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I. Titulo

Evaluacion de las respuestas fisioldgicas y morfologicas de crias del pez espada
Xiphophorus helleri Heckel, 1848 (Pisces: Poeciliidae), alimentados con diferentes

concentraciones de vitamina A.

Resumen

El término vitamina A (vitA) define a los compuestos con la actividad biolégica
cualitativa del retinol. Este compuesto es muy importante en diversos procesos fisioldgicos
de los vertebrados, como la diferenciacion y el mantenimiento de los epitelios, el
crecimiento, embriogénesis y la vision. Aun cuando la vitA es un ingrediente muy
importante en la dieta, existe poca informacion referente a los requerimientos cualitativos
en especies acuaticas de importancia comercial y practicamente nula para especies que se
comercializan para ornato. Por ello, en el presente trabajo se planteo determinar los efectos
de la vitA en el crecimiento y algunas respuestas fisiologicas en crias de Xiphophorus
helleri, una de las especies comerciales de ornato més importantes en el pais. Se realizaron
dos pruebas de alimentacion en las cuales, crias de X. helleri se alimentaron con pulga de
agua (Moina macrocopa), enriquecida con retinil palmitato a concentraciones de 67,000;
133,000; 267,000 y 533,000 UI de vitA/L de medio de enriquecimiento (UI/L) para la
primera y 33,000; 67,000; 100,000 y 133,000 UI/L en la segunda prueba. Al finalizar las
pruebas de alimentacion, se determino el crecimiento, excrecion de amonio, consumo de
oxigeno, contenido de lipidos y proteinas y se realizaron observaciones de la columna
vertebral. Los resultados indican que la concentracion 6ptima de vitA para las crias de X.

helleri se sitia entre las 67,000 y las 133,000 UI/L medio. El peso final, la ganancia en
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peso, la tasa especifica de crecimiento y las medidas morfométricas se incrementaron
conforme al aumento entre los niveles antes mencionados de vitA. También se observo una
distribucion diferencial de lipidos, que aumentaban tanto en visceras como en musculos con
el incremento de vitA, pero siendo ligeramente mayor en las primeras. Bajo estas
condiciones, hay un mejor aprovechamiento de la dieta debido al crecimiento y una menor

produccion de amonio.

Abstract

Vitamin A (vitA) is the generic descriptor for compounds with retinol-like activity. It
plays an important role in several physiological processes in animals including
differentiation and maintenance of epithelial cells, growth and vision. That includes fish
species, and for many of them has been established the optimal amount in feeding;
however, for commercial importance species there is little bit information and even less for
the ornamental ones. Thus, fry of the livebearer Xiphophorus helleri have been chosen to
determine the effects of dietary vitA on the growth and some physiological responses to get
establishment of optimal amount in diet, one of the most important ornamental species in
our country. There were two feeding trials using the water flea Moina macrocopa as meal,
enriched with retinyl plamitate at concentrations of 67,000; 133,000; 267,000 and 533,000
UI vitA/L of enrichment media (UI/L media) for first trial and 33,000; 67,000; 100,000 and
133,000 UI/L media for the second trial. The present data indicates that optimal
concentration for X. helleri is between 67,000-133,000 UI/L media. Final weight, weight
gain, specific growth rate, and morphometric measures increased with the increment of

vitA between the aforementioned levels of vitA. There was too a differential distribution of
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lipids, which increases with higher vitA concentrations to both viscera and muscles, being
slightly greater at first one. The data indicates that mechanism have evolved as a system for
oocites with a bigger amount of vitellus, and thus obtaining better frys. Under these

conditions, there is a better diet use due to growing and a lesser ammonia production.
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I1. Introduccion y planteamiento del problema

El término vitamina A (vitA) define a los compuestos con actividad biolégica
cualitativa del retinol, molécula monociclica que contiene una doble ligadura entre los
carbonos 5-6, junto a un grupo funcional en el término de su porcidn aciclica. La porcion
ciclica es un nucleo de B-ionona sustituido [4-(2, 6, 6-trimetil 1-2-ciclohexeno-1-y1)-3-
buten-2-ona], y la cadena lateral (la porcion aciclica) estd compuesta de dos unidades
isoprenoides (relacionadas con el isopreno, el 2-metil-1,3 butadieno) unidas por cabeza y
cola al carbono 6 del nucleo de B-ionona. Las formas con actividad biologica de la vitA
existen de manera natural bajo tres formas:

1) Retinol (un alcohol cristalino ligeramente amarillo)

2) Retinal o retinaldehido (vitA bajo la forma de un aldehido)

3) Retinil éster (la vitamina bajo su forma esterificada) (Combs, 1998).

La forma oxidada del retinol, el 4cido retinoico, es un importante retinoide y que esta
involucrado en el control de la diferenciacion celular. Sin embargo, al no poder convertirse
en retinol metabolicamente, no se considera vitA.

La vitA es esencial para los vertebrados, pues juega un papel importante en varios
procesos fisioldgicos: la funcion visual, hasta ahora el proceso mejor conocido y que realiza
el retinal. Asi mismo, el desarrollo, mantenimiento de los epitelios y el crecimiento,
realizado por el &cido retinoico al mediar en la expresion genética de las células. El retinol
parece que tiene un papel en la reproduccion (Baud ef al., 1999; Kruk et al., 2008).

La deficiencia de vitA en la dieta provoca retraso en el crecimiento, debilidad visual y
ceguera nocturna al reducir la regeneracion del pigmento visual rodopsina, pérdida de la
integridad del epitelio, poca resistencia a las infecciones, alteracion de la morfologia del
higado, muerte embrionaria temprana y mortalidad en organismos ya desarrollados,

hipogonadismo como consecuencia de atrofia testicular y una disminuciéon en la
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espermatogénesis, anemia, anorexia, y malformaciones que incluye defectos oculares,
cardiovasculares, renales, del paladar y labio hendido, etc.

