipo tripsina se determinó con la técnica de Erlanger et al. (1961) usando el 

sustrato BAPNA a pH 8.2. La actividad tipo quimotripsina se cuantificó siguiendo el 

protocolo de DelMar et al. (1979) con el sustrato SAAPNA a pH 7.8. La actividad de la 
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leucina-aminopeptidasa se evaluó  de acuerdo al protocolo de Maraux et al. (1973) usando 

el sustrato leucina p-nitroanilida a pH 7.2. La actividad de carboxipeptidasa A se cuantificó 

siguiendo el método descrito por Folk y Schirmer (1963), usando el sustrato Hipuril-L-

fenilalanina a pH 7.5. Para estas 4 proteasas, la mezcla de reacción fue incubada a 25 ºC.  

Una unidad de actividad enzimática fue definida como 1 g de nitroanilida liberada por 

minuto, usando el coeficiente de extinción molar de 8.8. 

 

El ensayo de -amilasa fue realizado siguiendo el protocolo de Somoyi-Nelson descrito por 

Robyt y Whelan (1968) usando almidón como sustrato a pH 7.5 y 25 ºC. Se definió una 

unidad de actividad como la cantidad de enzima que libera 1 μg de maltosa por minuto. La 

actividad de la lipasa fue cuantificada de acuerdo a Versaw et al. (1989), usando como 

sustrato el -naftil caprilato a pH 7.2 y 25 ºC. Una unidad de actividad fue definida como la 

liberación de 1 g de naftol por minuto, usando el coeficiente de extinción molar de 0.02. 

Las actividades de la fosfatasa ácida y alcalina fueron medidas de acuerdo a la metodología 

de Begmeyer (1974) incubando los extractos en una solución al 2% de 4-nitrofenil fosfato a 

pH 5.5 y a 25 ºC. Una unidad de actividad fue definida como la liberación de 1 g de naftil 

por minuto, utilizando el coeficiente de extinción molar de 0.0185. 

 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y la actividad enzimática se calculó 

empleando las siguientes ecuaciones: 

Actividad por ml: 

     
                      

                     
 

 

Actividad total (por individuo): 

U/larva=  (U/ml)/N 

Actividad específica: 

       
    

       
 

En donde, U: unidades de actividad enzimática, Δ absorbancia: incremento en la 

absorbancia con respecto al blanco; FD: volumen final de la reacción/volumen del extracto 
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enzimático; CEM: coeficiente de extinción molar; T: tiempo de incubación en minutos; N: 

número de larvas por ml de extracto enzimático y mg P: miligramos de proteína soluble en 

el extracto. 

 

2.5. Efecto del alimento en el crecimiento y la actividad de proteasas digestivas 

 

Las larvas se obtuvieron de acuerdo a la sección 2.1 y se dividieron de manera aleatoria en 

6 peceras de 10 l de un sistema recirculado, a una densidad de 11.3 larvas/l. Se utilizaron 

dos protocolos de alimentación, en ambos se alimentó en exceso y con la misma frecuencia 

(4 veces/día). Los protocolos de alimentación fueron:  

A) Destete temprano. Se alimentó con nauplios de Artemia, iniciando a los 8 DDE y hasta 

los 15 DDE. A partir del día 16 se inició la transición del alimento vivo al formulado, 

con un cambio del 20% diario, de modo que a partir del día 20 se alimentó 

exclusivamente con un alimento peletizado (45% proteína, cuadro 1), formulado y 

fabricado en el Laboratorio de Nutrición de la Escuela de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Nacional. 

B) Alimento formulado. Se alimentó desde los 8 DDE hasta el final del experimento, el 

día 28, con la misma dieta usada en A) a una ración diaria del 100% de la masa 

corporal. 

C)  

Los muestreos se realizaron a los 8, 12, 16, 20, 24 y 28 DDE. El crecimiento se calculó 

como la tasa específica de crecimiento (TEC), tanto en periodos como para el periodo total. 

 

TEC = (ln Pf - ln Pi / t2-t1) * 100  

 

En donde, Pf: peso o longitud final; Pi: peso o longitud inicial; t2: día final y t1: día inicial. 

Para realizar los análisis bioquímicos, los extractos se prepararon como en la sección 2.4.1, 

excepto que en vez de buffer, se utilizó agua desionizada. La concentración de proteína 

soluble en los extractos se cuantificó como en 2.4.2. Se evaluaron los niveles de proteasas 

alcalinas y ácidas totales empleando la metodología de Sarath et al. (1989). En la 

determinación de las proteasas alcalinas se utilizó azocaseína al 2% a pH 9.0 como sustrato 
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y para las proteasas ácidas (tipo pepsina) se utilizó hemoglobina al 2% a pH 2.0. En ambos 

casos, las mezclas de reacción se incubaron a 37 
o
C. Una unidad de actividad enzimática se 

definió como el incremento en 1 unidad de absorbancia por minuto.  

 

2.6. Evaluación del efecto inhibitorio de harinas vegetales sobre las proteasas 

digestivas alcalinas 

 

En este estudio se utilizaron larvas obtenidas a partir de desoves naturales del cruce de 

hembras híbridas (♂ P. dovii X ♀ Parachromis managuensis) con machos de P. dovii, ya 

que no se contó con desoves de hembras puras de P. dovii durante el período de la 

investigación. Estas hembras híbridas fueron fenotípicamente idénticas a las hembras de P. 

dovii. La reproducción y el cultivo larval se realizaron como en la sección 2.1. y las larvas 

obtenidas mostraron una talla similar a las larvas de P. dovii. Los muestreos se realizaron a 

los 15, 22 y 30 DDE y los extractos enzimáticos se prepararon como en el punto 2.4., 

excepto que se utilizó agua desionizada en vez de buffer para realizar el homogenizado. La 

actividad proteolítica alcalina total de los extractos se cuantificó como en 2.4. 

