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Resumen

En el presente trabajo se evalué el estado nutricional y la actividad proteolitica en
peces juveniles de Ocyurus chrysurus con una edad de 46 dias después de la eclosion
(DDE) durante 8 semanas. Los organismos fueron alimentados con dos diferentes
alimentos: uno comercial y otro experimental. El objetivo del estudio fue conocer si es
posible satisfacer los requerimientos nutricionales de los peces juveniles utilizando una
formulacién alternativa de alimento. Los peces juveniles se mantuvieron a una temperatura
promedio de 27°C, salinidad de 39 g L1, a una concentracién de oxigeno disuelto de 5.7
mg /L'y apH de 7.5 Los peces estuvieron expuestos a un fotoperiodo de luz artificial de
12 horas luz y 12 horas oscuridad. Fueron alimentados en intervalos de una hora en el
horario diurno hasta el consumo maximo aparente. Durante el transcurso del tiempo
experimental se realizaron cinco muestreos. Cada 15 dias ocurria un muestreo. Se realiz6
la diseccién del musculo, tracto digestivo e higado. Los tejidos se mantuvieron a -40°C
hasta su analisis. Se registr6 el crecimiento, sobrevivencia y consumo de oxigeno, se
cuantificaron las reservas nutritivas en el muasculo (glucégeno y proteinas) e higado
(acilglicéridos, glucosa, glucdégeno y proteinas) y se realizo la cuantificacion de proteasas
totales, acidas y alcalinas. Ademas se hizo el analisis proximal de los dos alimentos y de
los tejidos de los peces obtenidos en cada tratamiento de alimentacién. Los resultados
demostraron que es posible satisfacer los requerimientos nutritivos de los juveniles
tempranos de Ocyurus chrysurus utilizando una formulacion alternativa de alimento. No
hubo diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de ambos alimentos. La
sobrevivencia promedio de los organismos alimentados con la dieta experimental fue 11.7%

menor en comparacion con los organismos alimentados con la dieta comercial. En la



relacién peso - longitud total la tendencia del crecimiento fue alométrica negativa (b< 3), es
decir, los individuos incrementaron preferencialmente su longitud mas que su peso. Ambos
tratamientos tuvieron un aumento de peso, longitud total, longitud furcal y altura similar.
Aunqgue hubo diferencias significativas en los valores del factor de condicion en el tiempo
experimental de 29, 41 y 56 dias. No se encontraron diferencias significativas en los niveles
de proteinas y glucégeno en el musculo de los organismos alimentados con las dos
diferentes dietas, sin embargo, los peces alimentados con la dieta experimental acumularon
cantidades significativamente mayores de acilglicéridos (AG) en higado en comparacién
con los peces alimentados con la dieta comercial. Estos resultados coinciden con los
resultados del analisis proximal de los tejidos de los peces donde hubo diferencias
significativas en el porcentaje de lipidos entre los tratamientos comercial y experimental.
Las proteasas alcalinas y las proteasas totales fueron afectadas por la interaccion entre el
tipo de alimento y el tiempo experimental pues mostraron valores significativamente
mayores en los animales alimentados con la dieta comercial al dia 15 del experimento.
Estos resultados sugieren que el alimento comercial produjo un efecto secretagogo en el
intestino del pez el cual pudo haber mejorado la digestibilidad del alimento y produjo una
reduccion de la energia invertida en el procesamiento del alimento (Rica). ES posible que el
alimento comercial fuera mas facilmente digerido gracias a la forma en que es fabricado
(extrudido) en comparacién con el alimento experimental (pelletizado). Se sugieren estudios
posteriores para analizar el efecto del tipo de fabricacion (extrudido o pelletizado) en la

fisiologia digestiva de los peces juveniles de O. chrysurus.

Palabras clave: Ocyurus chrysurus, juveniles tempranos, formulacion alimentos, estado

nutricional, fisiologia digestiva.



Introduccion

Ocyurus chrysurus (Bloch, 1791), también llamado canané o rubia, es un pez marino
de la familia Lutjanidae que se distribuye en las costas del océano Atlantico Occidental
desde Massachusetts en Estados Unidos de América hasta el archipiélago Los Abrolhos en
Brasil (1). Vive en profundidades de 10 a 70 metros y forma cardimenes sobre substratos
duros alrededor de los arrecifes de coral. En nuestro pais habita el Golfo de México y el Mar
Caribe. Su pesqueria tiene gran importancia econémica en los estados de Veracruz,
Campeche, Yucatdn y Quintana Roo. De acuerdo a lo anterior, esta especie ha sido
considerada una alternativa de apoyo para disminuir las capturas de las poblaciones de
peces silvestres y principalmente como recurso para el consumo humano a través de su

cultivo (2).

Una parte esencial para el desarrollo de la acuacultura es la generacion de dietas
balanceadas que cubran las necesidades nutritivas especificas de organismos de interés
con costos rentables de produccién. Para lograrlo es necesario tener conocimiento de la

biologia y ecologia de las especies con potencial acuicola (3).

La nutricién acuicola comprende varia etapas: el comportamiento alimentario y la
ingesta de alimento, digestion y absorcién de los nutrientes, metabolismo y retencién de los
nutrientes y la excrecion de los desechos. En el presente trabajo se evalué el estado
nutricional y la actividad proteolitica en juveniles de O. chrysurus con el objetivo de
determinar la factibilidad de sustituir un alimento comercial con un alimento experimental

elaborado con materias primas nacionales con menores costos de produccion.



Actualmente se han elaborado protocolos de reproduccion, cria de larvas y desarrollo
de juveniles de O. chrysurus en cautiverio, sin embargo, es necesario aportar informacién
nutricional y fisiol6gica de los peces durante esta etapa de su desarrollo para disefar

alimentos especificos que favorezcan la industria acuicola de esta especie.




a) Antecedentes

En la Bahia de Curazao en las Antillas Holandesas se evalué el cambio de dieta segun
el ciclo de vida de O. chrysurus y otros pargos. Se observé que los juveniles que habitan
los manglares y pastos migran hacia el arrecife de coral cuando alcanzan la madurez
sexual. Este cambio influye en el tipo de organismos de los que se alimenta la especie. Se
identificé que los juveniles de 0.5 a 5 cm se alimentan de organismos del grupo Tanaidacea
y Copepoda, mientras que los organismos de 5 a 10 cm se alimentan ademas del grupo
Mysiadacea y Decépodos. Los organismos de 10 a 17 cm se alimentan principalmente de
Decépodos y peces, por lo tanto se encontré una relacién positiva y un cambio gradual

entre el tamafio del pez y el tamafio de la presa en todas especies estudiadas (4).

En un estudio de evaluacién del crecimiento de O. chrysurus realizado en el Golfo de
México se capturaron juveniles con peso promedio de 69 gramos. Después de 30 dias de
engorda en jaulas flotantes con un dieta de sardina Harengula jaguana el crecimiento del

pargo canané fue de 33.6 gramos al mes (5).

Almeida y da Silva (2016) realizaron la evaluacion nutricional (composicion proximal,
perfil de &cido grasos) de peces adultos de tres especies de Lutjanidae (Perciformes)
capturados en la Costa Atlantica del Amazonas. De las tres especies de Lutjanidae
evaluadas (Lutjanus purpureus, Lutjanus synagris y Ocyurus chrysurus), O. chrysurus tuvo
el menor contenido de proteina y el mas alto contenido lipidico. El perfil de acidos grasos
se realizé en tres diferentes tejidos (musculo, corazén y cerebro). Doce acidos grasos
fueron identificados en los tejidos musculares, trece en los tejidos del corazén y dieciséis

en los tejidos del cerebro. O. chrysurus tuvo los valores mas altos de acidos grasos
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saturados en los tres tejidos, predominé el acido palmitico con promedios de 24.08% en el
tejido muscular (6). La composicion proximal de las muestras de O. chrysurus tuvo un valor
promedio de 76.31% humedad, 0.41 % ceniza, 17.52% proteina, 4.25% lipidos y 1.51%

carbohidratos (valores en % de base humeda).

En cuestiones de desarrollo acuicola se han elaborado exitosamente protocolos de
reproduccion, cria de larvas y desarrollo de juveniles de O. chrysurus en cautiverio (2). En
el area de desarrollo de alimentos se han evaluado los valores de proteina y lipidos idoneos
en los piensos para juveniles de pargos. L. guttatus. Esta especie requiere valores de
proteinas y lipidos de 45 a 50% y 9 a 15%, respectivamente, y su dieta se basa
principalmente en la harina de pescado (7). También se ha estudiado la posibilidad de
sustituir la harina de pescado por otros ingredientes como harina de huesos de ave o harina

de soya con krill (8) (9).

Los niveles de grasa requeridos en los alimentos para peces tropicales dependen de
la edad, niveles de proteinas en el alimento y el tipo de lipidos utilizados. Los juveniles
requieren mas altos niveles de grasay proteinas que los adultos. Los peces de agua fria (2
a 15° C) tienen mayor capacidad que los peces tropicales de utilizar los lipidos como

energia (10).

Miller et al (2003) realiz6 la identificacion inicial de la formulacion de dietas para el
cultivo de pargo rojo Lutjanus campechanus. A juveniles con peso inicial promedio de 8.64
gramos se ofrecieron dietas de 44% de proteina que contenian diferentes niveles de lipidos:
8, 10, 12 y 14%. Los juveniles alimentados con 14% de lipidos tuvieron significativamente

mayores proporciones de grasa intraperitoneal en comparacion con los peces alimentados
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con 8y 10%. Por lo tanto, los peces alimentados con 8 y 10% lipidos muestran una mayor

composicion de proteina en el cuerpo (11).

Estudios realizados con juveniles de Scortum barcoo alimentados con 36.3% de
proteinay 6, 9, 12 y 15% de lipidos mostraron que las ganancias diarias de peso y las tasas
de crecimiento especifico en los peces alimentados con dietas de 12 y 15% de lipidos fueron
mas altas que los demas grupos. Se obtuvo un 95% de sobrevivencia. El indice de
conversion alimenticia indicé que los peces alimentados con 12 y 15% de lipidos utilizaron

la proteinas de la dieta de manera mas eficiente (12).

Joyeux et al (2009) obtuvieron en juveniles de Lutjanus analis un R2= 0.996 y un
crecimiento alométrico negativo (10). También analizaron la relacién longitud - peso en
juveniles de Lutjanus malabaricus alimentados con un pellet comercial en Malasia y
encontraron un crecimiento isométrico (b=3) a 30°C y un R2= 0.939. Al inicio y al final del

experimento (30 dias) registraron un valor de K similar en ambos momentos mayor a 1 (10).

Estudios realizados con tilapia roja (Oreochromis sp) demuestran que es posible
sustituir alimentos comerciales por alimentos experimentales si estos son similares en su

composicion nutritiva (13).
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b) Planteamiento del problema vy justificacion

La familia Lutjanidae es un importante recurso pesquero en las zonas costeras
tropicales y subtropicales. En la actualidad su pesqueria estd siendo sobreexplotada, por
esta razén en los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el desarrollo de sistemas

acuicolas para el crecimiento de pargos en cautiverio.

Los peces cultivados se alimentan con piensos fabricados principalmente de
subproductos de pescado y camarén. Actualmente no hay un alimento comercial especifico
para O. chrysurus y el disefio de los alimentos, en algunas ocasiones, no son adecuados

para satisfacer las necesidades nutricionales de la etapa juvenil.

En los sistemas de produccién acuicola los mayores costos son dirigidos hacia la
alimentacién de las especies cultivadas. Mejoras relacionadas con la fisiologia de la
nutricién y disefio de alimentos eficientes con insumos de bajo costo son necesarios para
el desarrollo acuicola. Por lo tanto es prioritario disefiar dietas que promuevan el

crecimiento de las especies cultivadas a precios rentables.

Para disefiar el alimento experimental se tom6 como referencia el alimento extrudido
importado de la Marca Otohime. Por lo tanto, los alimentos utilizados en el presente trabajo
son isoenergéticos e isonitrogenados, lo que nos permite suponer, que la dieta experimental
cubrird las necesidades nutricionales de los peces durante la etapa de vida juvenil, las

cuales se veran reflejadas en su crecimiento y sobrevivencia.
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El estAndar de las dietas para la acuacultura, han sido por muchos afios alimentos en
forma de pellets. Los alimentos pelletizados son facilmente disponibles, de bajo costo y de

facil y largo almacenamiento (14).