El exceso de vitA se acumula en los rifiones, higado y ovarios, incrementandose
conforme a la concentracion provocando intoxicacion y hasta la muerte. También induce
anormalidades en el desarrollo tales como hemorragias, coloraciones anormales en la piel y
deformidades 6seas (Shim et al., 1989; Combs, 1998; Baud et al., 1999; Alzota, 2001;
Hornby et al., 2003; Kruk et al., 2008).

Los problemas asociados a la deficiencia o exceso de vitA son una cuestion
fundamental en la produccion de peces, porque estan asociadas con una disminucion del
crecimiento, altas tasas de mortalidad, susceptibilidad al estrés y enfermedades. Ademas,
afectan la calidad y el valor comercial de los peces (Moretti et al., 1999; Cahu et al, 2003).
Aunque las concentraciones elevadas de vitA en la alimentacion proveen de cierta
proteccion contra las enfermedades y favorece la regeneracion de los tejidos dafiados por
alguna herida o bajas temperaturas (Lall, 2000), también se ha mostrado que los niveles
elevados en la dieta resultan en una alta incidencia de deformaciones dseas de la columna
vertebral, de los radios de las aletas y de la mandibula, que se presentan principalmente en
las crias (Cahu et al, 2003; Hernandez et al., 2004, 2006).

Una de las especies de las que no se tienen reportes sobre su requerimiento 6ptimo de
vitA es el pez cola de espada Xiphophorus helleri. Esta especie se caracteriza por que los
machos poseen una prolongacion de los radios caudales inferiores terminada en punta, a
manera de “espada” de coloracidn vistosa. Xiphophorus helleri Heckel (1848) se distribuye
de manera natural en las desembocaduras hacia el Atlantico del rio Nautla, en Veracruz, y
hacia el sur hasta los rios Usumacinta en Guatemala y Sarstun en Belice, llegando al norte de
Honduras, yendo desde el nivel del mar hasta los 1450 msnm en Campeche, Chiapas, Oaxaca,
Quintana Roo, Tabasco y Veracruz. Habita diversos cuerpos de agua, incluyendo charcas,

arroyo, lagunas abiertas y rios con gran diversidad de sustratos, y con aguas que van desde

10
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cristalinas a muy contaminadas, ya sea que no presenten vegetacion o que esta sea
moderadamente abundante; a profundidades de 1.5 m. Rosen (1960) reconocidé cuatro
subespecies: X. h. helleri Heckel, X. h. strigatus Regan, X. h. guentheri Jordan y Evermann y
X. h. alvarezi. A la especie se le conoce coloquialmente por el nombre de pez cola de espada
verde, aunque hay variedades de color rojizo (fig. 1) (Martty y Couto, 1976; Rosen y Bailey,
1963).

Figura 1. Xiphophorus helleri, variedad roja.

Al igual que todo el grupo de los Poeciliidae, muestran grandes modificaciones
dimorficas sexuales tales como el tamafio, la aleta anal y la suspension de esta, las aletas
pectorales y pélvicas e incluso la aleta dorsal y la caudal, partes de la boca y la parte dorsal del
craneo, las costillas pleurales y el patrén de coloracion. La aleta caudal estd modificada a
manera de un gonopodio con suspensorio formado por su base. Este gonopodio es utilizado

por el pez como 6rgano intromitente para introducir el esperma en la hembra, siendo interna la

11
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fertilizacion. La hembra incluso da un aporte de nutrientes a los embriones, ya que el vitelo es
insuficiente para su mantenimiento (Rosen y Bailey, 1963).

La mayor parte de la informacién acerca de los requerimientos nutricionales
cuantitativos y cualitativos de los peces ornamentales se deriva principalmente de la
investigacion llevada a cabo por la industria de la acuacultura desde 1970. Sin embargo, tales
resultados tienen aplicaciones limitadas porque se ha trabajado atin con muy pocas especies de
estos vertebrados acudticos, o los trabajos de esta categoria se aplican principalmente a
especies destinadas a la alimentacion y que por tanto se crian bajo condiciones diferentes a las
de aquellas dedicadas al ornato, lo que lleva a la administracion de dietas inadecuadas (Sales,
2003). Por demés, el uso de alimentos balanceados y distincion de los requerimientos
nutricionales de crias y adultos machos y hembras en diferentes estadios de vida ha sido el
factor que contribuy¢ a la expansion del hobby en el tltimo medio siglo (Ezhil ez al, 2008).

Existen reportes acerca de la influencia de la nutricion sobre la reproduccion y
crecimiento de peces ornamentales, pero no se han realizado trabajos sobre especies de peces
de ornato mexicanos, y solo existe un reporte del uso de vitA en poecilidos (Poecilia
reticulata), lo que deja un amplio campo de investigacion y aplicacion para estas especies de
importancia economica.

Se ha escogido a la especie X. helleri porque es una de las especies de ornato mas
populares, y por tanto de importancia comercial, para establecer las concentraciones
Optimas de vitA a suministrar en la dieta de las crias; tales puntos Optimos estuvieron
determinados principalmente por los mayores aumentos en talla de los organismos (Raja,
2004) (Martty y Couto, 1976). Derivado de esta busqueda, se buscaron conocer los efectos
que provoca su déficit o su exceso (efecto toxico-hipervitaminico junto a los defectos del
esqueleto que, dicho sea oportunamente, no fueron especialmente notables) debido a la

importancia que tiene este nutriente en el desarrollo de los peces durante sus primeras fases

12
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de desarrollo (Lall, 2000; Haga, 2006). A esto se suma el promover el conocimiento de una
especie endémica, cuya conservacion es importante.