Se evaluaron siete harinas de origen vegetal: soya, acemite de trigo, maíz, puntilla de arroz, 

coquito de palma africana, semolina de arroz y harina de trigo; seleccionadas de acuerdo a 

su valor nutricional para peces y su disponibilidad en el mercado nacional. La composición 

proximal de las harinas se muestra en el cuadro 2. 

Las disoluciones de las harinas se prepararon siguiendo la metodología de Alarcón et al. 

(2001). El porcentaje de inhibición de la actividad proteolítica alcalina producido por las 

harinas vegetales se cuantificó siguiendo el procedimiento descrito por García-Carreño et 

al. (1996). En breve, se añadieron 500 µg del extracto vegetal por cada UA de proteasas 

alcalinas totales presentes en 20 µl de extracto enzimático, y buffer pH 9.0. La mezcla se 

incubó a temperatura ambiente durante 60 minutos. Luego se cuantificó la actividad 

proteolítica residual, para esto se utilizó caseína al 0.5% y se incubó la reacción por 45 

minutos a 37°C. Al terminar el tiempo de incubación, se detuvo la reacción con ácido 

tricloroacético (TCA) 20%, se centrifugó a 16 000 x g durante 5 minutos y se leyó la 

absorbancia del sobrenadante a 280 nm. En los blancos de actividad el TCA se añadió junto 
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con la caseína. En los controles de actividad se sustituyó la harina vegetal por agua 

desionizada. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

El porcentaje de inhibición (%I) se definió como la reducción porcentual de la actividad 

enzimática (calculada como en 2.4) con respecto al control de actividad. 

 

2.7. Evaluación de la digestibilidad alcalina in vitro de la proteína de ingredientes 

dietarios  

 

Para este ensayo se utilizaron únicamente organismos de 30 DDE, obtenidos del mismo 

desove que en 2.4. Los extractos enzimáticos se prepararon utilizando una relación de 1:5 

P:V (peso de los paquetes viscerales: volumen de agua desionizada) y la actividad 

proteolítica alcalina total de los extractos se cuantificó como en 2.4. 

 

Se evaluaron seis ingredientes, uno importado: harina de pescado de Panamá, y cinco de 

origen local: harina de pescado (de subproductos de atún), harina de soya, harina de 

Tortave (sub-productos del procesamiento de pollos), harina de sangre y harina de carne y 

hueso; los cuales fueron seleccionados en base a su contenido de proteína (Cuadro 2), 

precio y disponibilidad en el mercado local. Todos los ingredientes fueron finamente 

macerados y tamizados para obtener un mismo tamaño de partícula (75 µm). 

 

La digestibilidad proteica in vitro de los ingredientes se evaluó empleando la técnica del 

pH-STAT, según la metodología descrita por Dimes y Haard (1994). Brevemente, 40 mg de 

proteína de cada ingrediente proteico se disolvieron en agua destilada y el pH se ajustó a 

8.0 durante 15 min. Se adicionó una cantidad de extracto enzimático equivalente a 12 UA 

de proteasas alcalinas totales, al cual previamente se le ajustó el pH a 8.0. El volumen final 

de la mezcla de reacción se ajustó a 5 ml con agua destilada. La titulación se realizó durante 

45 min, con agitación continua y a temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC), 

utilizando un titulador automático. 

 

El porcentaje de enlaces peptídicos hidrolizados conocido como grado de hidrólisis proteica 

(GH) del sustrato (ingrediente) se calculó a partir de la siguiente ecuación:  
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GH = B × N
B 

× 1/α × 1/M
P 

×1/h
tot 

× 100%  

En donde,  B: volumen (mL) del NaOH usado para mantener el pH en 8.0 durante el tiempo 

de reacción determinado; N
B
: normalidad de la base (0.1 N); α: grado promedio de 

disociación de los grupos α-aminoacidos liberados durante la hidrólisis, determinado por la 

ecuación α = (10
pH – pK

) / (1 + 10
pH – pK

) donde los valores de pK son dependientes de la 

temperatura y tamaño del péptido. Por lo tanto, el valor de 1/α es el factor de calibración de 

α para el pH-STAT, que de acuerdo a Adler-Nissen (1986), a un pH de 8.0 y una 

temperatura de reacción cercana a 25 °C, 1/α = 1.5; M
P
: masa de proteína cruda en la 

mezcla de reacción, estimada al multiplicar la concentración de nitrógeno (N) obtenido por 

el método Kjeldahl (1883) por un factor de conversión adecuado (f
N
); y h

tot
: contenido total 

de enlaces peptídicos en la proteína, el cual es expresado como equivalentes de enlaces 

peptídicos por kilogramo (o miliequivalente por gramo), siendo 8.0 meq/g una buena 

aproximación (Adler-Nissen, 1986).  

 

Cada determinación fue realizada por triplicado para cada ingrediente, las líneas base se 

realizaron por duplicado. Los valores de autohidrólisis se obtuvieron de las líneas base y se 

expresaron como un porcentaje de aquellos obtenidos al emplear los extractos enzimáticos 

digestivos (Alarcón et al 2002). 

 

Se utilizó la caseína como proteína de referencia, asignándole a su GH un valor de 100 y 

asignándole a cada ingrediente probado un valor porcentual de digestibilidad con respecto a 

la caseína. 
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Cuadro 2. Composición proximal (% base seca) de los ingredientes evaluados en las 

secciones 2.6 y 2.7. Promedios ± desviación estándar, n=2. ELN: extracto libre de 

nitrógeno. 