Las ventajas de usar el proceso de extrusion en la elaboracién de alimentos para la
acuicultura son mejorar la digestibilidad, incrementar la estabilidad del alimento en el agua
y obtener alimentos con caracteristicas fisicas especificas como alimentos flotantes, de

hundimiento lento o sumergible (15).

El desarrollo del presente trabajo ayudara a saber si es posible sustituir el alimento
extrudido comercial por un pellet experimental de bajo costo en la fase del desarrollo juvenil
de Ocyurus chrysurus, ademas de brindar evidencia del efecto de ambos alimentos en el

estado nutricional y actividad de las proteasas en los juveniles de ésta especie.
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c) Preguntas de investigacion

¢, Cual sera el efecto del tipo de alimento en la fisiologia digestiva y estado nutricional

durante el desarrollo de juveniles tempranos de Ocyurus chrysurus?

¢, Cual sera el efecto del tipo de alimento en el crecimiento y sobrevivencia de los

juveniles tempranos de Ocyurus chrysurus durante 54 dias?

¢, Cual sera el efecto del tipo de alimento en el contenido de las reservas nutritivas en
higado (proteinas, triglicéridos, glucosa y glucégeno) y en musculo (glucdégeno y proteinas)

durante el desarrollo de juveniles de Ocyurus chrysurus?

¢, Cual serd el efecto del tipo de alimento en la tasa respiratoria de juveniles de O.

chrysurus?

¢ Cudl sera el efecto del tipo de alimento en la actividad especifica de las proteasas
acidas, alcalinas y proteasas totales presentes en el tracto digestivo de los juveniles

tempranos de pargo canané mantenidos durante 54 dias?

¢, Cual sera el efecto del tipo de alimento en el analisis proximal de los juveniles

tempranos de Ocyurus chrysurus al finalizar el tiempo experimental?

16



d) Objetivos

General

Evaluar la fisiologia digestiva y estado nutricional durante el desarrollo de juveniles
tempranos del pargo canané O. chrysurus alimentados con un extrudido comercial y un

pellet experimental.
Particulares
Valorar el efecto del tipo de alimento sobre el crecimiento y sobrevivencia de los

juveniles de pargo canané durante 54 dias.

Determinar el efecto del tipo de alimento en el contenido de las reservas nutritivas en
higado (proteinas, triglicéridos, glucosa y glucégeno) y en muasculo (glucégeno y proteinas)

durante el desarrollo de juveniles del pargo canané Ocyurus chrysurus.

Estimar el efecto del tipo de alimento en la tasa respiratoria de juveniles del pargo

canané O. chrysurus al finalizar el tiempo experimental.

Identificar el efecto del tipo de alimento en la actividad especifica de las proteasas
acidas, alcalinas y proteasas totales presentes en el tracto digestivo de los juveniles

tempranos de pargo canané durante 54 dias.

Determinar el efecto del tipo de alimento en la composicion quimica proximal de los

juveniles tempranos de Ocyurus chrysurus al finalizar el tiempo experimental.
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e)Hipotesis

Si el pellet experimental tiene una composicion de nutrimentos similar al extrudido
comercial entonces la fisiologia digestiva y el estado nutricional durante el desarrollo de
juveniles tempranos de O. chrysurus alimentados con esas dos dietas también sera

similar.

Si la composicion de nutrimentos de ambos alimentos es similar entonces no habra
diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento y sobrevivencia de los juveniles

de pargo canané alimentados con las dos diferentes dietas.

Si la composicion de nutrimentos de ambos alimentos es similar entonces no habra
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de las reservas nutritivas en
higado (proteinas, triglicéridos, glucosa y glucégeno) y en muasculo (glucégeno y proteinas)
durante el desarrollo de juveniles de Ocyurus chrysurus alimentados con las dos diferentes
dietas.

Si los dos tipos de alimentos tienen contenidos de nutrimentos similares entonces es
posible que la tasa respiratoria de los juveniles de O. chrysurus alimentados con estas

dietas también sea similar.

Si la composicién de nutrimentos de ambos alimentos es similar entonces no habra
diferencias estadisticamente significativas en la actividad especifica de las proteasas
acidas, alcalinas y proteasas totales presentes en el tracto digestivo de los juveniles

tempranos de pargo canané alimentados con las dos diferentes dietas durante 54 dias.
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Si los dos tipos de alimentos contienen similares nutrimentos entonces es posible que
el analisis proximal de los juveniles de O. chrysurus alimentados con estas dos dietas

también sea similar.
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Capitulo 1. Ocyurus chrysurus

1.1 Caracteristicas generales de |la especie

Ocyurus chrysurus (Bloch, 1791), llamado en México con el nombre comun “canané”,
es un pez marino de la familia Lutjanidae que se distribuye en las costas del océano
Atlantico occidental desde Massachusetts, Estados Unidos de América, hasta el
archipiélago Los Abrolhos en Brasil. Vive en profundidades de diez a setenta metros y forma
cardumenes sobre substratos duros alrededor de los arrecifes de coral. En nuestro pais

habita el Golfo de México y el Mar Caribe (1).

Su cuerpo es delgado y presenta dientes de forma viliforme en la mandibula inferior
y superior. Los dientes estan estrechamente agrupados en la mandibula superior y tiene
varios dientes caninos, caracteristica comun en las especies de pargo. Las aletas
pectorales son largas, comienzan en la boca y llegan hasta el ano. La aleta caudal es
bifurcada. Una pronunciada franja amarilla medio lateral se extiende desde la boca hasta la
base de la aleta caudal. La coloracion del cuerpo es de oliva a violeta azulado con manchas
amarillas dispersas a los lados. Los lados inferiores, el vientre, las aletas anales y pélvicas

son de color blanco. Las aletas dorsal y caudal son amarillas (16).
Esta especie es dioica con fertilizacidbn externa y sin caracteres externos de

dimorfismo sexual. Presentan dos gonadas de igual forma y tamafio. La talla media de

madurez sexual es entre 250 y 310 mm longitud total a una edad de uno a dos afos (17).
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Presentan una talla media de 400 mm aunque existen casos en la que estos peces
alcanzan una longitud total hasta 700 mm. Las edades maximas fluctian entre los 5y 8
afios aunque en el sureste de Florida se encontr6 un organismo de una edad maxima de

17 afos (1).

Se puede considerar a L. analis, L. griseus, L. synagris, Haemulon sciurus, H.
plumieri, H. flavolineatum, entre otras especies, como competidores de alimento y refugio
y a Sphyraena barracuda, Epinephelus striatus, L. jocu, Scomberomorus cavalla como

depredadores (18)(19).

1.2 Ciclo de vida

El desove se produce en aguas abiertas sobre fondos duros y bancos oceanicos. Los
meses de desove suelen variar segun la regién, en Campeche por ejemplo, ocurre a partir

de abril hasta finales de octubre (20).

Los huevos son pelagicos. Los fondos duros y pastos marinos son el habitat de
asentamiento y cria de O.chrysurus. Las larvas tienen una fase de dispersion pelagica en
la cual ocurre su metamorfosis. Al alcanzar el tamafio entre 20 y 30 mm los peces migran
hacia los arrecifes exteriores de poca profundidad. El rango de temperatura preferido por

los juveniles es de 24 a 30 °C (21).

Los adultos tienen habitos semipeldgicos o demersales en zonas costeras pero

comunmente forman cardUmenes en agua claras alrededor de los arrecifes de coral hasta
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45 metros de profundidad, aungque en ocasiones se encuentran de forma solitaria nadando
separados del fondo en profundidades de hasta 70 metros. Se encuentran en un rango de

temperatura de 18 a 28°C con salinidades de 30 a 37 g L (22).

1.3 Alimentacion

Ocyurus chrysurus es una especie con diverso régimen de alimentacion, pues come
organismos zooplancténicos, del bentos (detritus, algas, esponjas, poliquetos) y también
es carnivoro (peces y crustaceos). La eleccién de estos organismos depende de su
abundancia en el medio y del tamafio del canané que los consume. Se observa claramente
un incremento de los peces en la composicion de la dieta con el aumento de talla y una
disminucion de los crustaceos. La actividad alimentaria puede ser tanto diurna como

nocturna (23) (24).

Durante el primer afo de vida, los individuos menores de 50 mm de O. chrysurus se
alimentan de crustaceos plancténicos (copépodos, larvas y postlarvas de camarones, zoeas
de cangrejos). A partir de esa talla estos pequefios organismos son sustituidos por otros de
mayor talla y movilidad como los crustaceos benténicos y las postlarvas y juveniles de
peces. El cambio mas importante ocurre cuando tienen entre 60 y 80 mm de longitud-

horquilla (25).

Al igual que otras especies de pargos, debido a su comportamiento predador, es

probable que la rabirrubia influya en la trama tréfica de los ambientes arrecifales,
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interviniendo activamente en la transferencia de energia y participando asi en la estabilidad

del ecosistema (26).

1.4 Pesqueria

Por su falta de parasitos, abundancia y sabor esta especie es buscada por los
pescadores recreativos y comerciales en Florida, Cuba, el Caribe hasta Brasil. En el sureste
de México y Puerto Rico el pargo de cola amarilla es un componente importante de los
desembarques de la pesca comercial los cuales se capturan con redes playeras, anzuelo,

nasas, chinchorros y arrastres (27) (28).

Las principales zonas de pesca de O. chrysurus son Brasil, Venezuela, Florida, Cuba
y el Banco de Campeche en México. También se capturan en las islas de las Antillas y el

norte de América del Sur (29).

Capturas hechas en el suroeste del Golfo de México en el estado de Veracruz en
2011 muestran que las tallas mas frecuentes son de 22 a 34 cm de longitud total. La mayor
abundancia de organismos se presenta durante julio, agosto y septiembre, esto coincide
con el periodo de desove que ocurre en julio. En las capturas el 51 % fueron hembras y el
45 % por machos y 4 % sexo indeterminado. La especie O. chrysurus en el Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano se esta capturando principalmente a una talla y edad en la
que aun no se han reproducido lo que representa un riesgo para la poblacion. La pesca
sobre las agregaciones de desove puede afectar no sélo las futuras clases anuales sino

también la calidad genética de las préximas generaciones (17).
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En aguas de Florida las capturas comerciales han sido menores por una disminucién
de la abundancia. La captura total (pesca comercial mas recreativa) en el Sureste Atlantico
y el Golfo de México, en el periodo 1979 a 1995, fue de 1, 180 toneladas promedio por afio,
sin embargo, disminuyo6 aproximadamente en 55% en el periodo 1991 a 1996 (17).

En México su pesqueria tiene gran importancia econémica en los estados de
Veracruz, Campeche, Yucatan y Quintana Roo, por esta razon esta especie puede ser una
alternativa para disminuir las capturas de las poblaciones de peces silvestres y como

recurso para el consumo humano a través de su cultivo (2).

1.5 Acuacultura

La familia de los pargos representa una pesqueria importante debido a su amplia
aceptacién como producto de consumo. Por el alto precio de mercado y las cosechas
limitadas a las poblaciones silvestres hay un interés considerable en el cultivo de algunas

variedades o especies de pargos (30).

La acuicultura es una alternativa para disminuir las capturas de poblaciones de peces
silvestres y, principalmente, para obtener proteina de alta calidad para el consumo humano

de manera continua.

Rene, et al (1984) lograron con éxito el cultivo experimental de O. chrysurus en jaulas
flotantes, en Martinica, a partir de juveniles capturados cerca de los manglares. En seis
lotes con diferentes densidades y tallas lograron el alcance de la talla comercial promedio
de 250 a 300 gramos en 18 meses. En 1991 se consiguid la reproduccion de O. chrysurus

en estanques con desoves semanales desde febrero de 1992 hasta 1994 y producciones
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promedio de 247 mil huevos por tanque, con tasas de fertilizacion de 46.1% y 32.5%, asi
como la produccién de embriones viables durante todo el afio (31).