También destaca el uso de un pez con modo de reproduccién viviparo, cuyos reportes no
son especialmente abundantes (ademds de Poecilia reticulata) y cuyo desarrollo podria o no
ser distinto en presencia de alimento suplementado con esta vitamina, otorgando las
caracteristicas de un estudio neto exploratorio. Igualmente importante es el haber utilizado
otros parametros no considerados en trabajos anteriores con alimentos vitaminados: el
consumo de oxigeno y la producciéon de amonio.

Por tanto la actual tesis se puede considerar como una importante contribucion al
conocimiento sobre el desarrollo de peces viviparos mexicanos, su osteologia y parametros

fisioldgicos nunca antes medidos o comprobados como efecto de la vitA.

III. Antecedentes

- Para adultos de trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, el optimo de vitA para su
mantenimiento se encuentra entre las 2,500 — 3,500 UI/Kg de alimento balanceado
(Kitamura et al., 1967).

- El guppy Poecilia reticulata tiene su 6ptimo en juveniles entre 2,000 — 4,000 UI/Kg,
concentracion a la que se da el mayor crecimiento (Shim et al., 1990).

- En adultos del jurel de cola amarilla Seriola quinqueradiata, el d6ptimo estd entre
10,500 — 12,500 UI/Kg (Shimeno, 1991).

- En juveniles de tilapia Oreochromis niloticus, el mayor crecimiento se da entre 5,000
— 10,000 UI/Kg (Saleh et al., 1995).

- Para larvas del lenguado Paralichthys olivaceus, con Artemia con medio
enriquecido, se recomiendan una concentraciéon menor de 20 mg vitA/ 10 L de medio (Dedi

etal., 1995).

13
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- Para adultos de bagre de canal Ictalurus punctatus, se reporta un 6ptimo de 1,000 —
2,000 UI vitA/Kg de alimento balanceado en adultos para fines de consumo (Sealey, 1997).

- En juveniles de mero lutria Ephinephelus tauvina, la concentracion Optima de
vitamina es de 3101 UI/Kg (Mohamed et al., 2003).

- En juveniles del lenguado Paralichthys olivaceus, el optimo es de 9,000 UI/Kg.
También se observaron diferencias en cuanto a los lipidos totales, reduciéndose conforme a
la concentracion de vitamina (Hernandez, 2005).

- Para carpa comun en desarrollo Cyprinus carpio, se encuentra entre 4,000 — 20,000
Ul/Kg para la alimentacion de animales de consumo (Hernéndez et al., 2005), pero también
se reportan entre 2,500-5,000 Ul/ Kg de dieta (Kitamura et al., 1967).

- Para las crias de pargo rojo Chrysophrys major alimentadas con retinol palmitato,
sus requerimientos se estimaron entre 5,000 y 20,000 UI/Kg de dieta) (Hernandez, 2006).

- También en juveniles de lenguado japonés Paralichthys olivaceus usando palmitato
de vitA administrada en nauplio de Artemia, el 6ptimo en la dieta estd por debajo de las

5,000 UI de palmitato de vitA/L (Tarui et al., 2006).

IV. Hipotesis

La Vit A es un nutriente indispensable en la dieta de los organismos y en etapas
tempranas se requiere suministrar en concentraciones que no afecten el desarrollo y el
crecimiento, por lo que al aplicar diferentes cantidades de la vitamina en la dieta el efecto
que tengan sobre la respuesta fisiologica y morfoldgica de crias de X. helleri sera distinta

en cada caso.

14
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V. Objetivos

General:

Evaluar las respuestas fisiologicas y morfologicas de crias del pez cola de espada
Xiphophorus helleri alimentados con diferentes concentraciones de vitA.

Particulares:

- Cuantificar el efecto de diferentes concentraciones de vit A sobre la supervivencia de
X. helleri administrada con microcapsulas usando como vehiculo la pulga de agua Moina
macrocopa.

- Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de vit A sobre las respuestas
fisioldgicas (tasa de crecimiento, accion dindmica especifica, excrecion nitrogenada) de X.
helleri suministradas mediante microcapsulas usando como vehiculo M. macrocopa.

- Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de vit A sobre las caracteristicas
morfolégicas de X. helleri suministradas mediante microcépsulas usando como vehiculo M.

macrocopa.

VI. Materiales y métodos

VI. 1. Disefio experimental

El presente estudio realizd en el Laboratorio de Produccion Acuicola (Acuario) de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Se realizaron dos pruebas de
alimentacion, en la primera prueba se determinaron los rangos aproximados de la cantidad
adecuada de vitamina en la dieta, y durante la segunda se determind la concentracion
optima. Este método estd basado en el descrito por Hernandez (2005) para encontrar la
concentracion adecuada de vitamina A en crias de lenguado Paralichthys olivaceus

realizando una serie de aproximaciones para especies cuyo requerimiento se desconoce.

15
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Para el enriquecimiento y descripcion de la vitamina anadida, se sigui6 el método descrito

por Dedi et al. (1995) para el lenguado Paralichthys olivaceus.

VI. 2. Elaboracion de microcapsulas y enriquecimiento:

Las microcéapsulas se prepararon de acuerdo a Esparza (2006), utilizando 2 ml de una
solucion de goma ardbiga al 5% y grenetina al 5%. La vitA se disolvio en 2 ml de acido
oleico y se agrego a la solucion de grenetina-goma ardbiga, asi como 40 ml de agua
destilada a 50 °C. Se mezclaron inicialmente en licuadora durante 5 minutos al tiempo que
se agregaron otros 60 ml de agua destilada a 50° C. Esta solucion se aforé a 150 ml con
agua a 0° C para que la gelacion permitiera la formacion de las microcépsulas. Estas se
mantuvieron en refrigeracion a 0° C hasta su uso. Las concentraciones de vitA en forma de

retinil palmitato (Sigma-Aldrich Co.) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones de vitA para las pruebas de alimentacion.