 

Ingrediente Proteína 

% 

Lípidos 

% 

ELN 

% 

Ceniza 

% 

Harina de pescado de Panamá 64.83±1.85 14.13±0.01 0.26 20.78±0.01 

H. de pescado local 58.83±0.12 10.51±0.16 6.25 24.41±0.10 

H. Tortave 51.51±0.44 35.28±0.52 0.9 12.31±0.11 

H. de carne y hueso 39.48±1.20 19.67±0.52 4.74 36.11±0.67 

H. de sangre 89.60±0.60 1.29±0.11 0.04 9.07±0.11 

H. de soya  55.10±0.01 3.96±0.10  33.82 7.12±0.03 

H. de acemite de trigo 19.38±075 7.78±0.53 67.26 5.58±0.01 

H. de maíz 11.65±0.32 9.11±0.42 76.07 3.17±0.02 

H. de puntilla de arroz 9.76±0.13 4.32±0.09 84.96 0.97±0.02 

H. de coquito de palma 15.28±0.48 10.33±0.37 70.17 4.23±0.05 

H. de semolina de arroz 13.86±0.27 12.05±0.40 62.26 11.83±0.52 

H. de trigo 12.50±0.61 6.88±0.32 79.55 1.06±0.01 

 

2.8. Análisis estadístico 

 

Para determinar si hubo diferencias en el crecimiento, sobrevivencia y en la actividad 

enzimática, entre los protocolos de alimentación utilizados en el apartado 2.5, se realizó un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA). Los resultados del porcentaje de inhibición 

enzimática de cada ingrediente (2.6) se compararon mediante un ANOVA y una prueba de 

rangos múltiples, al igual que los resultados de digestibilidad in vitro (2.7). Todas las 

pruebas se realizaron a un nivel de significancia de 0.05, utilizando el paquete estadístico 

Statgraphics Centurion XV. 
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3. Resultados 

 

3.1. Desarrollo histológico del sistema digestivo 

 

Las larvas de guapote lagunero recién eclosionadas (0 DDE, 6.43±0.13 mm) presentaron un 

tubo digestivo recto e indiferenciado, cerrado en la parte anterior y posterior, en posición 

dorsal al saco vitelino. El saco vitelino fue largo y de forma ovoide, con varias gotas de 

aceite. Las glándulas digestivas accesorias, como el hígado y el páncreas no se visualizaron 

en ese momento. La pigmentación de los ojos inició algunas horas después de la eclosión. 

Dos DDE (7.66±0.12) empezó a formarse la vejiga gaseosa, en posición dorsal al intestino. 

El hígado aumentó bastante de tamaño y se observaron acumulaciones lipídicas en los 

hepatocitos. Las larvas abrieron la boca a los 3 DDE (7.95±0.24 mm), lo cual coincidió con 

el inicio de la diferenciación del tubo digestivo en: buco-faringe, esófago, estómago 

incipiente, el cual consistió en un ensanchamiento al final del esófago presentando células 

en acino (futuras glándulas gástricas), el intestino anterior y posterior, cuya mucosa 

empezaba a formar pliegues. Además, el esófago presentó células globet y el páncreas 

presentó gránulos acidofílicos (zimógenos) (Fig. 1a-c). 
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Figura 1. Cortes longitudinales de larvas tres DDE. (a) Vista general. (b) Páncreas e hígado, 

las flechas señalan las vacuolas lipídicas de los hepatocitos. (c) Estómago y vejiga natatoria 

incipientes, las flechas señalan las células globet en el esófago. B: cerebro, CG: glándula 

adhesiva, E: ojo, EP: páncreas endocrino, GA: arcos branquiales, I: intestino, IS: estómago 

incipiente, L: hígado, N: notocordio, P: páncreas exocrino, Sb: vejiga natatoria, YS: saco 

vitelino. 

 

A los 5 DDE (8.31±0.14 mm) se empezó a inflar la vejiga natatoria y se abrió el ano. A los 

6 DDE (8.58±12 mm) las larvas nadaban libremente en la columna de agua e iniciaron el 

periodo de alimentación mixta: exógena y endógena. Estas larvas presentaron un estómago 

con glándulas gástricas, dentro del cual había quistes de Artemia (Fig. 2a-b). Además, se 

completó la torsión del intestino, el cual presentaba una mucosa con más pliegues y células 

globet (Fig. 2c). 
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Figura 2. Cortes longitudinales de larvas 6 DDE. (a) Vista general mostrando la presencia 

de un quiste de Artemia en el estómago. (b) Intestino posterior, las flechas señalan las 

células globet. (c) Estómago con glándulas gástricas. AC: quiste de Artemia, GG: glándulas 

gástricas, IA: intestino anterior, IP: intestino posterior, L: hígado, P: páncreas exocrino, S: 

estómago, YS: saco vitelino. 

 

A los 9 DDE (10.20±0.24 mm) aparecieron vacuolas lipídicas supranucleares en las células 

del epitelio intestinal, las cuales ocupan la mayor parte del citoplasma (Fig. 3b). El 

estómago parece bien desarrollado, con muchos pliegues y glándulas gástricas (Fig. 3a). 

Casi todas las reservas vitelinas se han consumido, principalmente quedaban gotas de aceite 

que se terminaron de consumir aproximadamente 15 DDE (14.61±0.23 mm). 