El cultivo intensivo de larvas se realizd utilizando tanto alimento vivo (microalgas,
rotiferos, artemia) como preparado, hasta alcanzar la etapa juvenil. Resultados preliminares
del cultivo de juveniles en tangques con sistema de recirculacion y dietas artificiales (50 a
56% de proteinas) indican que O. chrysurus puede alcanzar una talla comercial de 450

gramos en 25 meses (31).

Actualmente en México la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de la
UNAM desarrolla protocolos de produccion para el canané con el objetivo de estandarizar
su cultivo acuicola. Los juveniles de O. chrysurus viven en un rango de temperatura de 24

a 30°C, salinidad de 30 a 40 g L en su habitat natural (32).
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Capitulo 2. Alimentos en la acuacultura

Una parte esencial para el desarrollo de la acuacultura es la generacion de dietas
balanceadas que cubran las necesidades nutricionales especificas de organismos de
interés en cada fase de su crecimiento a costos rentables de produccion. Para lograrlo es
necesario tener conocimiento de la biologia y ecologia de las especies con potencial

acuicola (3).

El 50% de los costos variables de la operacién de las instalaciones acuicolas se
utilizan para la obtencion de alimentos preparados que son la fuente principal de nutricion
para los animales (14). El rendimiento final del cultivo y por lo tanto el desarrollo de la
biotecnologia de cultivo depende del conocimiento de los requerimientos de nutrientes en
la fase larval y juvenil de los peces. En esta fase los organismaos requieren mayor nivel de
energia para el crecimiento o mantenimiento por unidad de peso corporal que los adultos.
No contar con los nutrientes necesarios afecta el desarrollo posterior del pez y aumenta la

tasa de mortalidad lo que afecta a la produccién acuicola (3).

Para definir los requerimientos nutricionales se debe conocer como se reparten los
componentes energéticos de la dieta entre el catabolismo y anabolismo. La cantidad y la
calidad de los nutrientes influyen en la reparticion metabdlica de sus componentes. Por lo
tanto, es importante saber si los nutrientes estaran disponibles para el pez durante el
proceso digestivo y la cantidad de energia aprovechable para el metabolismo y el

crecimiento.
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Los estudios de nutricion de organismos acuaticos comprenden varias etapas: el
comportamiento del alimento en el medio acuoso, la ingesta de alimento, la racion
alimentaria, la digestibilidad del alimento, los procesos de digestion y absorcion (fase
digestiva), el metabolismo y uso de los nutrientes (fase metabdlica) y la excrecién de

compuestos nitrogenados (33).

2.1 Nutricion de especies tropicales

Las caracteristicas biolégicas de cada especie estan relacionadas con el uso de los
recursos y el tipo de habitat. Ambos aspectos estan determinados por las condiciones

ambientales y las interacciones biédticas (34) (35).

Estudios poblacionales de peces tropicales han demostrado que los individuos
presentan una alta plasticidad en los habitos alimenticios y morfologia para enfrentar la
variabilidad de recursos y condiciones abidticas. Por ejemplo, el uso del habitat de
alimentacién y los rasgos de la historia de vida, pueden variar a lo largo del gradiente de la
misma corriente tropical (36). Por esta razén es importante investigar las necesidades

nutritivas especificas de las especies con potencial acuicola.

La fuente de energia alimentaria de los peces proviene en mayor medida de las
proteinas, los lipidos y los carbohidratos. La proteina se utiliza principalmente para el
crecimiento, mientras que los lipidos y carbohidratos se queman para satisfacer los
procesos metabdlicos de rutina (14). Los niveles brutos de energia contenidos en proteinas,
lipidos y carbohidratos son de 5.65, 9.40y 4.15 kcal / g respectivamente, es decir, los lipidos
contienen aproximadamente el doble de energia por gramo que las proteinas y los

carbohidratos (37).
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Los alimentos para acuicultura deben proporcionar los tipos adecuados de nutrientes
con la cantidad apropiada de energia. La energia requerida para el crecimiento a una tasa
Optima es variable segun la especie y la etapa de la vida. Por ejemplo, se sabe que la
especie de pargo Lutjanus guttatus requiere valores de proteinas y lipidos que van del 45
al 50% y del 9 al 15%, respectivamente, y su dieta se basa principalmente en la harina de

pescado como fuente de proteina en la dieta (7).

2.2 Formulacion de alimentos

En el primer periodo del ciclo de vida los peces son alimentados con alimentos vivos,
a excepcion de algunas especies que pueden consumir alimentos preparados después de
la absorcion del saco vitelino. Es durante el destete que se agrega alimento preparado al
sistema de cultivo. Es comun el uso de pellets para la alimentacién de juveniles. Los pellets
pueden ser redondos o cilindricos, de 3 a 5 mm de didmetro. El tamafio de la particula varia
segun el tamafio de la boca del pez. Las formulas alimenticias que cubren las necesidades
nutricionales de una especie durante todo su desarrollo no son comunes, aungque se han

disefiado algunas como la dieta de Ictalurus punctatus (14).

Los tres tipos mas comunes de alimentos preparados son los humedos, semi-
himedos y secos. Los alimentos hiumedos se producen a partir de restos procesados de
peces capturados comercialmente a los que se han agregado ingredientes secos. Los
alimentos secos son una mezcla de harina de pescado, vitaminas, minerales y otros
nutrientes que se convierten en granulos pasando la mezcla a través de un molino de carne

para su posterior desecacion. Los alimentos humedos y semihumedos no se pueden
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almacenar por largos periodos de tiempo y suelen ser costosos, por esta razén, los
alimentos secos en forma de pellets son los mas comunes en la industria. La cantidad de

humedad presente en la alimentacién seca es menor al 10%.

Los alimentos de investigacion pueden ser purificados, semi-purificados, practicos o
comerciales. Las dietas purificadas rara vez se utilizan porque son costosas de preparar.
Contienen los nutrientes esenciales en forma simple, como aminoacidos individuales,
acidos grasos libres, azlcares simples y un grupo especifico de vitaminas y minerales.
Estas dietas generan un crecimiento pobre, ya que los animales se desarrollan mejor con

dietas con ingredientes complejos (14).

Los alimentos practicos o comerciales estdn hechos con productos facilmente
disponibles o productos importados. El uso de productos importados aumenta el costo de
alimentacion en las empresas acuicolas. En caso de que el alimento suministrado no
contenga todos los nutrientes necesarios, algunos acuicultores suministran suplementos
alimenticios. Por otro lado, los alimentos completos contienen todos los nutrientes en
niveles suficientes para satisfacer las necesidades metabdlicas y de crecimiento. Las

especies estrechamente relacionadas suelen tener requisitos similares (14).

Las fuentes mas comunes de proteina son harina de pescado y harinas vegetales.
Las fuentes de proteinas vegetales tienden a ser deficientes en uno o mas aminoacidos
requeridos por las especies carnivoras. Las especies herbivoras y algunos omnivoros son
capaces de desarrollarse muy bien con dietas con o sin cantidades minimas de proteinas

animales. Las fuentes de proteinas vegetales son harina de soya, harina de mani, harina
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de maiz y harina de semilla de algodon. Las fuentes de proteinas, por lo general, contienen

lipidos y carbohidratos (en el caso de las proteinas vegetales) y vitaminas y minerales (38).

Las formulaciones también pueden contener otro tipo de sustancias como
aglutinantes (agar, alginato, carboximetilcelulosa, gelatina, goma guar), antioxidantes,
colorantes (carotenoides) o ingredientes que generan olores atractivos (harina de camarén,

krill, algunos aminoécidos).

En la fabricacion de pellets pueden usarse formulaciones fijas o formulaciones de bajo
costo, es decir, los ingredientes pueden variar segun el precio. Los ingredientes secos se
muelen, se mezclan y después se afaden los lipidos. Luego se convierten en pellets
utilizando un molino de pellets a presién o un extrusor. También se pueden fabricar micro
encapsulados, hojuelas, alimentos hiumedos y semi humedos. Cuando se fabrican pellets
con un molino a presion, los pellets se secan con aire caliente. Los pellets a presion se
hunden cuando se colocan en agua. Los granulos deben ser estables en el agua durante el

tiempo suficiente para que los animales los consuman (14).

En el caso de los extrudidos la mezcla de los ingredientes pasa a través del extrusor
a una presion mucho mayor que la granulacion a presion lo que calienta la mezcla. Cuando
el material sale del extrusor se corta en pellets. Para producir alimentos con altos niveles
de lipidos los lipidos se pueden rociar sobre los pellets después de la producciéon. Los
alimentos que contienen concentraciones altas de almidon atrapan aire durante el proceso
de extrusion lo que permite al pellet flotar. Los acuicultores que alimentan en la superficie
prefieren los extrudidos porque pueden observar a los animales comer y alimentarlos hasta

el consumo méaximo aparente (39).
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2.3 Analisis proximal

Los analisis quimicos proximales son un conjunto de métodos que se utilizan para
determinar la composicién nutritiva de un alimento. EIl proceso analitico de los métodos
puede dividirse en tres etapas: operaciones previas (muestreo, acondicionamiento de la
muestra, disolucion, separaciones, reacciones analiticas), medicion de la sefial analitica de
los instrumentos y registro de los datos. Los métodos elegidos deben ser confiables,

aplicables, especificos, exactos y precisos (40).

En el presente trabajo se utilizan los métodos oficiales de la AOAC 1991 (Asociacion
Internacional de Quimicos Analiticos). La AOAC es una asociacion cientifica privada sin
fines de lucro fundada en 1884, la cual tiene como objetivos desarrollar y validar métodos
analiticos a través de consensos y promocionar los criterios para alcanzar los estandares
de acreditacion de los laboratorios analiticos. Estos métodos son adoptados por
organizaciones internacionales de normalizacion como ISO, Comité de Estandarizacion

Europeo (CEN), Comité Nordico de Analisis de Alimentos, entre otros (41).

Las técnicas de analisis de alimentos que se utilizaron en el presente trabajo son:
determinacion de humedad, determinacion de cenizas, cuantificacion de lipidos y de

proteinas.

Todos los alimentos contienen agua en mayor o menor proporcion. Los alimentos
frescos contienen entre un 60% y un 95% de agua. El agua en los alimentos puede
encontrase de forma libre o ligada. El agua libre se libera con facilidad mientras que el agua

ligada se encuentra unida a las proteinas, azlcares o sobre particulas coloidales.
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En la industria alimenticia es util conocer la cantidad de humedad presente en un
alimento porque ayuda a prever el desarrollo de microorganismos, las caracteristicas del
alimento durante su procesamiento, o en algunos casos, esté legislada la cantidad méaxima

de agua que pueden contener (42).

Existen varios métodos para determinar la cantidad de humedad: destilacion
azeotropica, el método de Karl Fisher, secado en termo balanza y secado en estufa. En el
presente trabajo se utiliza el método por secado de estufa donde se calcula la pérdida de
peso de la muestra por evaporacion del agua. Para que este método sea representativo la
muestra debe ser térmicamente estable y no debe contener una cantidad importante de
compuestos volatiles. Las fases del método son: preparar la muestra, pesarla, secarla,

enfriarla y pesarla nuevamente.

Las cenizas de un alimento son el residuo inorganico que deriva de la calcinaciéon de
la materia organica. Es un método que se utiliza para determinar la calidad de ciertos
alimentos (donde un alto contenido de cenizas es inconveniente). Los alimentos contienen
un valor especifico de ceniza lo cual facilita su identificacion. En el presente trabajo se utilizé

el método de cenizas totales en el cual toda la materia organica se oxida a 600° C.

Hay dos tipos de meétodos que se utilizan para la determinacién de cenizas: la
determinacion en seco y la determinacion himeda. La determinacién en seco es el método
mas comun para conocer la cantidad total de minerales. En la determinacion himeda se
descompone la materia organica en un medio &cido. La materia inorganica se determina
por gravimetria o por algun otro método analitico para contabilizar las sales en disolucion

(42).
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El método Goldfish es una extraccion continua con disolvente donde la muestra esta
en contacto con el vapor del disolvente. La grasa se cuantifica por pérdida de peso o por

grasa removida.

El método Kjeldahl para la determinacion de proteinas cuantifica la materia
nitrogenada total. Primero se descompone la materia organica por calentamiento en
presencia de acido sulftrico concentrado. Después se registra la cantidad de amoniaco de

la muestra.