Solucion total (UI/L Solucion total (UI/L
solucion) - Etapa de solucion)— Concentracion
deteccion de rangos Optima

Control Control

67,000 33,000

133,000 67,000

267,000 100,000

533,000 133,000

Para alimentar a las larvas y administrar la vitamina, se utilizé la pulga de agua Moina
macrocopa enriquecida, que se cultivo con la microalga Chlorella vulgaris. El
enriquecimiento de las pulgas se realizd en matraces Erlenmeyer de 150 ml con una
concentracion de 80 organismos/ml, agregando 5 ml de la microcapsulas por recipiente y
permitiendo un tiempo de captacion de 15 minutos a temperatura ambiente y aireacion

continua (Esparza, 2006; Hernandez et al., 2006).
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VI. 3. Pruebas de alimentacion

Las dos pruebas de alimentacion se desarrollaron bajo las condiciones descritas en la
tabla 2. Al final de cada una de ellas, se evaluaron las siguientes variables de respuesta:
crecimiento, supervivencia, incidencia de deformidades 6seas, excrecion nitrogenada y tasa
respiratoria (Fierro, 1990).

Para evaluar el crecimiento, se realizaron mediciones de peso y longitud con
periodicidad de 10 dias. Para el peso se uso una balanza analitica marca Ohaus Explorer pro
modelo EP213C con un rango de precision de £0.001 G, y para la longitud un ictidémetro
graduado con un rango de precision de +£0.01cm. Se obtuvo el promedio de peso por cada
acuario (suma/numero de organismos). Con estos datos de determiné el peso promedio
final (PF) expresado en gramos; la ganancia en peso, GP= [(peso final PF - peso inicial
PI)/PI]*100; y la tasa especifica de crecimiento, TEC= [(In PF- In PI)/ND]*100, donde
ND= ntimero de dias de duracion de la prueba de alimentacion para cada tratamiento.

También se tomaron las medidas morfométricas de acuerdo a la figura 2.

Tabla 2. Condiciones iniciales del experimento para la primera prueba de alimentacion

Condiciones Deteccion de rangos Concentracion optima
Peso inicial l6g 0.33 £0.05

Numero de peces por | 1 :ciar 10 (inicial)

acuario

Repeticiones 3 3

P?nOdO d?, 85 dias 90 dias

alimentacion

Tamaio de la racién 3,000 — 4,000 pulgas/acuario 3,000 — 4,000 pulgas/acuario

Frecuencia de

: ., 2 veces/dia 2 veces/dia
alimentacion
Ti . Moina macrocopat+ Moina macrocopat+
ipo de alimento . .
microencapsulados microencapsulados
Capacidad del acuario 15 litros 15 litros
Temperatura del agua 25+2°C 26+2°C
pH 84+1 9.8+0.2
Fotoperiodo (10 luz — 14 oscuridad) (10 - 14)
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AM

LP

LT

Figura 2. Medidas morfométricas consideradas en el actual estudio. LT: Longitud total,

LP: longitud patron, AM: altura méxima.

VI. 4. Consumo de oxigeno y excrecion de nitrogeno

Las pruebas se realizaron mediante cdmaras respirométricas, que consistieron de de
frascos de 1 L, a manera de camaras conectadas en serie (inicio). Se colocod un pez por
camara durante una hora (final), con un total de nueve organismos por tratamiento (fig. 3).
El consumo se determind por diferencia entre la concentracion de oxigeno inicial y final, en
condiciones de alimentacion (media hora antes de introducir al pez a la camara) y después
de 48 horas de inanicion (Cho et al, 1982). La concentracion se mididé con un oximetro

digital (YSI 85, YSI Incorporated, Ohio, EUA).

Figura 3. Camaras respirométricas utilizadas.
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La excrecion de nitrégeno se determind mediante la técnica modificada de Nessler
(Clescerl et al. 1995). La absorbancia de las muestras se midi6 a 425 nm en un

espectrofotometro Hach DR 2800.

VI. 5. Analisis del esqueleto

Se analiz6 el esqueleto de Xiphophorus helleri mediante la tincion diferencial con azul
de alciano y rojo de alizarina “s” y los tejidos se transparentaron con trenes de glicerina
(Hollister, 1929; Dingerkus y Uhler, 1977) para observar si los tratamientos aplicados
tuvieron algun efecto morfologico en las distintas estructuras Oseas.

Al final de la tincidn, se realizé el conteo de las vértebras de cada region del cuerpo

(fig. 4) asi como un examen general de aletas, costillas y craneo.

Cervicales

Caudales

|

/{/l//é \\\>\

Urostilo

Toracicas:
Figura 4. Esqueleto de X. helleri, mostrando la division de vértebras que se us6 para

el conteo.

VI. 6. Contenido de lipidos y proteina

Se determind el contenido de lipidos en musculos y visceras por separado con la
técnica de Bligh y Dyer (1959) de extraccion con cloroformo: metanol.

También se obtuvo el contenido de proteinas en base al peso seco del cuerpo completo
del pez mediante el kit para proteinas totales de Micro-Lowry modificada por Peterson

(Sigma-Aldrich Co.). Se midi6 la absorbancia de las muestras a 540 nm en un
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espectrofotometro Hach DR 2800. Los valores de las concentraciones se obtuvieron por

extrapolacion respecto a una curva de calibracion.

VI. 7. Analisis estadistico

Los datos de crecimiento, supervivencia, consumo de oxigeno, produccion de amonio
y cantidad de lipidos y proteinas obtenidos se analizaron con un ANDEVA de una variable
cuando mostraron distribuciéon normal (graficas box-plot o de bigotes y barras) y
homogeneidad de varianza comprobada con el estadistico de Levene (significancia 0.5); las
diferencias se evaluaron con la prueba post-hoc Least Significative Difference (LSD) con
un error de significancia menor al 5% (P < 0.05). Cuando no mostraron distribuciéon normal
ni homogeneidad de varianza, se analizaron con la prueba Kruskal-Wallis y las diferencias
se analizaron con la prueba post hoc de Bonferroni y Mann-Whitney. También se uso el
coeficiente de correlacion de Pearson para conocer si la relacion entre el peso y la longitud
corporal era isométrica o anisométrica. Se considerd la longitud patréon y no la total debido
a las variaciones presentes por la maduracion de los individuos hacia el final del

experimento, como el alargamiento de la aleta caudal en los machos.