Posteriormente, no se observaron cambios en las estructuras del sistema digestivo, excepto 

por la formación de depósitos de grasa (adipocitos) en el páncreas y el aumento en volumen 

de todos los órganos digestivos (Fig. 3c). 
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Figura 3. Cortes longitudinales de larvas de 9 y 25 DDE. (a) Vista general a los 9 DDE 

mostrando la presencia de quistes de Artemia en el intestino anterior. (b) Intestino posterior, 

los enterocitos presentan inclusiones lipídicas supranucleares. (c) Vista general a los 25 

DDE (final del periodo larval) mostrando depósitos de grasa (adipocitos) en el páncreas. 

AC: quiste de Artemia, EP: páncreas endocrino, FD: depósitos de grasa, GB: vesícula 

biliar, IA: intestino anterior, IP: intestino posterior, L: hígado, OE: esófago, P: páncreas 

exocrino, S: estómago, Sp: bazo, SV: vacuolas lipídicas supranucleares. 

 

3.2. Ontogenia enzimática 

 

Al inicio de la alimentación exógena, el peso húmedo y la longitud total de las larvas 

utilizadas para la descripción de la ontogenia enzimática fue de 7.56±0.31 mg y 9.49±0.28 

mm respectivamente. Al final del periodo de estudio (40 DDE), las larvas pesaron 268.66 

±25.44 mg y midieron 27.66±1.06 mm (Fig. 4). 
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Figura 4. Peso húmedo y longitud total de larvas de P. dovii (promedio ± DE, n=30). 

 

Todas las enzimas evaluadas se detectaron desde el primer día de muestreo. La actividad 

específica de proteasas ácidas mostró los niveles más altos al inicio y al final del periodo de 

muestreo (6 y 41 DDE), mostrando fluctuaciones entre esos días (Fig. 5a). La actividad 

específica de proteasas alcalinas presentó los mayores niveles a los 14 y 41 DDE (Fig. 5b). 

La actividad específica de la tripsina se incrementó ligeramente a los 14 DDE, para 

disminuir paulatinamente hasta los 41 DDE (Fig. 5c). Por el contrario, la actividad 

específica de la quimotripsina fue incrementando paulatinamente hasta los 41 DDE (Fig. 

5d). La actividad específica de leucina-aminopeptidasa mostró un patrón de variación 

temporal similar a las proteasas alcalinas, con un pico a los 14 DDE y un máximo a los 41 

(Fig. 5e). Finalmente, la actividad específica de la carboxipeptidasa A disminuyó de los 6 a 

los 14 DDE, para luego incrementarse hasta un máximo a los 30 DDE y volver a disminuir 

a los 41 días (Fig. 5f). 
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Figura 5. Actividad  específica de proteasas digestivas durante la ontogenia inicial de P. 

dovii (promedio ± DE). (a) Proteasas ácidas, (b) proteasas alcalinas, (c) tripsina, (d) 

quimotripsina, (e) leucina-aminopeptidasa y (f) carboxipeptidasa A. 

 

La actividad específica de la lipasas (Fig. 6a) presentó un pico a los 14 DDE y después 

alcanzó un máximo a los 41 DDE. La actividad específica de la -amilasa fue fluctuante, 

con un pico a los 22 DDE y un máximo a los 41 DDE (Fig. 6b). La actividad específica de 

la fosfatasa ácida, presentó su mínima actividad a los 6 DDE, luego alcanzó su valor mayor 

a los 14 DDE, para disminuir gradualmente hasta los 41 DDE (Fig. 6c). Finalmente, la 

actividad específica de fosfatasa alcalina mostró un pico de máxima actividad a los 22 DDE 

(Fig. 6d). 
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Figura 6.  Actividad  específica de diferentes enzimas digestivas durante la ontogenia 

inicial de P. dovii (promedio ± DE, n=3). (a) Lipasa, (b) α-amilasa,  (c) fosfatasa ácida y (d) 

fosfatasa alcalina. 

 

3.3. Efecto del alimento en el crecimiento y la actividad de proteasas digestivas 

 

 La supervivencia fue de  99.1% para el protocolo A (destete temprano) y de 97.9% para el 

protocolo B (uso exclusivo de alimento formulado), no encontrándose diferencia 

significativa (P=0.106).  

El incremento en la longitud total al final del periodo experimental fue superior para el 

protocolo A que con el B, 9.10±0.25 mm vs 3.94±0.09 mm, respectivamente. Este 

incremento correspondió a una tasa específica de crecimiento en longitud de 3.40±0.07% 

diario  y 1.77±0.05 % diario. El periodo de mejor crecimiento para el tratamiento A ocurrió 

al inicio de la alimentación, entre los 8 y 12 DDE y para el tratamiento B, avanzado el 

periodo larval, entre los 20 y 24 DDE (Cuadro 3).  
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Se observó la misma tendencia para el peso corporal (PC). El incremento en peso de las 

larvas para todo el periodo también fue superior y más acelerado en el tratamiento A que en 

B, 81.31±2.41 mg vs 20.64±0.57 mg, respectivamente. La tasa específica de crecimiento en 

peso correspondiente fue de 12.25±0.11 % PCd
-1

 para el protocolo A y de 6.53±0.27% 

PCd
-1

 para el protocolo B. En el protocolo A, el crecimiento en peso más destacado sucedió 

entre los 8 y 12 DDE y en el protocolo B entre los 16 y 20 DDE (Cuadro 3). 

  

Cuadro 3. Tasa específica de crecimiento (TEC, % d
-1

) en longitud y peso por periodo para 

larvas de  P.  dovii,  según el protocolo de alimentación. Promedio ± error estándar, n=3. 

Los promedios en la misma fila, con letras distintas indican diferencias significativas (p≤ 

0.05) entre tratamientos. 