Durante la descomposicién se deshidrata y se carboniza la materia organica. El
nitrdgeno organico se transforma en sulfato de amonio. La velocidad del proceso puede
acelerarse agregando sales (sulfato de potasio), por la adicién de oxidantes (peroxido de

hidrégeno) o por la adicién de un catalizador (43).
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Capitulo 3. Evaluacion de estado nutricional y
fisiologia digestiva

3.1 Crecimiento y sobrevivencia

El crecimiento es un proceso de incremento progresivo de la talla o peso durante
diferentes intervalos de tiempo. Depende de la cantidad y calidad del alimento disponible,
de la edad, de la especie, del nivel de estrés y salud que presentan los organismos y de

condiciones ambientales como la temperatura, la salinidad y el oxigeno disponible (44).

Si un organismo tiene alimento suficiente para cubrir el costo energético de
mantenimiento entonces tendra energia suficiente para sintetizar nuevo tejido para el

crecimiento o la reproduccion (45).

La prediccion del crecimiento de los peces es Util para establecer las necesidades
nutritivas y la tasa de alimentacion. Ademas, la determinacion de la curva de crecimiento
es fundamental para el disefio de las instalaciones y para la planificacion del cultivo

acuicola.

El crecimiento a lo largo de la vida del pez suele representar una curva de tipo
exponencial: el crecimiento suele ser muy rapido en las primeras etapas de vida y se va
haciendo lento a medida que aumenta la edad y alcanza la longitud méaxima. Por otra parte,
el crecimiento en peso sigue un patrén de curva del tipo sigmoideo. En las etapas

tempranas del pez el incremento en peso es lento. El crecimiento se acelera hasta alcanzar
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una velocidad maxima (cuando alcanzé aproximadamente un tercio de su peso maximo)

para luego decrecer mientas se acerca a su peso maximo.

Se puede expresar el crecimiento de un pez de acuerdo con la relacion longitud —
peso partiendo de la ecuacién de crecimiento de von Bertalanffy. En los peces el peso es
directamente proporcional al cubo de su longitud y la relacién entre la longitud y el peso es

una curva exponencial (46).

Los parametros biolégicos de los peces varian segin su ambiente, épocas,
localidades y poblaciones. Para determinar estas variaciones se utilizan factores de
condicion. El factor de condicion K o indice de Fulton sirve para comparar individuos de la
misma poblacién. Mientras mas alto sea el valor de K, mejor es la condicion de bienestar
de los peces. En situaciones de estrés el factor disminuye rapidamente. La desventaja del
factor es que presupone un crecimiento isométrico de peso en funcién a la longitud del

individuo (47).

La sobrevivencia de los individuos depende de varios factores como la falta de
alimento y enfermedades. En comunidades pesqueras se puede expresar la mortalidad y
sobrevivencia en términos de probabilidad o porcentaje, sin embargo, en casos practicos

se expresa en tasas totales de sobrevivencia y mortalidad en funcion a coeficientes (46).
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3.2 Reservas nutritivas

El glucogeno es la principal fuente de energia de almacenamiento en los peces. Los
depdsitos mas importantes se encuentran en el higado y los musculos. Tanto el musculo
oxidativo (rojo) como el glucolitico (blanco) contienen concentraciones significativas de
glucoégeno. Durante los periodos de ayuno las primeras reservas de glucégeno que se
utilizan son las del higado, después los lipidos musculares, seguidos del glucégeno
hepatico y muscular. La proteina muscular es la ultima que se moviliza durante la inanicion

(48).

Estudios hechos con la carpa (Cyprinus carpio) y el bacalao (Gadus morhua)
muestran que la alimentacion después de un periodo de inanicién genera una tasa de
crecimiento alta (crecimiento compensatorio). Los niveles de glucégeno hepatico y
muscular son los primeros en reponerse seguidos de las reservas de proteinas en los tejidos
y de las reservas lipidicas. La glucosa sanguinea se utiliza para la sintesis de glucégeno
hepatico, aunque también durante la gluconeogénesis se puede utilizar lactato y

aminoacidos (48).

Las proteinas que componen la estructura corporal se encuentra en un proceso
continuo de sintesis y degradacion. Los peces catabolizan del 40 al 50% de las proteinas
corporales, por lo tanto el musculo de los peces actla como el principal reservorio de
aminoacidos libres. Este hecho es de suma importancia para cuantificar los procesos de

ingesta, digestion, circulacion, sintesis e hidrdlisis de proteinas.
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Los &cidos grasos son una fuente importante de energia metabdlica en los peces
marinos sobre todo en el desarrollo del embrién y durante la reproduccion. Los triglicéridos
se encuentran el tejido adiposo de los peces. Es importante cuantificar el tipo de lipidos

contiene un pez para determinar el tipo de nutrientes aportan a la dieta humana (49).

El higado estd estrechamente conectado con el tracto digestivo y el sistema
circulatorio. La vena porta hepética proporciona un conducto directo de nutrientes que son
absorbidos en el tracto digestivo que se dirigen hacia el higado, donde los nutrientes son
procesados y enviados a otros tejidos del cuerpo. Los hepatocitos constituyen la mayor
parte del volumen del higado y pueden contener cantidades variables de glucégeno y
lipidos. Los cambios en la morfologia e histologia del higado, asi como la cantidad de
glucogeno y los lipidos estan relacionados con la dieta, la salud, el contenido de toxinas y
estado energético de los peces. El higado, en algunas especies de peces marinos, es el
principal 6rgano donde se almacenan los lipidos, en el bacalao el higado representa el 25%
del peso total del pez. Otras especies almacenan lipidos en el musculo y en el tejido

adiposo (50).
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3.3 Consumo de oxigeno

La calorimetria indirecta es un método para realizar estudios metabdlicos. Se basa en
la suposicion de que la produccién de energia en un animal es un proceso aerébico, es
decir, requiere oxigeno para la oxidacion de nutrientes provenientes del alimento o de su
propio tejido. Por lo tanto, se asume que la cantidad de oxigeno consumido por la
respiracion liberara una cantidad de energia equivalente, la cual se puede calcular a partir
del valor oxical6rico. Existen otros métodos para realizar estudios metabdlicos como la
técnica del sacrificio comparativo, la cual mide el valor cal6rico de los tejidos utilizados

durante el ayuno (51).

El calor producido por los peces proviene de la transformacion metabdlica de los
sustratos dietéticos en tejido, actividad fisica o durante la hidrdélisis de ATP. Por lo tanto, al
calcular la velocidad de liberacién de calor se puede estimar la tasa metabdlica. Esta tasa
varia segun la calidad y cantidad de nutrientes y la actividad fisica del pez. La tasa
metabdlica aumenta durante la ingesta de alimento, debido al gasto energético durante la
ingestion, digestion y transformacién metabdlica de los componentes de la dieta. Este

aumento se llama "incremento de calor durante la alimentacion” (52).

El metabolismo basal, es la tasa minima de actividad metabdlica necesaria para
mantener la estructura y funcion de los tejidos del organismo. El metabolismo de ayuno es
una aproximacion de las necesidades energéticas de mantenimiento. La necesidad de
energia de mantenimiento aumenta con el aumento de peso de los peces, aunque las

necesidades energéticas de los peces pequefios son mayores en comparacion con los
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peces mas grandes. Ademas del peso, la temperatura del agua es uno de los principales

factores para determinar la necesidad de mantenimiento (51).

La produccion total de calor es la suma de las entalpias de oxidacion de los nutrientes
utilizados por el animal. Por lo tanto, la produccion de calor se puede estimar a partir de la
estequiometria de los nutrientes catabolizados. El conocimiento del cociente respiratorio
(CR) permite la estimacién de las proporciones relativas de grasas y carbohidratos
utilizados con fines energéticos. Una descripcién completa del balance energético de los
peces requiere la medicion de la ingesta de alimentos junto con las pérdidas fecales y de

otros excrementos para permitir que la energia se divida en funcion de la ingesta (52).
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3.4 Bioenergética

La cuantificacion de la demanda energética en los peces es necesaria para la
formulaciéon de alimentos y el establecimiento de tablas de alimentacion con el objetivo de
optimizar el crecimiento en los sistemas acuicolas.

La bioenergética es el estudio del flujo de energia dentro de un sistema bioldgico e
involucra la transformacion y uso de los nutrientes para generar energia y sintetizarla. Para
entender esta dindmica es necesario conocer los procesos fisiol6gicos involucrados en la

transformacion de la energia (53).

El siguiente modelo explica el flujo de la energia dentro del organismo:

I=R+H+U+P

Donde | es la energia ingerida en el alimento (en forma de carbohidratos, lipidos o
proteinas), R es la energia utilizada en la respiracion (metabolismo), U es la excrecién, H

es la energia eliminada en forma de heces y P es la produccion o energia retenida (44).

De la energia total contenida en el alimento ingerido por un organismo, cierta cantidad
es destinada a los procesos anabdlicos y catabdlicos, otra parte se utiliza para el
metabolismo de rutina (mantenimiento de las funciones celulares y motoras) y otra fraccion
es almacenada (en forma de lipidos o como glucdgeno en higado). La energia retenida es

utilizada para la formacién de tejidos y estructuras (crecimiento somatico).

La energia contenida en el alimento se llama energia bruta. De la energia ingerida

una aparte es absorbida a través de la digestion (energia digestible) y otra parte se elimina
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en forma de heces (energia fecal). La diferencia entre la energia del alimento y la energia
de las heces es la energia digestible. Después de la digestion la energia se puede usar
para el crecimiento o para el metabolismo. La energia metabolizable puede perderse en
forma de orina, a través de las branquias, en forma de calor, como desechos metabdlicos,

0 se usa para la biosintesis o en el proceso digestivo (14).

Cuando restamos estas salidas de energia obtenemos la energia neta que se divide
en energia recuperada y energia de mantenimiento. La energia recuperada se utiliza para
el crecimiento, el movimiento y la reproduccion. La energia de mantenimiento se usa en el

metabolismo basal y la actividad del pez en reposo.

El pez requiere de movimiento para obtener un adecuado funcionamiento fisiologico.
Los nutricionistas ademas de aportar un nivel adecuado de energia en la dieta también

deben considerar un nivel adecuado de proteinas.

Los peces necesitan energia para mantener los procesos basicos de la vida como la
circulacion de la sangre, la osmoregulacioén, la excrecién y el movimiento. En periodo de
ayuno los organismos obtienen energia del catabolismo de las reservas corporales.
Dependiendo de la actividad, se pueden distinguir varios niveles metabdlicos: metabolismo

basal, normal, de rutina y activo (51).

Los peces son organismos poiquilotermos, es decir no regulan su temperatura
corporal y no invierten energia en producir calor para mantener sus funciones metabdlicas.
El ambiente acuatico disminuye el efecto de la gravedad sobre su masa por lo que no

invierten mucha energia para la formacién de su estructura corporal. Por lo tanto, los
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organismos acuaticos son mas eficientes que los terrestres en la transformacién de energia
para el crecimiento: un organismo acuatico requiere consumir una menor cantidad de
alimento para aumentar la misma cantidad de masa. Sin embargo, los organismos
acuaticos consiguen oxigeno del medio en menor medida que los terrestres lo que implica

un gasto energético mayor por parte de los organismos acuéticos (44).

3.5 Fisiologia digestiva

El aparato digestivo de los peces teledsteos es una estructura tubular que comienza
en la boca y termina en el ano, la cual se puede dividir en cuatro partes: cavidad oral
(cavidad faringea), digestivo anterior (eséfago, estdbmago, piloro e intestino anterior),

digestivo medio, (yeyuno, ciegos pil6ricos) y el digestivo posterior (ileon, ano).

El esofago tiene paredes musculares gruesas distensibles, esta recubierto de papilas
gustativas y células mucosas. Las branquiespinas se sitlan a ambos lados del es6fago, lo
gue permite dirigir el alimento hacia el tubo digestivo. La longitud total de intestino varia

entre diferentes especies y esté relacionado con los habitos alimenticios del animal (54).