VI1I. Resultados.

VII. 1. Crecimiento

Para este apartado se consideraron los resultados significativos asi como los asociados
a este de la etapa de determinacion de la concentracion Optima.

Los valores mas altos de PF (fig. 5), GP (fig. 6) y la TEC (fig. 7) se observaron en los
peces alimentados con 133,000 UI /L medio. En la GP y la TEC los valores para este grupo

fueron significativamente mas altos que los observados para el grupo control.
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Los valores para las medidas morfométricas mostraron una tendencia similar al
crecimiento en peso, un incremento de los valores conforme aumento la concentracion de
vitA. Los valores significativamente mas altos de longitud total (fig. 8) y patron (fig. 9) se
observaron en los peces alimentados con 133,000 UI/L medio con respecto al grupo
control. Respecto a la altura del cuerpo (fig. 10), no se observaron diferencias significativas

entre las medias.

0.907

0.807

Peso (g)

0.707

0.607

0.00 33000 67000 100000 133000
Concentracion Vit AUI /L
Figura 5. Gréafica de los valores medios de los PF de crias de X. helleri de la etapa
de concentracion Optima. Las barras representan el intervalo central de los pesos, y los
bigotes el recorrido. Se observa variabilidad diferente entre los grupos y una asimetria
predominantemente hacia valores grandes, lo que ocasiona un aumento en los valores
medios. Los valores con la menor asimetria se encuentran en las 133,000 UI/L medio. No

se observaron diferencias entre los tratamientos.
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Figura 6. Grafica de los valores medios de la GP de crias de X. helleri. Se

obtuvieron diferencias entre los tratamientos. Las letras sobre las columnas indican medias

estadisticamente distintas.

A
1.20
< . B
B 100 .
T
.ko
s
o
g 0.80
o D
E
0.60 $
| | | | |
0.00 33000 67000 100000 133000

Concentracion VitAUI /L

Figura 7. Grafica de medianas de la TEC de crias de X. helleri. Se cumple el criterio
de homogeneidad de varianza, y hay diferencia entre las medias de los tratamientos

indicadas por las letras distintas sobre las columnas.
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4.00
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Longitud (cm)
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0.00 33,000 67,000 100,000 133,000
Concentracion Vit AUI/L

Figura 8. Gréafica de la longitud total para crias de X. helleri. No se cumple el

criterio de homogeneidad de varianza. No se registraron diferencias entre los tratamientos.
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Figura 9. Gréafica de valores medios de la longitud patrén para crias de X. helleri. No

hay homogeneidad de varianza. No hay diferencias entre los tratamientos.
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Figura 10. Gréfica de medianas de la altura maxima para crias de X. helleri. No hay

homogeneidad en las varianzas ni diferencias significativas entre los tratamientos.

Los datos obtenidos a partir del andlisis con el peso y la longitud patrén con el indice

de Pearson, ambas magnitudes mostraron una fuerte correlacion: r = 0.0853 a un nivel de

significancia de 0.05 (fig. 11).

Longitud patron (cm)

3.307

3.20

3.107

3.00

2.90

2.80

Peso (gr)

Figura 11. Correlacion del PF vs. longitud patron. Se realizo el analisis de

correlacion con el indice de Pearson, obteniéndose una r = 0.0853 y m = 0.25912003 con

un nivel de significancia de 0.05.
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La pendiente (m) muestra un crecimiento anisométrico por su alejamiento de la razon:
LaM" (=0.333)
El analisis de correlacion demostrd que el crecimiento en longitud es mayor que el

crecimiento en peso, y este ultimo no determina necesariamente el largo del cuerpo del pez.

VII. 2. Porcentaje de supervivencia

Los valores de supervivencia se muestran en la figura 12. Aunque el grupo de peces
alimentados con la concentracion mas alta de vitA mostraron un porcentaje
significativamente menor que el resto de los grupos, no se considera que la mortalidad

observada esta relacionada con la suplementacion de vitA usadas en la dieta.

100.007

95.00

90.00

85.00

80.00

% de supervivencia

75.007

70.007

T T T T
0.00 33,000 67,000 100,000 133,000
Concentracion Vit AUl /L

Figura 12. Gréfica de la supervivencia de crias de X. helleri. Existe homogeneidad
de las varianzas, y las diferencias entre los tratamientos estan indicadas con letras distintas

para cada columna.
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VII. 3. Condiciones éseas an6malas
No se observaron casos de escoliosis, lordosis, deformidades en el craneo, ni de la

region caudal.

Cervicales: Caudales:
2 -1 vértebras 12 + 2 vértebras

| RS
WYY
\\\
=
Urostilo:
Toréacicas: 1vértebra

14 £ 1 vértebras

Numerototal de vértebras: 29 + 1

Figura 13. Esquema del conteo de vértebras.

Durante la prueba de alimentacion, no se observaron indicios de deformidades
reportados para otras especies, ni cambios notables en la apariencia fisica de los
organismos.

Con respecto al nimero de vértebras, se observaron una o dos cervicales; las toracicas
fueron de 13 a 15, las caudales de 10 a 14 y el urostilo siempre estaba presente como
elemento unico (fig. 13). Las variaciones observadas no pudieron ser atribuidas a efectos de
la vitA.