  

DDE 

TEC Longitud total TEC Peso 

Protocolo A Protocolo B Protocolo A Protocolo B 

8-12 6.39±0.50 
a
 1.39±0.34 

b
 20.67±1.36 

a
 1.32±1.23 

b
 

13-16 3.92±0.57 
a
 1.76±0.30

 b
 18.02±0.93

 a
 6.93±0.91 

b
 

17-20 3.33±0.02 
a
 1.95±0.21 

b
  8.80±0.65 

a
 8.37±0.53 

a
 

21-24 1.51±0.22
 a
 2.46±0.42 

a
  6.21±0.45 

a
 8.14±1.76 

a
 

25-28 1.85±0.34 
a
 1.28±0.23 

a
  7.58±1.50 

a
 8.01±1.34

 a
 

 

 

Con respecto a la actividad individual de proteasas alcalinas totales (U/larva), las larvas 

alimentadas con el protocolo A presentaron una mayor actividad (Figura 7a), mostrando 

dos picos, uno 16 DDE y otro mayor a 24 DDE. Con el protocolo B, las larvas aumentaron 

progresivamente su actividad proteolítica alcalina y el valor máximo se obtuvo al final del 

experimento. En términos de la actividad específica (U/mg proteína), los resultados fueron 

similares para ambos protocolos de alimentación (Figura 7b). La única diferencia notable 

consistió en la mayor actividad presentada por las larvas del protocolo A a los 24 DDE. 

Las larvas presentaron actividad de proteasas ácidas (tipo pepsina) desde el inicio de la 

alimentación exógena. Los cambios temporales en los niveles de actividad de estas 

enzimas, en ambos protocolos de alimentación, fueron similares a los presentados por las 
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proteasas alcalinas, tanto para la actividad total como para la actividad específica (Figura 7c 

y 7d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Actividad proteolítica de P. dovii durante el periodo larval de acuerdo al 

protocolo de alimentación (protocolo A= destete temprano, protocolo B= uso exclusivo de 

alimento formulado). a) Actividad alcalina total; b) actividad alcalina específica; c) 

actividad ácida total; d) actividad ácida específica. Promedios ± error estándar, n=3. Los 

asteriscos indican diferencias significativas (P≤0.05) entre protocolos de alimentación. Las 

flechas en el eje X indican el inicio y final del destete en el protocolo A. 
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3.4. Evaluación del efecto inhibitorio de harinas vegetales sobre las proteasas 

digestivas alcalinas  

 

Todas las harinas vegetales probadas redujeron la actividad proteolítica alcalina de las 

larvas de P. dovii. En general, las harinas de soya y acemite de trigo produjeron los 

porcentajes mayores de inhibición, mientras que las harinas de trigo y puntilla de arroz 

produjeron los valores más bajos (P≤0.05). Sin embargo, se presentaron diferencias entre 

estadios de desarrollo, larvas de 30 DDE mostraron una sensibilidad mayor a los 

inhibidores presentes en estas harinas, excepto con las harinas de soya, coquito de palma y 

acemite de trigo (Fig. 8, P≤0.05). 

 

 

Figura 8. Porcentajes de inhibición de las proteasas digestivas alcalinas en larvas de P. 

dovii de 15, 22 y 30 DDE (promedios ± DE). Los promedios con letras distintas indican 

diferencias significativas entre estadios larvales para la misma harina (P≤0.05). 

 

3.5. Evaluación de la digestibilidad alcalina in vitro de la proteína de ingredientes 

dietarios 

 

El ingrediente que presentó el mayor valor de hidrólisis proteica y de digestibilidad alcalina 

in vitro de la proteína fue la harina de carne y hueso (res), superando incluso a la caseína 
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(empleada como patrón o control). Por el contrario, la harina que presentó el valor más bajo 

fue la harina de soya (Cuadro 4 y Fig. 9). 

 

Cuadro 4. Grado de hidrólisis proteica (GH) y porcentaje de digestibilidad alcalina de la 

proteína utilizando extractos enzimáticos de P. dovii de 30 DDE. Promedios ± DE, n=3. 

Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0.05). 

 

Harina GH Digestibilidad 

Caseína 2.67± 0.07 100.00± 2.62
a
 

Harina de carne y hueso 3.04± 0.17 113.92± 6.17
b
 

H. de pescado de Panamá 2.00± 0.09 74.92± 3.4
c
 

H. de Tortave 1.87± 0.08   69.99± 2.68
c
 

H. de pescado local 1.41± 0.13   52.85± 4.72
d
 

H. de sangre 1.01± 0.06   38.07± 2.03
e
 

H. de soya 0.53± 0.00   19.82± 0.00
f
 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de hidrólisis proteica en condiciones alcalinas, en función del tiempo, 

utilizando extractos enzimáticos de P. dovii de 30 DDE. Promedios ± DE, n=3. HPP: harina 
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de pescado Panamá, HTO: harina de tortave, HSO: harina de soya, HCH: harina de carne y 

hueso, HS: harina de sangre, HPS: harina de pescado local y HCA: caseína. 

 

4. Discusión 

 

El desarrollo macroscópico (boca, ojos, ano, etc.) de las larvas coincidió con lo reportado 

por Cabrera et al. (1988) para esta misma especie, quienes reportaron el final de la etapa 

larval y el inicio de la fase de alevín a los 20 DDE, cuando aparecen las primeras escamas. 