El recubrimiento interno del estémago es un epitelio columnar rico en glandulas
gastricas secretoras de acido clorhidrico y enzimas como la pepsina, ademas de células
secretoras de hormonas o de mucus. En el intestino anterior y medio ocurre la digestiéon
quimica del alimento y la absorcion de los nutrientes. Esta porcion del intestino es alcalino
y contiene enzimas del pancreas, de las células secretoras de la pared intestinal, de la

microflora gastrointestinal y bilis de la vesicula biliar.

42



La anatomia del intestino es similar en sus diferentes partes, sin embargo, en
términos histolégicos estdn marcadamente diferenciadas. Los ciegos pil6ricos incrementan

la superficie digestiva y de absorcion (54).

Las glandulas asociadas al aparato digestivo son el higado y el pancreas. El pancreas
en los peces no constituye un érgano individual, sino que es una agrupacion de células que
rodean al intestino anterior y los ciegos, en otros casos forma un hepatopancreas. Las
secreciones enzimaticas que produce fluyen a través del conducto pancreético hacia el

intestino (55).

3.6 Proteasas totales, acidas y alcalinas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos de las
estructuras de las proteinas. Estan involucradas en varios procesos como la digestion de
las proteinas, la activacion de proenzimas y prehormonas. Las proteasas pueden
clasificarse de muchas maneras, sin embargo, una forma sencilla de hacerlo es segun su
pH optimo. De esta manera podemos clasificarlas como proteasas acidas, alcalinas y

neutras (56).

En el estbmago ocurre una actividad proteolitica significativa debido a las proteasas
que secretan las células glandulares del estbmago. La proteasa mas abundante en el
estdbmago, que actia en un ambiente acido, es la pepsina y moléculas con actividad similar
a la pepsina. En el intestino ocurren la mayoria de los procesos digestivos que se producen

por la accion de enzimas secretadas en la pared intestinal, en el pancreas o en el higado.
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Las proteasas mas comunes en peces son la tripsina, la quimotripsina, la colagenasa
y la elastasa. Pertenecen a la familia de las serinproteasas y son secretadas por el pancreas
en forma de zimogenos. Son activadas en el interior del intestino por la accién de la
enteroquinasa, una enzima secretada por la pared intestinal y la tripsina. Las
endopeptidasas hidrolizan las uniones internas de las cadenas polipéptidicas, mientras que
las exopeptidasas (aminopeptidasas, di- y tripeptidasas) hidrolizan las uniones terminales,
liberando aminoéacidos. Debido a que las proteinas tienen diversos niveles de estructura,
existe un gran nimero de proteasas y peptidasas con funciones especificas relacionada a

la estructura proteica. (57).

Pepsina: La pepsina es secretada en forma inactiva y es activada por la presencia del
acido clorhidrico en el estbmago. Su pH oOptimo es acido. Es una endopeptidasa que
hidroliza enlaces peptidicos produciendo peptonas y polipéptidos. Existen diferencias de
actividad especifica, de temperatura éptima y pH 6ptimo entre las pepsinas de diferentes

especies.

Tripsina: Es una endopeptidasa que se secreta en forma de tripsinbgeno que es
activado en el interior del lumen intestinal por la accién de una enteroquinasa. Su substrato
son proteinas de gran tamafio. Su sitio de actividad proteolitica son las uniones internas
con fracciones carboxilicas. El pH éptimo es bésico (8 0 9 pH) y su temperatura éptima es
entre 30-40 °C (temperaturas ligeramente superiores la inactivan rapidamente). La
presencia de pequefias cantidades de tripsina en el intestino cataliza la liberacion de las
endopeptidasas pancreaticas. La tripsina es una enzima clave en la digestién de las

proteinas por su funcién como activador enzimatico (54).
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Quimotripsina: Se origina por accion de la tripsina sobre el quimiotripsinbgeno. Su
substrato son proteinas de gran tamafo. Es selectiva para los enlaces de las cadenas
laterales de aminoacidos aromaticos como la tirosina, triptéfano y fenilalanina y de grandes

residuos hidrofébicos como la metionina. Su pH 6ptimo es neutro (50).

Elastasa: Es una endopeptidasa, serinproteasa, que se secreta en forma de
proelastasa y es activada por la tripsina. Su especificidad esta dirigida hacia las cadenas
laterales mas pequefias sin carga de los aminoacidos alifaticos. Es una enzima que no se
encuentra en todas las especies de pecesy que actla sobre la elastina, una proteina fibrosa
de las arterias y ligamentos que es resistente a otras proteasas. También hidroliza insulina,
ribonucleasas y algunas proteinas de origen microbiano.

Su pH 6ptimo de actuacion es superior a 9.

Colagenasa: Hidroliza las proteinas fibrosas del tejido conectivo (colageno) presente
en la piel, tendones y huesos, por lo que es una enzima ausente en las especies herbivoras

y presente en las carnivoras. Su pH éptimo es neutro (54).




Capitulo 4. Materiales y métodos

4.1 Obtencion de los organismos

Los juveniles de O. chrysurus se obtuvieron de la reproduccién inducida de
reproductores silvestres originarios de la costa de Sisal, ocurrida en el Area de cria de larvas
del Programa de Peces Marinos de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion
(UMDI) de la Facultad de Ciencias Sisal, Yucatan. La reproduccion inducida se efectué con
un lote de nueve reproductores de canané capturados con anzuelo en las costas de Sisal,
Yucatan. Tres hembras fueron inducidas hormonalmente con implantes de Ovaplant® a
una concentracion de 125 ug y puestas con seis machos (sin tratamiento hormonal) dentro
de un tanque de 12 m? con un sistema de recoleccién de huevos por rebozo provisto de
una malla de 300 um. El desove ocurrié 36 horas después de la induccién. El 75% de los
huevos recolectados fueron viables. Los huevos fueron puestos a eclosionar en un tanque
de 4,000 litros. La eclosién fue de 98.69%, con una supervivencia larval de 86.06% a la

eclosion y una supervivencia de 51.48% a las 48 horas. (2)

Las condiciones fisicas y quimicas del agua de mar en el tanque de cultivo de los
juveniles previo al experimento fueron en promedio: temperatura del agua de 27°C,

salinidad de 39 mg L 1, oxigeno disuelto 5.7 mg/L *y pH 7.5

Los juveniles, con una edad de 39 dias después de la eclosion (DDE), se trasportaron
en recipientes hacia el laboratorio de Ecofisiologia donde se mantuvieron vivos hasta el final
del tiempo experimental. El peso promedio de los juveniles al comenzar el experimento fue

de 0.45 gramos.
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4.2 Diseno experimental

El dispositivo experimental consistié en ocho cajas grises de plastico polietileno, con
un volumen de 60 litros cada una y un sistema de recirculacion cerrada con aireacion
individual por caja. El recambio de agua diario fue del 5%. El agua salina del dispositivo se
capté del mar y se almacend en un reservorio principal, para luego ser enviada a los tinacos
del edificio. Es agua se bombe0 a los reservorios del edificio para surtir los sistemas de
circulacion del laboratorio. El agua se filtré en cada reservorio con un sistema de filtros de
arena.

Se distribuyeron 120 juveniles en ocho cajas. Cada caja representd una réplica.
Cada tratamiento, es decir, tipo de alimento, tuvo cuatro réplicas. El nimero de organismos
inicial fue 15 por réplica. Se realizaron cinco muestreos cada 15 dias de dos organismos
por replica, es decir, de cada réplica fueron utilizados diez organismos para los analisis.
Por lo que al final del experimento quedaron cinco organismos por réplica sin considerar

posibles decesos al término de la fase experimental.

La distribucion de las réplicas en el dispositivo fue elegida al azar, con el objetivo de

gue ambos tratamientos tuvieran las mismas condiciones fisicas y quimicas.
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Nimero de caja 1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamiento A B B B A B A A

NUmero de organismos n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15

Figura 1. Distribucién de las réplicas en el dispositivo experimental. Los nimeros 1 al 8
corresponden a la numeracién de las cajas, mientras que, los tratamientos A y B corresponden al
tipo de alimento suministrado. El tratamiento A corresponde al alimento comercial y el tratamiento B

al alimento experimental. EI nUmero de organismos por caja fue n=15.

Tabla 1. Condiciones fisicas y quimicas del agua de mar en el tanque de cultivo de los juveniles

durante el periodo de aclimatacién. Promedio + desviacion estandar (n=7).

Parametro X +DE
Temperatura (°C) 28.5+0.94
Salinidad (mg L™ %) 38.29 £+ 0.49
Oxigeno disuelto (mg L' %) 5.19+0.1
pH 7.2

El periodo de aclimatacién de los juveniles fue de siete dias durante los cual los peces
fuero alimentados con el alimento comercial a consumo méaximo aparente, 0.5 gramos cada
hora durante 12 horas diarias. Las condiciones fisico quimicas del agua de mar en los
tanques durante la aclimatacion se muestran en la Tabla 1.

Durante el experimento los juveniles estuvieron expuestos a un fotoperiodo de luz

artificial de 12 horas luz (de 7:00 a 19:00 horas) y 12 horas oscuridad (de 19:00 a 7:00
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horas). El experimento consistié en alimentar a los juveniles de O. chrysurus, con una edad
de 46 dias (DDE), durante 56 dias usando dos tipos de alimentos: un alimento comercial y
otro experimental. Al finalizar el experimento los juveniles restantes tuvieron una edad de
102 (DDE). El alimento comercial fue Otohime marine diet producido en Tokio, Japon y el
alimento experimental se elabord con materia prima principalmente mexicana en la UMDI-
Sisal (Tabla 12, ver anexo). Los peces fueron alimentados en intervalos de una hora en el

horario diurno (12 veces al dia) hasta el consumo maximo aparente.

Los tanques fueron recubiertos con malla de tul blanca para evitar la salida de los
peces. Los pardmetros fisicoquimicos (oxigeno disuelto, salinidad y temperatura) fueron
registrados dos veces al dia (8:00 y 19:00 horas) durante el periodo experimental. Se realiz6
una medicién de pH y la concentracion de nitritos, nitratos y amonio en el agua de los

tanques al finalizar la fase experimental con el kit de prueba de acuacultura para agua

salada marca LaMotte Modelo AQ-4 cédigo 3635-03-SF, EUA.

Figura 2. Dispositivo experimental y sistema de tratamiento de agua del sistema de recirculacién

cerrada.




4.3 Caracteristicas del alimento experimental

El alimento experimental se disefio conforme a los datos bromatoldgicos
proporcionados por el fabricante del alimento comercial (Tabla 2). Ambos alimentos son
isonitrogenados (48% de proteina) e isoenergéticos (428 kcal/100gr). Los origenes de los

ingredientes del alimento experimental se encuentran detallados en la Tabla 12 (ver anexo).

Tabla 2. Formulacién del alimento experimental.

Ingredientes Alimento experimental 0/100g
Harina de pescado 31
Manto de calamar 10.8
Concentrado proteico de soya 18.46
CPSP (Concentrado proteico de
pescado hidrolizado) 10.3
HUFAS (acidos grasos insaturados)

Lecitina de soya

Aceite de higado de bacalao 7.1
Almidén de trigo 7.3
Stay C (Mtamina C) 1
CMC (carboximetil)

Premezcla de vitaminas y minerales 2.5
Talco inerte 2.6
Total 100
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Tabla 3. Composicion proximal (%) del alimento experimental. Promedio + desviacién estandar,

valores expuestos en base seca (%, kg ).

Alimento experimental

(%) X + DE
Humedad® 7.9+0.1
Proteinas® 55.0+ 1.3
L|'pidosl 15.1+0.1
Cenizas® 15.4 + 0.0
CBH (x Dif) 6.6

1Determinaciones hechas por triplicado

Para fabricar el alimento experimental primero se mezclaron los ingredientes secos
en una batidora KitchenAid modelo Artisan. Posteriormente se afiadieron los ingredientes
liquidos y la mezcla de vitaminas y minerales. La masa resultante se moldeo en forma de
pellet con un molino de carne marca Torrey modelo M-12-FS. Los pellets se deshidrataron
en una estufa a 60°C durante 24 horas. Después se trituraron y tamizaron con mallas hasta

obtener el tamafio de particula deseada (1.4mm, 2 mmy 2.7 mm).
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4.4 Caracteristicas del alimento comercial

Se suministraron dos presentaciones del alimento comercial segun el tamafio de la
particula: Otohime Marine Diet tipo C1 y tipo EP2. El tipo C1 es un granulado de 580 a 840
um y el tipo EP2 es un pellet extrudido de 2.3 mm (58). Fue necesario ajustar el tamafio de
la particula para adecuarlo al tamafio del organismo durante su crecimiento. El criterio de
ajuste de la particula fue el didmetro de la boca del pez. En la siguiente tabla se muestra la
composicion proximal del alimento comercial resultado de los analisis bromatoldgicos que

se realizaron en la UMDI- Sisal.