Se observaron condiciones anormales en la zona caudal y en el urostilo (fig. 14). Sin
embargo, debido a la frecuencia de aparicidon y que no se presentaron en una concentracion

de vitA particular, se considera que no se debieron a los tratamientos.
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Figura 14. Condiciones 6seas andmalas
en X. helleri. A-1: ultimo arco neural
fusionado con el pentltimo arco. A-2: doble
arco neural en la penultima vértebra, con el
segundo arco poco desarrollado. B-1: dos
arcos hemales en la pentltima vértebra, B-
2: dos arcos neurales en la penultima
vértebra. C: dos arcos neurales con un
mismo origen en la antepenultima vértebra,
y un arco neural vestigial en la penultima.
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VII. 4. Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se presenta en la figura 15 y se observo un valor més bajo en
los peces alimentados con una suplementacion de 100,000 UI/L de medio. Se observa una
tendencia a la disminucion en el consumo de oxigeno conforme aumenta la concentracion

de vitA en la dieta ofrecida a los peces.

2.007

1.507

1.007

Oxigeno mg/L* gr-1 peso seco

0.507

0.00

T T T T T
0.00 33,000 67,000 100,000 133,000
Concentracion VitAUI/L

Figura 15. Grafica del consumo de oxigeno de crias de X. helleri. Aunque hay

homogeneidad de varianzas, no hubo diferencias entre los tratamientos.

VII. 5. Excrecion de amonio
La figura 16 muestra las medias de excreciéon de amonio. Se encontraron valores
medios mas altos en los organismos alimentados con 67,000 UI/L que los observados en los

del grupo alimentado con 113,000 UI/L medio.
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Figura 16. Gréfica de la produccion de amonio de crias de X. helleri. No se

observaron diferencias entre los tratamientos.

VII. 6. Contenido de lipidos

Para este apartado de reportan ambas etapas de tratamientos para una mejor
visualizacion de los resultados obtenidos y de sus tendencias.

En la figura 17 se presentan los contenidos de lipidos totales para musculo y visceras
de la etapa de deteccion de rangos. No se observaron diferencias significativas entre las
medias del contenido de lipidos del musculo, aunque se observo una tendencia de
incremento del contenido conforme aumento la vitA en la dieta. Respecto al contenido en
las visceras, se observo la misma tendencia que en musculo y los peces alimentados con la
concentracion de 533,000 UI/L medio presentaron un valor significativamente mas alto que

el grupo control.
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Figura 17. Grafica de medianas del contenido de lipidos en base al peso seco de
crias de X. helleri. Los valores para los lipidos en miisculo estan representados en azul, y
los de visceras en verde. Los valores en musculo no muestran homogeneidad de varianza,
pero las visceras muestran diferencia entre los tratamientos. Las letras sobre las columnas

indican diferencias significativas.

El contenido de lipidos para musculo y visceras de la etapa de concentracion 6ptima
se presentan en la figura 18. No se observaron diferencias significativas en los contenidos
de ambas partes del cuerpo. Sin embargo, se observo una tendencia de un incremento en el

contenido de lipidos conforme aumento la vitA en la dieta, particularmente en las visceras.
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Figura 18. Grafica del contenido de lipidos en base al peso seco de crias de X.
helleri. No se cumplio el criterio de homogeneidad de varianza, y no hay diferencias entre
los tratamientos. Los valores para los lipidos en muisculo estan representados en azul, y los

de los lipidos en visceras en verde.

VII. 7. Contenido de proteinas
Como lo muestra la figura 19, los promedios del contenido de proteina en peso seco
del pez que resultaron mayores fueron los pertenecientes al tratamiento con 33,000 UI/L de

medio, aun cuando estos no son significativamente altos.
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Figura 19. Grafica del contenido de proteinas en base al peso seco de crias de X.

helleri. No se observaron diferencias entre los tratamientos.

VIII. Discusion.

El presente estudio demuestra que es necesaria la adicion de vitA en la dieta de X.
helleri para su crecimiento y los datos indican que la suplementacion de vitA para el
crecimiento Optimo de crias es de 133,000 UI/L medio de enriquecimiento, cuando se
utiliza pulga de agua.

Los requerimientos de vitA reportados para crecimiento en peces de importancia
comercial van desde 2,000 hasta 20,000 Ul/kg de dieta (Kitamura et al., 1967; Shim et al.,
1990; Shimeno, 1991; Dedi et al., 1995; Saleh et al., 1995; Sealey et al., 1997; Cahu et al.,
2003; Mohamed et al., 2003; Hernandez, 2005, 2006; Tarui et al., 2006, y Villenueve,
2006). Estos requerimientos han sido evaluados con dietas balanceadas, por lo que es dificil
hacer una comparacion directa con los requerimientos de vitA obtenidos en el presente

trabajo. El uso de alimento vivo para determinar los requerimientos de vitA ha sido
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previamente reportado para larvas del lenguado japonés P. olivaceus (Dedi et al., 1995) y
en el que se encontr6 una concentracion Optima de 20 mg vitA/10 L (3,600 UI/L medio)
con nauplio de Artemia. Esta concentracion en el medio es menor a la encontrada en el
presente trabajo (66,667 Ul/l medio) y de acuerdo con Dedi et al. (1997), los estadios
larvarios de peces son especialmente sensibles a altas concentraciones de vitA, debido a los
cambios morfologicos que se presentan durante la metamorfosis. Los organismos utilizadas
durante este trabajo se consideraron como crias, pero debido a que X. helleri es una especie
vivipara el grado de desarrollo de los peces recién nacidos es mayor al observado en peces
que producen huevo. Hernandez et al. (2004) reporta que mientras mayor sea el grado de
desarrollo de los peces, los requerimientos de vitA aumentan; y por su grado de desarrollo
las crias de X. helleri parecen no ser tan sensibles a concentraciones de vitamina que en
otras especies provocan la incidencia de malformaciones.