El desarrollo del sistema digestivo de larvas de P. dovii fue similar al reportado para otros 

cíclidos y otras especies de agua dulce (ver revisión en Treviño et al. 2011). Sin embargo, 

el tiempo que tardan en diferenciarse las estructuras digestivas varía entre distintas 

especies. Estas diferencias temporales se relacionan con las estrategias reproductivas de 

cada especie (Balon 1975). La ontogenia del sistema digestivo de los cíclidos que desovan 

sobre un sustrato, como P. dovii (presente trabajo), Cichlasoma dimerus (Meijide y 

Guerrero 2000), Oreochromis niloticus (Morrison et al. 2001), Petenia splendida (Treviño 

et al. 2011) y Cichlasoma urophthalmus  (Cuenca-Soria et al. 2013), es más acelerada que 

en cíclidos que son incubadores bucales, como Labeotropheus sp. (Fishelson 1995). Las 

larvas de los desovadores en sustrato se desarrollan más rápidamente para maximizar sus 

posibilidades de sobrevivencia; mientras que las larvas que reciben protección parental 

(incubadores bucales) pueden dirigir su energía al crecimiento u otros propósitos (Lazo et 

al. 2011). 

 

Bajo las condiciones de cultivo empleadas en este estudio, P. dovii agotó sus reservas 

vitelinas 11 días después de haber iniciado la alimentación exógena. Este es un periodo de 

tiempo bastante largo, similar al encontrado en  larvas de P. splendida (Treviño et al. 

2011). Según Gisbert y Williot (1997), la presencia de este alimento endógeno podría 

facilitar la transición hacia la alimentación exógena y constituye una ventaja en caso de que 

se retrase su inicio. 

 

El estómago de las larvas de P. dovii mostró una morfología uniforme, igual a lo 

presentado por P. splendida (Treviño et al. 2011), lo cual indica que realiza principalmente 
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digestión química, en vez de una combinación de digestión química y mecánica, como en 

otras especies de peces que presentan una diferenciación del estómago en regiones 

cardiaca, fúndica o pilórica (Zambonino-Infante et al. 2008). 

La presencia de vacuolas lipídicas supranucleares en el epitelio intestinal, a partir de los 9 

DDE, indica que aunque las larvas pueden digerir y absorber los lípidos del alimento 

(endógeno y exógeno) y transportarlos hasta el hígado, su habilidad de transporte debe ser 

limitada (Gisberth et al. 2005). Los depósitos de grasas que se presentan posteriormente (a 

partir de los 15 DDE) en el páncreas, podrían indicar que el tipo de alimento suministrado 

(Artemia) o la cantidad excede el requerimiento lipídico de esta especie. 

 

Con respecto a la ontogenia enzimática, se encontró actividad de las enzimas evaluadas 

desde antes del inicio de la alimentación exógena, la cual inició a los 6 DDE. Esto 

concuerda con lo reportado para O. niloticus (Tengjaroenkul et al. 2002), Oreochromis 

mossambicus (Lo y Weng 2006), C. urophthalmus (López-Ramírez et al. 2011) y P. 

splendida (Treviño et al, 2011). Según Zambonino-Infante y Cahu (2001), las larvas de la 

mayoría de especies de peces cuentan con un amplio espectro de enzimas digestivas desde 

antes del inicio de la alimentación exógena, por lo que la actividad inicial parece estar 

genéticamente programada. 

 

La alta actividad de proteasas digestivas ácidas encontrada a los 6 DDE coincide con la 

presencia de glándulas gástricas en el estómago de las larvas de esta edad, e indica que el 

estómago es funcional (Fig. 5a y 2b). La determinación del momento en que el estómago es 

funcional es importante, ya que para muchos autores es cuando se debe iniciar el uso de 

alimentos formulados (Lazo et al. 2007). El que la actividad ácida específica (U*mg 

proteína
-1

) haya sido mayor al inicio, podría deberse a un menor contenido de otras 

proteínas solubles en los extractos, debido a que el estómago es muy pequeño a esta edad. 

Mientras que el incremento en la actividad encontrado a los 41 DDE podría deberse a que 

esta edad el estómago posee una gran cantidad de glándulas gástricas capaces de secretar 

proteasas ácidas.  
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El incremento de la actividad específica de las proteasas alcalinas totales durante los 

primeros días es indicativo del desarrollo del páncreas y del intestino; mientras que el 

descenso posterior coincidió con el final de la etapa larval y el inicio de la fase de alevín 

(alrededor a los 22 DDE). Este patrón ha sido reportado para otras especies y se cree que se 

relaciona con cambios fisiológicos que suceden durante el desarrollo larval, tales como la 

reducción en la síntesis de enzimas digestivas, el aumento en otras proteínas solubles en los 

extractos, la aparición de otras hormonas o enzimas, o podría estar genéticamente 

programado (Zambonino-Infante y Cahu 2001; Lazo et al. 2007). El aumento de la 

actividad proteolítica de P. dovii al final, puede asociarse con el paso de larva a alevín y a 

la presencia del sistema digestivo completamente desarrollado (Fig. 5b y 3c). 

 

Las fluctuaciones (aumentos y descensos) en la actividad específica de tripsina y 

quimiotripsina (endo-proteasas) (Fig. 5c y d) también se han reportado en larvas de otras 

especies, como Sciaenops ocellatus (Lazo et al. 2007), y se ha hipotetizado que se deben a 

cambios genéticamente programados y a variaciones en el alimento natural de los 

organismos (Zambonino-Infante y Cahu 2001). 