Tabla 4. Composicion proximal (%) del alimento comercial Otohime C1y EP2. Resultados obtenidos
en los analisis bromatolégicos realizados en la UMDI- Sisal. Promedio + desviacion estandar, valores

expuestos en base seca (%, kg 1).

Alimento comercial

C1l EP2
% X + DE X +DE
Humedad® 7.2+0.0 6.3+0.1
Proteinas! 60.3 +3.2 56.6 + 3.5
Lipidos® 15.1+0.0 14.3+0.5
Cenizas? 13.8+ 0.0 15.7 £ 0.0
CBH (x Dif.) 3.56 7.1

! Determinaciones hechas por triplicado.
* Otohime, Marubeni Nissin Sakura, Japén.
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Tabla 5. Composicion proximal (%) del alimento comercial (Otohime C1 y EP2). Datos
proporcionados por el fabricante. Ingredientes: harina de krill, harina de pescado, harina de calamar,
almiddn de papa; harina de trigo, aceite de pescado, levadura de cerveza, calcio, fosfato, goma guar,

lecitina de soya, betaina, planta regaliz, extracto de manzana y germen de trigo.

Cl EP2
Composicion proximal Otohime (%) (%)
Proteina cruda (minimo) 50 48
Lipidos crudos (minimo) 10 14.5
Fibra cruda (maximo) 3 2
Cenizas crudas (maximo) 16 16
Calcio (minimo) 2.3 2.2
Fosforo (minimo) 15 1.7
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4.5 Analisis proximal

Se determiné la compaosicién proximal del alimento comercial y del tejido de los peces
resultantes al final del experimento segun los siguientes protocolos: 934.01 para humedad,
976.05 para la proteina, 920.39 para los lipidos y 942.05 para la ceniza (de acuerdo con la

AOAC ,1991).

La determinacién de la humedad se realizé por diferencia de peso. Se colocaron 5
gramos de muestra homogenizada en el horno a 100°C hasta que estuviera totalmente seca
y a peso constante. Después se dej6 enfriar la muestra en un desecador. Finalmente se
pes6 de nuevo la muestra. La diferencia de peso (peso inicial — peso final) se consideré

como el contenido de humedad.

Para determinar las cenizas totales se utilizé el método de calcinacién, el cual consiste
en colocar 5 gramos de muestra homogenizada en un crisol seco y a peso constante.
Después, los crisoles fueron colocados en la mufla a 550°C para incinerar la muestra. Los
crisoles se dejaron enfriar en el desecador y se pesaron con la muestra calcinada en la

balanza analitica. El porcentaje de cenizas se calcul6 con la siguiente formula.

peso de las cenizas * 100

% ceniza =
peso de la muestra
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Figura 3. Obtencién de cenizas del alimento y del tejido de los peces resultantes al final del

experimento (Foto Elizabeth Cruz).

Para calcular el contenido de grasa se utiliz6 el equipo de extraccion Goldfisch
Labconco. Se colocé en los portadedales un filtro Whatman de 20*80 mm con 5 gramos de
muestra seca. Los portadedales se acoplaron al sistema Goldfisch dentro de un vaso de
precipitados con 35 mL de hexano. El sistema de reflujo se activd durante cuatro horas
(nivel de temperatura seis). El hexano se evaporo para obtener el contenido de grasa de la
muestra por diferencia de peso. El porcentaje de grasa de las muestras se calcul6 con la

siguiente formula:

gr de grasa obtenida * 100

% grasa =
gr muestra




Figura 4. Sistema Goldfisch. Obtencion de lipidos del alimento y de las muestras de tejido de los

peces.

Para la determinacion de proteina se us6 el método de micro Kjeldahl el cual consiste
en la digestién de la materia organica por la accién del acido sulfhidrico (el nitrégeno se
transforma en sulfato de amonio). Posteriormente se destilo el nitrgeno amoniacal el cual
reacciona con &cido borico. Se realizd la titulacién con &cido clorhidrico para encontrar el
punto de neutralizacion. Para calcular el porcentaje de nitrégeno se utilizé la siguiente

formula.

(ml utilizados — blanco)(0.014) (normalidad HCI)
*

5N =
Yo peso de la muestra (gr)

100

Para calcular el porcentaje de proteina se utilizé la siguiente formula:

%Proteina = (%N)(6.25)

Donde 6.25 es un factor de conversion especifico para la determinacion de proteina

contenida en los alimentos.
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Figura 5. Equipo micro Kjeldahl. Obtencion de proteinas totales en muestras del alimento y en el

tejido de los peces al final de experimento.

4.6 Muestreo de los organismos

Durante el transcurso del tiempo experimental se realizaron cinco muestreos sin
reemplazo (ocho peces por tratamiento, es decir, dos peces por réplica) cada 15 dias. Por
lo tanto, los andlisis bioquimicos se realizaron con ocho muestras por tiempo de medicion
y tratamiento. Los juveniles ayunaron 24 horas antes del muestreo. Los peces fueron
anestesiados con aceite de clavo (0.05 gramos de aceite en un litro de agua de mar), para
después hacer la diseccion del musculo, tracto digestivo completo (sin glandulas anexas) e

higado. Los tejidos fueron colocados en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y sumergidos en
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nitrégeno liquido. Las muestras se mantuvieron guardadas en un ultracongelador REVCO

a -40°C hasta su analisis.

4.7 Indicadores del estado nutricional

Para conocer el estado nutricional de los organismos se evalué el crecimiento y
sobrevivencia y el contenido de las reservas nutritivas (triglicéridos, proteinas, glucosa y
glucogeno) en higado y en musculo sélo proteina y glucégeno. También se estimé el

consumo de oxigeno de los peces al final del experimento en camaras respirométricas.

4.8 Crecimiento y sobrevivencia

Para calcular el crecimiento se realizaron mediciones de longitud y peso. La longitud
(total, furcal y altura) se obtuvo utilizando un vernier y el peso se midié con la balanza
analitica Pioneer Ohaus TM modelo ARA520 (nimero de serie D22412481140211).
Para estimar la sobrevivencia se dividi6 el nimero de sobrevivientes (nimero de
organismos muestreados para los analisis bioquimicos mas el nimero de organismos al
final de la fase experimental) entre el nimero de organismos iniciales. El valor resultante se

multiplicé por 100 para obtener el valor en porcentaje.
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Longitud furcal

Longitud total

Figura 6. Mediciones realizadas en los peces experimentales

Figura 7. Medicién de longitud y peso de los organismos experimentales.

4.9 Consumo de oxigeno

Al finalizar el periodo experimental se eligieron al azar siete peces por cada
tratamiento (14 peces en total). Antes del experimento los organismos estuvieron en ayuno
durante 20 horas. Posteriormente se introdujo un pez por cada camara respirométrica. El
volumen de la cAmara fue 90 ml y la temperatura del agua salada se mantuvo constante a

28 °C. Las mediciones obtenidas de la camara control (sin pez) se utilizaron para corregir
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el consumo de oxigeno por respiracion bacteriana al descomponerse el alimento. Las
camaras estuvieron conectadas a un sistema de recirculacién de agua de mar con flujo
constante. El flujo de entrada de agua marina a cada camara fue de aproximadamente 1.25

mLs ™.

El consumo de oxigeno (VO;) se determind a partir de la diferencia entre la
concentracion de oxigeno en la entrada y en la salida de cada camara, corregido por el flujo

y expresado como mg O, g™ h™ (59).

([02]e = [02]) (flujo, Lh)
peso, g

VOZ =

Donde:
[02]. es la concentracion de oxigeno (mg/L™?) de entrada.

[0.]. es la concentracién de oxigeno (mg/L™?) de salida.

La concentracion de oxigeno de la entrada y salida de la camara fue registrada cada

minuto con un electrodo fluorométrico de paso que estuvo conectado a un amplificador

(OXY10 Presens) y a una computadora.




Durante el registro del consumo de oxigeno la primera hora se consider6 como el
periodo de aclimatacion y las siguientes tres horas fueron el consumo de oxigeno de rutina.
Posteriormente se les proporciond 0.5 gramo de alimento a los peces a través de un
pequefio hoyo en la tapa que posteriormente fue cerrado. Se registré el consumo de
oxigeno tres horas después de la alimentacién con el propdsito de conocer los efectos del
alimento en la tasa metabdlica de los organismos. No se registré la cantidad de alimento

ingerido.

La diferencia entre el consumo de oxigeno de rutina y el consumo durante la
alimentacién se consider6 como el incremento de calor aparente (ICA). Los valores de
consumo de oxigeno se transformaron a sus equivalentes energéticos al utilizar el
coeficiente oxicaldrico (13.6 mg/ L O, consumido por Joule,) (60). El consumo de oxigeno
fue considerado un equivalente de la energia derivada de la respiraciéon (R) y expresados

como Joules g™ h™:

ICA = Rmax — Rrut

Donde Rmax €s la tasa respiratoria maxima obtenida después de la alimentacion y Ry
la respiracion de los peces en ayuno. Después de las evaluaciones del consumo de oxigeno

los peces se pesaron y se regresaron a las condiciones de aclimatacion.
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4.10 Cuantificacion de reservas nutritivas

Para la cuantificacion de metabolitos se usaron los kits para acilglicéridos (ELItech
TGML-5415) y glucosa (ELItech GPSL-5505). Para la medicién de proteinas se utilizo el
reactivo Proteina BIO-RAD-500-0006 diluido con agua libre de pir6genos en una proporcion
1:4. En el musculo se evalué glucégeno y proteinas. En el higado se evalud glucosa,

glucégeno, proteinas y acilglicéridos.

Higado: Se cortaron 20 mg de higado y se afiadieron 300 pl de H,O LP (agua libre

de pirégenos).Se homogenizo6 la muestra con un rotor con pistilo para tubos Eppendorf.

Acilglicéridos: Se colocaron en la microplaca de fondo plano el blanco (10 ul de H,O
LP), 10 pl de la curva de triglicéridos (0.5, 0.7, 0.9, 1.1, 1.3 y 1.5 mg/ml) y 10 pl de cada
muestra. Después se afadieron a todos los pozos 200 pl de solucién reactiva (ELItech
TGML-5415). Se colocé la placa en la incubadora a 37 °C durante siete minutos y se midié

la absorbancia en el espectrofotdmetro de placas a 500 nm.

Glucosa: Para separar el sobrenadante se centrifugaron las muestras durante 15
minutos a 12 000 rpm a 4°C. En la microplaca se colocé el sobrenadante, el blanco (10 pl
de H,O LP) y 10 pul de la curva de glucosa (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL). Después
se afiadio a los pozos 200 pul de solucién reactiva (ELItech GPSL-5505). La placa se incubo
durante dos minutos a 37 °C. Se midié absorbancia en el espectrofotémetro de placas a

500 nm.
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Proteinas: Se realizé una disolucién 1:20 con el sobrenadante y H,O LP. Se colocaron
en la microplaca de fondo plano el blanco (10 pl de H,O LP), 10 pl de la curva de proteinas
(0.05,0.1,0.2,0.3, 0.4y 0.5 mg/ml) y 10 ul de la disolucion 1:20. Se agregaron a los pozos
200 pl del reactivo para Proteina BIO-RAD-500-000 y se dej6 reposar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se medié la absorbancia en el espectrofotdmetro de placas a 595
nm.

Glucdgeno: Se homogenizé 5 mg de higado con 200 pl de TCA (acido tricloroacético)
al 5%. La muestra se centrifug6 a temperatura ambiente durante seis minutos a 7000 rpm.
Se tomaron 100 pl del sobrenadante y se le afiadié 500 ul de etanol al 95%. Las muestras
se incubaron en la estufa durante tres horas a 37° C y nuevamente se centrifugaron a 7000
rpm por 15 minutos. Se deseché el sobrenadante y se le agregé al botdén de sedimento 20

ul de agua destilada caliente y 200 pl de fenol al 5%.