Durante las dos pruebas de alimentacion, no se observo que las crias presentaran
modificaciones en el esqueleto por accion de la vitA. Por ello, se recomienda la
concentracion de 66, 667 UI/L medio cuando se utilizan rotiferos, pulga de agua y/o
Artemia en la alimentacion de crias de X. helleri.

No existen reportes sobre el efecto de la vitA con la excrecion de amonio y el
consumo de oxigeno. Estos dos parametros son un indicativo de la condiciéon metabolica de
los organismos: a menor excrecion de amonio y consumo de oxigeno, la condicion del
organismo es mejor (Cho et al, 1982; Ballestrazzi et al, 1994). La inclusion de vitA en la
dieta mejora la condicion metabdlica de los organismos, debido a que mantiene la
integridad de los epitelios y otros tejidos, porque favorece la regeneracion de los mismos y
un mejor aprovechamiento de los nutrientes.

El aumento del contenido de lipidos en las visceras conforme a la concentracion de
VitA en la dieta, ha sido reportado previamente para guppy (Shim y Tan, 1990) y pargo rojo
(Ogata y Oku, 2001; Hernandez et al. 2006). Hernandez et al. (2005) y Kruk et al. (2008)
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sugieren que la vitA induce la diferenciacion de adipocitos preferentemente en las visceras
que en los musculos. Otro aspecto importante a mencionar es la posibilidad de que la vitA
incremente la movilizacion de lipidos hacia las visceras (particularmente hacia las génadas)
como una respuesta inicial en la maduracion sexual (Ling et al., 2006). De acuerdo con
Tamaru et al. (2001), X. helleri empieza a madurar a partir de los 90 dias después del
nacimiento y es posible que al termino de las pruebas de alimentacion los organismos
iniciaran la madurez sexual. De hecho, se observo que algunos machos presentaban las
caracteristicas sexuales secundarias de la especie. Se ha propuesto que la vitA tiene un
papel importante en la reproduccion (Combs, 1998), sin embargo la bases bioquimicas son
aun desconocidas. Los datos obtenidos aunque no son concluyentes, debido a que no se
realizaron analisis histologicos de las gonadas, indican que dicho aumento de lipidos estaria
relacionado con el inicio de la madurez sexual de los organismos.

Partiendo de la caracterizacion de los requisitos de vitA de las crias de esta especie, el
estudio de los efectos en tejidos, del cambio de requerimientos de la misma con respecto a
la edad y de la caracterizacion de los vehiculos utilizados (y de otros como pueden ser
diferentes especies de pulga de agua, A rtemia o rotiferos en trabajos posteriores), debiera
ser posible optimizar la alimentacion de cada etapa de desarrollo, incluyendo adultos y el
periodo perinatal, para obtener los mejores aumentos en talla, asi como supervivencias
mayores ¢ incluso natalidades elevadas y sin defectos en su desarrollo (Johnson et al.,

2009).

IX. Conclusiones

La concentracion 6ptima de vitA para crias de Xiphophorus helleri bajo la forma de

retinil palmitato se sittia entre las 67,000-133,000 UI/L medio de enriquecimiento usando

pulga de agua Moina macrocopa.
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El consumo de oxigeno y la excrecion de amonio presentan una relacidon inversa
respecto al aumento en la concentracion de vitA. Entre las 67,000-133,000 UI/L medio de
enriquecimiento se encontraron los valores promedios mas reducidos para la produccion de
amonio. Esta condicion podria en trabajos posteriores reducir las emisiones de nitrogeno al
ambiente derivadas del ejercicio de la acuacultura (Green ef al., 2002).

Hubo un aumento importante en la cantidad de lipidos en visceras conforme
aumentaba la concentracion de vitA en la dieta. Los datos indican que este mecanismo ha
evolucionado como un sistema para proveer a los ovocitos con una mayor cantidad de

vitelo y obtener una mejor cria (Ling et al., 2006).

X. Recomendaciones

Se recomienda determinar la concentracion actual de la vitA en el cuerpo de las crias
y en la pulga de agua mediante HPLC.

También, se aconseja continuar con el estudio del efecto de la vitA en la deposicion
diferencial de los lipidos.

Ya que no se observaron modificaciones en el estudio cualitativo de doble tincion y
transparentacion con las concentraciones usadas, se sugiere realizar un estudio de

morfometria geométrica.
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Anexos.

Figura 1. Imagen del heterodimero constituido por las cadenas A, B, Cy D del

receptor RXR alfa de Homo sapiens, en union con el DNA.

Tabla 1. Efectos de la concentracion de vitA sobre los peces.

Deficiencia

Normal

Hipervitaminosis

Pérdida de la integridad
epitelio

Mantenimiento y reparacion
de tejidos corporales (dafio
y bajas temperaturas)

Desarrollo del sistema
nervioso

Crecimiento deficiente

Crecimiento 0seo

Disminucion del crecimiento

Malformaciones 6seas:
escoliosis, lordosis, pérdida o
adicion de radios, opérculo
fusionado y malformaciones
mandibulares

Ceguera Pigmentos fotorreceptores -
Susceptibilidad a Proteccion contra Susceptibilidad a
infecciones enfermedades enfermedades

Susceptibilidad al estrés

Resistencia al estrés

Susceptibilidad al estrés
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HEPATOCYTE

Girculatory CREF EA
Syzbern )
CHREP-RAOL ERP-ROI— {CRLEP-ROL -— BOL
1
REP

Figura 2. Los quilomicrones que contienen retinil-ésteres (CMR-RE) son captados
por los hepatocitos después de la absorcion intestinal. Los retinil-ésteres se hidrolizan por la
accion de la retinil-ester hidrolasa (REH) para formar retinol (ROL). El Retinol puede o ser
oxidado para formar acido retinoico (RA) o ligarse a las proteinas celulares de unién a
retinol (CRBP). Las CBRP unidas a retinol pueden ser secretadas hacia la circulacion
formando complejos con las proteinas de union a retinol (RBP) para suplir los
requerimientos de retinol del cuerpo. El excedente de retinol es recogido por las células
esteladas y convertido a retinil-ésteres (RE) por la lecitin-retinol aciltransferasa (LRAT) o
por la coenzima A retinol aciltransferasa (ARAT) para almacenarse por largos periodos
como micelas lipidicas. Estos retinil-ésteres pueden ser reconvertidos a retinol cuando es

necesario por la accion de la retinil-ester hidrolasa (extraido de Mello et al., 2008).
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Figura 3. Cultivo de Chlorella vulgaris.