 

Según Zambonino-Infante y Cahu (1994) la leucina-aminopeptidasa y las fosfatasas ácidas 

y alcalinas, que son enzimas del epitelio intestinal, son indicadoras de la maduración de los 

enterocitos y del intestino. De manera que en larvas de P. dovii esto sucede entre los 14 y 

22  DDE, de acuerdo a los patrones de actividad presentados por esas enzimas. 

 

Los picos de actividad específica de lipasas y amilasas a los 14 y 22 DDE, respectivamente, 

podrían relacionarse, al igual que en el caso de las proteasas, con el desarrollo y 

maduración del sistema digestivo, específicamente del páncreas. Luego del periodo de 

transición de larva a juvenil (22-30 DDE), los niveles de ambas enzimas incrementaron, 

coincidiendo con lo reportado para P. splendida. Según Uscanga-Martínez et al. (2011), 

esto le permite a las larvas un mayor aprovechamiento del alimento natural, debido a que 

pueden hidrolizar el glucógeno de sus presas, ya que esta es una especie carnívora, con 

hábitos piscívoros. 
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La aceptación de alimento formulado en larvas de P. dovii, desde el inicio de la 

alimentación exógena, produjo un incremento en peso y longitud, sin afectar su 

supervivencia. Esto demuestra que el sistema digestivo de estos organismos se encuentra lo 

suficientemente desarrollado para digerir y asimilar dietas formuladas desde el inicio de la 

alimentación exógena. Sin embargo, el alimento formulado empleado produjo una tasa 

específica de crecimiento muy baja (cuadro 3). Según Lazo (2000) entre las razones que se 

han postulado sobre el pobre desempeño de las dietas formuladas destacan: carecer de 

sustancias que estimulen su ingestión; no estimular la secreción de zimógenos hacia el tubo 

digestivo, o inhibir ciertas enzimas digestivas ya presentes; ser deficientes en nutrientes 

esenciales (como amino ácidos, ácidos grasos, vitaminas, etc.); proveer nutrientes 

esenciales pero, con una estructura química inadecuada para su digestión, absorción y 

eficiente utilización, o en un proporciones inadecuadas. 

 

Los estudios de crecimiento en larvas de peces de agua dulce muestran resultados variables 

al emplear diferentes alimentos. En carpas, Rottman et al. (1991) obtuvieron mayor 

crecimiento con Artemia en Ctenopharyngodon idella y con una dieta formulada en 

Hypophthalmichthys nobilis. Las larvas del gaspar Atractosteus spatula tuvieron un mejor 

crecimiento al alimentarse con dietas formuladas (Mendoza et al. 2008). Drossou et al. 

(2006) no encontraron diferencia en el crecimiento de larvas de la tilapia O. niloticus 

alimentadas con Artemia o una dieta para alevines de trucha. Pareciera que, además de la 

especie, el adecuado crecimiento de las larvas está ligado al suministro de dietas adecuadas 

a la capacidad digestiva de los organismos en cultivo, sus requerimientos nutricionales y las 

condiciones de crianza. 

 

Con respecto al efecto del alimento en la actividad enzimática, según Zambonino-Infante y 

Cahu (2001), la composición de la dieta puede modular (disminuir o incrementar) la 

actividad de ciertas enzimas digestivas. De acuerdo con Hofer y Wee (citados por Drossou 

et al. 2006), la producción de enzimas proteolíticas aumenta con el uso de alimentos 

inadecuados, ya que las larvas intentan compensar la mala calidad del alimento 

produciendo más enzimas. Además, el tiempo de tránsito intestinal en las larvas es menor 

que en los juveniles, a causa de una menor longitud intestinal, por lo que tienen menos 
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tiempo para la digestión y absorción. Una mayor producción enzimática requiere de un 

gasto energético considerable, lo cual produce un menor crecimiento. Esto concuerda con 

los resultados obtenidos en términos de actividad proteolítica específica, para ambos grupos 

de proteasas, ya que sus niveles fueron muy semejantes entre ambos protocolos (A: Artemia 

y B: alimento inerte), incluso llegando a ser menores para el protocolo A en determinados 

momentos (Fig. 7b y d). 

 

Los niveles de actividad específica de las proteasas ácidas y alcalinas mostraron el mismo 

patrón de variación temporal dentro de cada tratamiento. Con el protocolo B, la actividad 

de ambas enzimas mostró un aumento progresivo a lo largo del periodo larval, lo que indica 

que hubo cierta compensación debida al alimento formulado. Con el protocolo A, los 

niveles de actividad proteolítica disminuyeron ligeramente durante el periodo de destete, lo 

que sugiere que hubo un efecto por el cambio de alimento. Sin embargo, estas fluctuaciones 

también se presentaron al alimentar las larvas exclusivamente con Artemia (Fig. 5). De 

manera que, como se mencionó antes, podrían deberse a cambios fisiológicos o a 

programas genéticos innatos (Zambonino-Infante y Cahu 2001; Lazo et al. 2007). El 

aumento en la actividad enzimática luego del destete, cuando las larvas se alimentaban 

exclusivamente con la dieta formulada, podría deberse a una compensación fisiológica. Por 

el contrario, el descenso en la actividad específica al final del periodo larval podría indicar 

que el sistema digestivo es entonces capaz de digerir y asimilar adecuadamente el alimento 

formulado. 

 

La menor actividad de proteasas ácidas determinada en este ensayo (efecto del alimento en 

la actividad proteolítica), en comparación con lo reportado para la ontogenia enzimática 

(Fig. 7d y 5a, respectivamente), pudo ser influenciada por la forma de preparar los extractos 

enzimáticos, ya que en el primer caso se prepararon en agua destilada y no en buffer a pH 

2.0, lo cual pudo causar cierto grado de inactivación de estas enzimas. 

 

Además del conocimiento de la ontogenia digestiva y el efecto del alimento sobre esta, la 

selección de ingredientes adecuados es fundamental para la formulación de dietas capaces 

de maximizar el crecimiento de las larvas. Por esta razón, en este trabajo se realizó la 
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evaluación in vitro de varios ingredientes, por medio de ensayos de inhibición de la 

actividad proteolítica alcalina para valorar ingredientes de origen vegetal, y usando el 

método de pH-Stat, para evaluar la digestibilidad proteica alcalina de ingredientes ricos en 

proteína, tanto de origen animal como vegetal.  