Después se afiadié 1 mL de acido sulfurico y se mezcl6 con el vortex. Se agregé a la
microplaca el blanco (20 ul de agua destilada, 200 pl de fenol al 5% y 1 mL de acido
sulfarico), 10 pl del estandar de glucosa (glucosa 1 mg/mL, 200 ul de fenol al 5% y 1 mL
de &cido sulfarico) y 200 pl de la muestra con 1 mL de acido sulfirico. Se leyé la

absorbancia a 490 nm.

Musculo: Se cortaron 50 mg de musculo y se afiadieron 300 ul de H,O LP (agua libre
de pirégenos).Se homogeniz6 la muestra con la ayuda de un rotor con pistilo para tubos
eppendorf. Se cuantifico la cantidad de proteinas y glucogeno con los mismos métodos

descritos anteriormente para el higado.
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4.11 Cuantificacion de proteasas

Se valor6 la actividad digestiva con la actividad especifica de las proteasas acidas,
alcalinas y proteasas totales presentes en el tracto digestivo. Para la preparacion del
extracto enzimatico, las muestras de tejido (estbmago e intestino) fueron homogenizadas
en frio a 30 rpm (revoluciones por minuto) y diluidas en una relacién 1:6 p/v con agua libre
de pirégenos.

Acidas: La actividad de las proteasas acidas fue determinada segtn el método de
Anson (1938): se mezclé 500 ul de Glicina-HCI a 0.1M con pH de 3.0 y 500 pl de
hemoglobina al 1%. Las muestras se incubaron durante 5 min a 37°C. Después se coloco
20 ul de sustrato enzimatico y se agité con el vortex. Nuevamente se incubaron durante
diez minutos a 37 °C. Después se les agregd 500 pl de TCA al 20% para detener la reaccion
y se dejaron reposar durante 30 minutos a 4°C. Finalmente se centrifugaron a 12 000 rpm

durante cinco minutos a 4°C. Se midi6 la absorbancia a 280 nm.

Alcalinas: La actividad de las proteasas alcalinas se determiné con el método de
Kunitz (1947) modificado por Walter (1984). Se empleé como sustrato 500 pl caseina al 1%
y 500 pl Tris-HCI 50mM con CaCl 10 mM a pH 9. Después se afiadié 20 ul de extracto
enzimatico y se incubo durante una hora a 37 °C. Se detuvo la reaccion con 500 pl de TCA
al 20%. Los tubos se dejaron reposar por 30 minutos a 4°C. Las muestras se centrifugaron
por cinco minutos a 12 000 rpm a 4°C. Se ley0 la absorbancia del sobrenadante a 280 nm

en un espectrofotémetro.
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Proteasas totales: Se colocaron 250 pl de TRIS-HCI 50mM a un pH de 7.5, 500 ul de
azocol al 1% y 20 pl del extracto enziméatico. El tubo se puso en la incubadora Modelo E100
Numero de serie w 1020 durante una hora a 37°C. Después se detuvo la reacciéon con 500
pl de TCA 20%. Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 12000 rpm a 25°C.

Se midi6 la absorbancia a 440 nm.

4.12 Tratamiento estadistico

Condiciones experimentales y analisis proximal

Los andlisis y graficas del presente trabajo se realizaron con el programa GraphPad
Prism 5. Se graficé la dispersion de los valores promedio del oxigeno disuelto, salinidad y
temperatura del agua marina dentro de los tanques durante el experimento. Se calculo el
porcentaje promedio y la desviacion estandar de los resultados del analisis proximal
(humedad, cenizas, lipidos y proteinas) de los tejidos de los peces antes del experimento y
después de ser alimentados con las dos diferentes dietas. Después se compararon entre si

los resultados con la prueba ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey.
Crecimiento y sobrevivencia

Se realizaron regresiones lineales para analizar la relaciéon entre el logaritmo natural
del peso, longitud total, longitud furcal y altura respecto al tiempo. Ademas se graficaron las
rectas para poder comparar visualmente los resultados de los diferentes tratamientos y se
realizd un Andlisis de covarianza para determinar diferencias significativas entre las rectas.
También se calcularon los pardmetros a, b, R2 y P. Se realiz6 una T de Student para

comparar el valor de b de ambos tratamientos. La relacion entre el peso y la longitud total
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tuvo un mejor ajuste al modelo potencial: Pc = K LT® También se estimd el indice de Fulton
(K) (indice de condicion o bienestar):

K = 100(W /L)

Donde:
W = peso (gr) de los organismos muestreados a lo largo del tiempo

L= longitud total (cm)

El indice de Fulton es un indicador indirecto del estado de salud de la poblacion,
proporciona informacién acerca de la nutricion y crecimiento de los organismos. Los peces
que presentan mayor peso a mayor longitud se consideran como los que tienen una mejor
condicién. Se graficaron los valores de K (media + desviacion estandar) respecto al tiempo
para comparar visualmente los indices de ambos tratamientos durante el desarrollo del
experimento. Ademas se realizé la prueba de T de Student para comparar los valores de K
de ambos tratamientos a través del tiempo y determinar la existencia de diferencias

estadisticamente significativas.

La sobrevivencia de los organismos experimentales se calculd segun la siguiente

formula:

] o numero de sobrevivientes
Sobrevivenicia % = — - — * 100
numero de organismos iniciales
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Donde el numero de sobrevivientes es la suma del total de los organismos
recolectados durante el muestreo méas la cantidad de peces vivos al final del periodo

experimental.

La tasa de crecimiento fue calculada en funcién del tiempo de la siguiente manera:

peso final — peso inicial

Tasa crecimiento = -
tiempo

Donde el peso final es el peso promedio de los peces de cada tratamiento al finalizar
el rango de tiempo por muestreo (15 dias) y el peso inicial es el peso promedio de los peces
de cada tratamiento al inicio el rango de tiempo por muestreo. El tiempo son los dias
transcurridos durante cada periodo muestral, es decir, 15 dias. Se graficé la tasa de
crecimiento en funcién del tiempo (15, 29, 41 y 56 dias). También se grafico el efecto del
tipo de alimento en la curva de crecimiento y tasa de crecimiento de los peces respecto al

tiempo.

Se calcul6 la tasa de crecimiento por dia con la siguiente férmula:

peso final — peso inicial

Tasa crecimiento = — - -
namero dias del experimento
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Actividad digestiva y reservas nutritivas

Se compararon las diferentes concentraciones de metabolitos presentes en el
musculo (glucdégeno y proteinas) e higado (triglicéridos, glucosa, glucégeno y proteinas) de
O. chrysurus. Se uso6 la prueba ANDEVA (Analisis de Varianza) de dos vias para conocer
el efecto del tiempo y el alimento en la concentracion de los diferentes metabolitos. Antes
del andlisis se determind la homogeneidad de varianzas. En los casos en los que se
encontraron diferencias se realizé una prueba de Tukey para conocer los valores
significativos. Se graficaron los valores promedio + desviacién estandar de cada tratamiento

respecto al tiempo.

La actividad de las proteasas alcalinas y acidas se calcul6 de la siguiente forma:

Velocidad de la reaccion (U)

pendiente * vol final de la reaccion * factor de conversion

CEM = vol extracto

. > U velocidad de la reaccion
Actividad especifica (m_g) =

proteina total

El calculo de la actividad especifica de las proteasas totales se realiz6 de la siguiente
manera:

1000 abs — bco

00500 50 %>

Proteasas (U/ml) = (
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U

roteasas (U/ml
Actividad especifica (m_>= P (U/mi)

proteina total <L>
myg

Los datos se analizaron con una ANDEVA de dos vias y con un andlisis de Tukey. Se

graficaron los datos promedio y desviacion estandar.

Consumo de oxigeno

Se calculé el consumo de oxigeno por camara y el VO, por gramo de pez. Se
graficaron los valores promedio y se realizé una prueba de T para comparar el VO2 durante
el ayunoy la alimentacion entre los dos tratamientos. El nivel de confianza fue del 95 %, las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas a un valor de P < 0.05.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Condiciones experimentales

La Tabla 6 y la Figura 9 detallan los valores de los parametros fisicos quimicos del
experimento. Estudios anteriores hechos con juveniles de Lutjanus guttatus mantuvieron
los pardmetros fisico quimicos en los siguientes rangos: temperatura del agua 21+ 2 ° C;
oxigeno disuelto entre 5y 6 mg/ L%, salinidad 34.6 +0.4g L'y pH 8.1+0.3 (6). El rango
de temperatura del habitat de los juveniles de O. chrysurus en las costas de Florida y el
Golfo de México es de 24 a 30 °C con una salinidad de 30 a 37 g L (22). Los parametros
fisico quimicos durante el experimento son similares a las condiciones ambientales de la
especie en su habitat natural. Los datos de pH, amonio, nitritos y nitratos fueron obtenidos

solo una vez al finalizar la fase experimental.

Tabla 6. Parametros fisico quimicos del agua de mar durante el experimento (temperatura,

salinidad y oxigeno disuelto; n=56). Valores Unicos de amonio, nitritos, nitratos y pH.

Parametro X +DE
Temperatura (°C) 27.71 £ 1.01
Salinidad (mg L ) 38.49 + 0.58
Oxigeno disuelto (mg L™ %) 5.67 + 0.36
pH 7.2
Amonio (ppt) 0.5
Nitritos (ppt) 0.05
Nitratos (ppt) 0.25
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Figura 9. Variacion de los parametros fisico quimicos del agua de mar durante la fase experimental.

5.2 Analisis proximal

Tabla 7. Composicion proximal (%) del tejido de los peces antes del experimento y después de ser

alimentados con dos diferentes dietas. Valores en base seca (%, kg 1); n=3.

Pez alimento Pez alimento

NN
Pez inicial (%) comercial (%) experimental (%)

X + DE X * DE X % DE
Humedad 69+1.3 67.1+ 1.3 69.1 £ 3.3
Proteinas 66.6 £ 1.1 67+ 0.0 71.6+4.3
Lipidos 25.5+0.3 26.7£0.1 24.1+1.0
Cenizas 15.6 £ 0.9 15.4+0.5 15.7+1.4

CBH (x Dif.)

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de humedad

(F=0.801; P=0.4917), proteina (F=3.527; P=0.0971) y cenizas (F=0.069; P=0.9336) de las
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tres diferentes condiciones. Sin embargo si hubo diferencias significativamente estadisticas
en el porcentaje de lipidos entre los tratamientos comercial y experimental (F= 13.85; P=
0.0056).

Almeida y da Silva obtuvieron la composicion proximal en peces adultos de O.
chrysurus reportando los siguientes valores en base humeda: 76.61% humedad, 0.41 %

ceniza, 17.52% proteina, 4.25% lipidos y 1.51% carbohidratos (6).

5.3 Crecimiento y sobrevivencia

Para comparar del crecimiento obtenido en ambas dietas se realizaron regresiones
lineales del incremento de peso, longitud total, longitud furcal y la altura respecto al
tiempo. También se calcul6 la tasa de crecimiento conforme al tiempo, la relacion entre el

peso y la longitud total y el factor de condicién (K).

Tabla 8. Tasa de crecimiento por dia y porcentaje de sobrevivencia promedio de O. chrysurus

durante el experimento. Promedio + desviacién estandar.

Tasa de

G iad Sobrevi i
Alimento  Pesoinicial (g) Peso final (g) anancia de crecimiento (g obrevivencia
peso (9) . (%)
dia™)
Comercial 0.73+0.11 7.54 +1.79 6.8+1.71 0.12 £ 0.03 100+ 0.0
Experimental 0.73+0.11 7.6 +£1.05 6.87 £1.16 0.12 £ 0.02 88.33 + 6.36
P 0.9517 0.9539 0.95 0.95 0.0007
t 0.063 0.06 0.065 0.065 6.421

La Tabla 8 contiene los valores promedio por cada tratamiento. Los datos
desglosados por cada replica se encuentran en la Tabla 13 (ver anexo). La sobrevivencia
promedio de los organismos alimentados con la dieta experimental fue 11.7% menor en

comparacion con los organismos alimentados con la dieta comercial. No hubo diferencias
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significativas entre el peso final de los peces alimentados con el alimento comercial y los
peces alimentados con el alimento experimental (P> 0.05; Tabla 8). De igual manera, no se
encontraron diferencias significativas al comparar las dos tasas de crecimiento (P> 0.05;

Tabla 8).