Figura 4. Moina macrocopa. Figura 5. M. macrocopa en captacion.

Figuras 4 y 5. En estas imdgenes, se puede apreciar la captacion de las
microcéapsulas por parte de estos cladoceros. En la figura 4 se aprecia M. macrocopa sin
estar expuesta a las microcépsulas (control), y en la figura 5 una vez que ha estado en

contacto y captado las microcapsulas.
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Tabla 2. Concentraciones de vitA para la etapa de deteccion de rangos.

Solucidn total Ul/ml | Solucién 2 ml Por tratamiento 3 Por pecera
repeticiones)
Control 0 0 0 0
10,000 UI/150 ml sol | 66.67 | 133.33 Ul/ml | 15.2 UI/5,000 org. 5.06 Ul/pecera
20,000 UI/150 ml sol | 133.33 | 266.6 Ul/ml 30.4 UI/5,000 org. 10.13 Ul/pecera
40,000 UI/150 ml sol | 266.67 | 533.33 Ul/ml | 60.8 UI/5,000 org. 20.26 Ul/pecera
80,000 UI/150 ml sol | 533.33 | 1066.6 Ul/ml | 121.6 UI/5,000 org. | 40.53 Ul/pecera

Tabla 3. Concentraciones de vitA para la concentracion Optima.

Por tratamiento (3

Solucioén total Ul/ml | Solucién 2 ml . Por pecera
repeticiones)
Control 0 0 0 0
5,000 UI/150 ml sol | 33.33 66.66 Ul/ml 7.6 UI/5,000 org. 2.53 Ul/pecera
10,000 UI/150 ml sol | 66.67 | 133.33 Ul/ml | 15.2 UI/5,000 org. | 5.06 Ul/pecera
15,000 UI/150 ml sol 100 199.96 Ul/ml | 22.8 UI/5,000 org. 7.6 Ul/pecera
20,000 UI/150 ml sol | 133.33 266.6 Ul/ml 30.4 UI/5,000 org. | 10.13 Ul/pecera

Tabla 4. Crecimiento de crias de X. helleri alimentados durante 85 dias a las

diferentes concentraciones de vitA durante la etapa de deteccion de rangos. PF, GP = [(peso

final - peso inicial)/peso inicial]*100 y TEC = [(In PF- In PI)/85]*100.

Tratamiento % Tasa especifica de | Supervivencia
(IU/L medio) PF () GP (%) crecimierI:to (TEC) ’ (%)

0 0.43 £0.01 172 +5 1.18 £0.02 100
67,000 0.55+0.06 256 +40 1.50+0.13 77
133,000 0.47 +0.02 199 + 12 1.29+£0.05 84
267,000 0.51 £0.01 229+9 1.40+0.03 80
533,000 0.53 £0.05 238 £20 1.44+0.07 80
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Tabla 5. Crecimiento de crias de X. helleri alimentados durante 90 dias a las

diferentes concentraciones de vitA durante la etapa de concentracion Optima. PF, GP =

[(peso final - peso inicial)/peso inicial|*100 y TEC = [(In PF- In PI)/85]*100.

Tratamiento (UI/L o o . o
medio) PF GP (%) TEC (%) Supervivencia (%)
0 0.59+£0.02 7240 +£4.76 0.68 +0.03 96.67
33,000 0.62+0.02 69.090 +£7.17 0.65+0.05 96.67
67,000 0.64 £ 0.04 101.18 £ 10.20 | 0.87 £0.06 86.67
100,000 0.65+0.05 104.56 £ 12.26 | 0.89 =£0.07 96.67
133,000 0.76 £ 0.06 148.97 +£25.06 1.13+0.12 73.33
Cervicales: Caudales:
2 -1 vértebras 12 + 2 vértebras
F= 1; P =0.419 F= 1.728; P=0.163

Toracicas:
14 + 1 vértebras
F=1.429; P =0.242

1 vértebra

Numerototal de vértebras: 29+ 1. F=1; P =0.419

Figura 6. Esquema del conteo de vértebras. Se muestran los valores de F y las

significancias.
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Tabla 6. Resultados de las pruebas de ANDEVA de las diferentes variables. Se

indica la variable y los valores obtenidos a un a= 0.05.

Variable \ F \ Significancia
Etapa de deteccidon de rangos
PF 2.364 0.123
GP 2.365 0.123
TEC 2.893 0.79
Supervivencia 1.203 0.368
Longitud total 1.724 0.221
Longitud patrén 1.713 0.223
Altura méxima 1.493 0.276
Consumo de oxigeno 0.620 0.658
Produccion de amonio 1.756 0.157
Contenido de lipidos
Miusculos 0.968 0.466
Visceras 4.641 0.22
% Proteinas 0.155 0.956
Concentracion Optima
PF 2.429 0.116
GP 5.795 0.011
TEC 6.312 0.008
Supervivencia 9.500 0.002
Longitud total 2.092 0.157
Longitud patrén 2.802 0.085
Altura méxima 1.801 0.205
Consumo de oxigeno 2.552 0.054
Produccion de amonio 1.874 0.134
Contenido de lipidos

Musculos 1.017 0.444
Visceras 0.484 0.747
% Proteinas 2.506 0.109
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