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de diferentes ingredientes de origen vegetal en 

la actividad proteolítica alcalina de las larvas de P. dovii,  indican que la susceptibilidad a 

los inhibidores está influenciada por el estadio de desarrollo larval (Fig. 8). Esto podría 

deberse a los cambios temporales en los niveles de las diferentes proteasas digestivas 

durante el periodo larval (Fig. 5). Debido a lo anterior, se recomienda la formulación de 

dietas específicas para cada estadio del desarrollo larval, que incluyan los ingredientes que 

presenten la menor inhibición de las proteasas y la mayor digestibilidad. 

 

En otros estudios realizados en peces marinos y dulceacuícolas, se ha reportado que el 

efecto de los inhibidores presentes en las harinas vegetales varía en dependencia del 

ingrediente, la cantidad suministrada y la especie (El-Sayed et al. 2000; Alarcón et al. 

2001; Chong et al. 2002; Pérez et al. 2003; Santiagosa et al. 2008; Rodiles et al. 2012). 

Al comparar los ingredientes evaluados, independientemente del estadio de desarrollo, se 

determinó que la harina de soya y el acemite de trigo produjeron la mayor inhibición 

(p≤0.05). El efecto de la soya coincide con los resultados obtenidos por Pérez et al. (2003) 

con Piaractus mesopotamicus, así como por Alarcón et al. (2001) en Lutjanus 

argentiventris y Lutjanus novemfasciatus. Además, El-Sayed et al. (2000) reportan una 

disminución del crecimiento y aprovechamiento del alimento en O. niloticus, al utilizar la 

soya como sustituto de la harina de pescado. Por el contrario, Chong et al. (2002) 

encontraron poca inhibición enzimática en Symphysodon spp., sugiriendo la inclusión de 

esta fuente proteica en la dieta.  

 

Existen dos grupos de inhibidores de proteasas en la soya: el inhibidor Kunitz y el inhibidor 

Bowman-Birt, que inhiben tanto a la tripsina como a la quimiotripsina. Además, la soya 

presenta otros factores antinutricionales (FANs) como los fitatos, los cuales no actúan 

directamente sobre las proteasas, pero pueden formar complejos fitato-proteína que 

disminuyen la acción de las proteasas digestivas de las larvas sobre la proteína (National 
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Research Council 2011). En el caso de los inhibidores de proteasas, estos se pueden 

inactivar en cierto grado con tratamientos térmicos (Alarcón et al. 2001). 

 

Con respecto a la harina de trigo, Moyano et al. (1999) determinaron su efecto en adultos 

de O. niloticus, Sparus aurata y Solea senegalensis, encontrando mayor inhibición en las 

proteasas de S. senegalensis, mientras que sus derivados, como el salvado de trigo (en 

concentraciones bajas), mostraron porcentajes de inhibición menores que con derivados del 

arroz (afrechillo de arroz) en adultos de P. mesopotamicus y Odontesthes bonaeriensis 

(Pérez et al. 2003). 

 

De igual forma, con la harina maíz se ha determinado un efecto inhibidor sobre la enzima 

tripsina (Jamal et al. 2012). En el caso de la harina de coquito de palma africana, su 

inclusión en niveles mayores al 10% produjo una reducción en el crecimiento de O. aureus 

(Iluyemi et al. 2010), la cual pudo ser causada, en parte, por la presencia de inhibidores de 

proteasas  y otros FANs. Sin embargo, procesos de biocoversión, como la  fermentación 

con Trichoderma koningii, han mejorado la digestibilidad de la proteína en híbridos de 

tilapia (Ng et al. 2002; Hem et al. 2008). 

 

Los valores de digestibilidad alcalina obtenidos en este trabajo con alevines de P. dovii de 

30 DDE son similares a los reportados por Álvarez-González et al. (2008) para juveniles de 

P. splendida, otro cíclido carnívoro, quienes obtuvieron valores bajos de digestibilidad 

alcalina para la harina de soya y para la harina de sangre de res y valores altos para la 

caseína, la harina de vísceras de pollo y la harina de pescado. De igual manera, con 

Centropomus undecimalis,  otra especie carnívora, se obtuvo resultados similares (Concha-

Frías 2008).  

 

Según Uscanga-Martínez et al. (2011), el comportamiento de la digestibilidad de las 

diferentes fuentes de proteínas se relaciona con los hábitos alimenticios, por lo que al ser 

estas especies carnívoras tendrán mayor capacidad de hidrolizar las harinas de origen 

animal. Además, el bajo valor de digestibilidad alcalina in vitro obtenido para la harina de 

soya se relaciona también con la presencia de inhibidores de proteasas (Fig. 9 y 8).  
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Con base en los resultados de digestibilidad in vitro, se podrían iniciar ensayos para 

sustituir en algún porcentaje la harina de pescado, ya sea por harina de tortave o harina de 

carne y hueso, tomando también en consideración su perfil de aminoácidos. 

 

En conclusión, las larvas de P. dovii cuentan con un un sistema digestivo lo suficientemente 

desarrollado, con las estructuras y las enzimas digestivas necesarias para digerir y asimilar 

el alimento formulado, desde el inicio de la alimentación exógena. Sin embargo, el 

alimento formulado debe diseñarse con base en los requerimientos nutricionales y en la 

capacidad digestiva en cada fase del desarrollo larval. De manera que todavía falta por 

determinar los requerimientos nutricionales, así como cuantificar la digestibilidad in vitro 

de otros ingredientes y para diferentes estadios del desarrollo larval, con el fin de formular 

una dieta adecuada para las larvas de esta especie. 
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