Tabla 9. Regresiones lineales de la relacion entre el logaritmo natural del peso, la longitud total, la
longitud furcal y la altura respecto al tiempo. A y B son los pardmetros de la regresion lineal donde

B= pendiente y A= es la ordenada en el origen y R2 = |la bondad de ajuste. Promedio + desviacion

estandar.
Alimento comercial Alimento experimental
A B RZ P A B RZ P
Ln Peso vs -0.024+0.105  0.041+0003 084 00001 0202% 404540003 0.84 0.0001
tiempo 0.104
tLigr?quEUd total vs 4.02 +0.23 0.089+0.006 0.86 0.0001 3.73+0.19 0.092+0.005 0.87 0.0001
;g;ggg“d furcal vs 5 954 024 0.078+0.006 0.81 0.0001 3.64+0.19 0.081+0.005 0.86 0.0001

Altura vs tiempo 1.19+0.074 0.024 + 0.002 0.8 0.0001 1.02+0.06 0.026+0.002 0.85 0.0001

Tabla 10. Andlisis de covarianza efectuados para establecer la posible existencia de diferencias

significativas entre las pendientes (B) y las ordenadas al origen (A) de ambos tratamientos.

A B
Ln Peso vs tiempo F=3.63; P=0.06 F=0.035; P=0.85
Longitud total vs tiempo F= 4.29; P= 0.05 F=0.67; P=0.42
Longitud furcal vs tiempo F= 3.51; P=0.07 F=0.73; P=0.39
Altura vs tiempo F=2.42; P=0.12 F=10.77; P=0.38
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La bondad de ajuste R2 en el caso de las cuatro variables (Ln peso, longitud total,
longitud furcal y altura) fue mayor a 0.8 lo que muestra que hay un buen ajuste de los datos
a la recta de regresion si consideramos que R2=1 es el ajuste perfecto (Tabla 9).

Factores de R?calculados para otras especies de Lutjanus muestran resultados en un rango
de R?2=0.811 a R?=0.998 lo cual coincide con los valores de R? obtenidos en el presente

trabajo (61).

No se observaron diferencias significativas entre las pendientes y ordenadas al origen
de las relaciones lineales entre el Ln peso, longitud total, longitud furcal y altura respecto al
tiempo (Tabla 10). Lo cual indica que ambos tratamientos tuvieron un aumento de peso,

longitud total, longitud furcal y altura similar.

Ln Peso (g)

Longitud furcal (cm)

0 20 40 60 0 20 40 60
Tiempo (dias) Tiempo (dias) e Comercial

Experimental

longitud total (cm)
Altura (cm)

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 10. Relacidn lineal entre el Ln peso (A), la longitud furcal (B), la longitud total (C) y la altura

(D) respecto al tiempo de juveniles de O. chrysurus alimentados con diferentes dietas.
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El peso mostré una relacién exponencial respecto al tiempo, por lo tanto los valores
se ajustaron a la regresion lineal con el uso del logaritmo natural. Las pendientes que
resultaron de las regresiones lineales entre la longitud total, la longitud furcal y la altura con
el tiempo fueron todas diferentes de cero, lo cual indica que existe una relacién lineal entre

las variables y el tiempo (Figura 10).

A B
0.204
3 comercial -+ Comercial
104 experimental fg Experimental
> (154
5 S 0.15
=] k=]
& 5 £
o 2 0.104
(=1
= P
L
0 1] L L] T ) T T T ]
0 15 29 N 56 15 29 Lyl 56
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 11. Efecto del tipo de alimento en la curva de crecimiento (A) y tasa de crecimiento promedio
a través del tiempo (B) de juveniles de O. chrysurus. En la grafica A los bigotes representan el valor

minimo y maximo de los datos y la linea horizontal dentro de la caja representa el valor promedio.

La curva de crecimiento muestra aparentemente que el peso aumenté a lo largo del tiempo
en forma exponencial, sin embargo, la gréfica de la tasa de crecimiento muestra otra
tendencia (Figura 11). La tasa en ambas dietas incremento en el periodo de 15 a 29 dias
siendo mayor la tasa del alimento comercial. Posteriormente en el rango de 29 a 41 dias la
tasa disminuy6 para el alimento comercial mientras que para el alimento experimental
aumentd. En el periodo de 41 a 56 dias la tasa de crecimiento del alimento comercial
disminuy6 considerablemente mientras que la tasa del alimento experimental aumento. La

tasa de crecimiento para el alimento experimental fue constante en el rango de tiempo de
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29 a 56 dias mientras que la tasa de crecimiento del alimento comercial alcanzé un valor

maximo en el dia 15 y disminuy6 hacia el dia 56.

10+

Peso (g)
Peso (9)

C T T T 1
4 6 8 10

Longitut total (cm) Longitut total (cm)

Figura 12. Efecto del tipo de alimento en la Relacién Peso — Longitud total de juveniles de O.

chrysurus.

En cuanto a la relacién entre el peso y la longitud total el modelo con mejor ajuste
fue el potencial. El valor de b fue significativamente menor a 3 (t= -2.33; P< 0.05, 36 gl) lo
que indica gque la tendencia del crecimiento es alométrica negativa, es decir los individuos
incrementan preferencialmente su longitud mas que su peso (62).

La b entre ambos tratamientos no fue significativamente diferente (b ajimento comercial =
2.72+ 0.12; b alimento experimental = 2.75% -0.03) por lo que la relacién potencial fue similar en los
dos tratamientos.

Gutiérrez en su trabajo realizado con peces de O. chrysurus capturados con anzuelo
en el subsistema arrecifal de Antén Lizardo al suroeste del Golfo de México determiné que
la relacion longitud - peso fue descrita por la ecuaciéon P= 0.024*LT 27y el crecimiento fue
de tipo alométrico negativo b< 3 (t= -21.5; P< 0.001) (63). Estos datos coinciden con los

resultados reportados en el presente trabajo.
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Figura 13. Relacion entre el factor de condicion (K) y el tiempo en juveniles de O. chrysurus

alimentados con dos dietas diferentes. Valores promedio + desviacién estandar.

El factor de condicion (K) se ajusté a los valores de b calculados para cada
tratamiento. La Figura 13 muestra graficamente que los valores de K de la dieta
experimental permanecen constantes a través del tiempo mientras que los valores de K de

la dieta comercial presentan mayor heterogeneidad, sobre todo a los 15 dias.

Se realizé la prueba de T de Student para comparar los valores de K de ambos
tratamientos a lo largo del tiempo. Los valores no fueron significativamente diferentes en el
tiempo cero y 15 dias (P > 0.05), sin embargo, los valores si mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo 29, 41 y 56 dias (P < 0.005), lo cual indica que
hubo diferencias en este indicador de bienestar entre los peces mantenidos con ambos

tratamientos.

Gutiérrez (2012) calculé el factor de condicién para peces de O. chrysurus capturados
con anzuelo en el subsistema arrecifal de Antén Lizardo y determiné que el valor de K se
encontrd en el rango de los valores 2.5 y 3. Los valores obtenidos en el presente trabajo

son menores al rango reportado por Gutiérrez (2012) (63).
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En el trabajo de Mazumder et al (2016) se analizé la relacion peso — longitud en
juveniles de Lutjanus malabaricus alimentados con dos diferentes dietas, un pellet
comercial y camarén natural. Obtuvieron factores de condicion K en las mediciones iniciales
y finales mayores a 1, lo cual indica un buen estado de salud en los peces. Las dietas no
tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento y la condicién del juvenil L. malabaricus

(61).

En las estimaciones de la relacion longitud — peso en juveniles de Channa punctata
alimentados con diferentes dietas, el factor K resulté siempre un valor mayor a 1 lo cual

indica robustez y buena salud en las condiciones de los peces experimentales (64).
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5.4 Consumo de oxigeno

Consumo de oxigeno
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Figura 14. Consumo de oxigeno durante la alimentacion de Ocyurus Chysurus con el alimento
comercial y el alimento experimental. El rectangulo rosa representa la fase de ayuno y el rectangulo

azul representa el consumo de oxigeno durante la alimentacién.

Los resultados de las evaluaciones del consumo de oxigeno mostraron que los peces
de esta especie requieren de aproximadamente 2 horas para aclimatarse a la camara
respirométrica. Una vez aclimatados se realizaron registros de la tasa metabdlica durante
las siguientes 2 a 3 horas, tiempo durante el cual se determin6 el metabolismo de ayuno.
Posteriormente los peces fueron alimentados lo que provocé un incremento del consumo

de oxigeno hasta alcanzar un valor maximo (Figura 14).
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Tabla 11. Comparacion en el consumo de oxigeno durante el ayuno, la alimentacion y el incremento
de calor aparente entre las dos diferentes dietas empleadas durante el experimento. Rrutina=
metabolismo de rutina, Rica= metabolismo durante la alimentacién y Rwta= metabolismo total. Valores

promedio + desviacion estandar.

Tipo de alimento

Experimental Comercial Pruebade T
mg O, h* g ps P
VO, ayuno 0.13+£0.02 0.29 £ 0.02 0.0003
VO, alimentacion 0.19 £ 0.01 0.35+0.04 0.0003
VO, ica 0.06 0.07
minutos
Tiempo en alcanzar
lcaonmca;f:;acién de 21 °
oxigeno
jdia® g* peso seco
R rutina 36.8 + 6.66 94.6 + 6.37 0.0002
Rica 3.6 0.96
Riotal 40.41 95.57

El tipo de alimento afecté el metabolismo de O. chrysurus (Tabla 11). Los peces
alimentados con el alimento comercial tuvieron una tasa metabdlica de ayuno (mg O, ht g
1 ps) 123% mayor que la observada en los peces alimentados con el alimento experimental
(P < 0.003; Tabla 11). Esta diferencia se mantuvo aun después de haberlos alimentado,
con valores 46% menores para el consumo de oxigeno de los peces alimentados con la
dieta experimental en comparacion con los valores registrados en aquellos alimentados con
el alimento comercial (P < 0.0003; Tabla 11). Es interesante observar que los valores de
incremento de calor aparente (VO2ca) fueron muy similares en los peces alimentados con
ambos tipos de alimentos (Tabla 11). Al calcular la tasa respiratoria de rutina expresada en

unidades de energia (j dia® g ps) se pudo constatar que los peces alimentados con el
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alimento comercial mostraron un valor de Rica 73% menor que el registrado en los animales
alimentados con la dieta experimental. Asi, la cantidad de energia invertida en la respiracion
(Rror) resulté ser 138% mayor en los peces alimentados con el alimento comercial que en

los mantenidos con la dieta experimental (Tabla 11).

Los resultados del presente estudio demostraron que el tipo de alimento afect6
significativamente la tasa respiratoria de los peces provocando que los animales
alimentados con la dieta experimental mostraran una tasa respiratoria de la mitad de la
obtenida en los alimentados con la dieta comercial. Es interesante hacer notar que estas
diferencias no fueron producto de un incremento en los gastos asociados al procesamiento
del alimento Rica sino al metabolismo de rutina. Es decir, los animales alimentados con la
dieta comercial mostraron niveles de Rica 73% menores a los obtenidos con la dieta
experimental lo que indica que el gasto asociado a las transformaciones mecanicas y

bioguimicas del alimento fueron mucho menores en ese alimento comercial.

Aungue no es posible saber con precision las razones por las que ocurrié esto, es
posible sugerir que el alimento comercial fue mas facilmente digerido gracias a la forma en
que es fabricado (extrudido) en comparacion con el alimento experimental (pelletizado). De
hecho el tiempo de digestion observado (tiempo para alcanzar el pico) fue 4 veces mayor
en los animales alimentados con la dieta experimental, hecho que sin duda demuestra que
el proceso de fabricacion afecta de manera importante la forma en que el alimento es
digerido y por lo tanto aprovechado. Otro resultado que sostiene esta hipotesis es el hecho
de haber observado que el alimento comercial provocé un efecto secretagogo en algunas
de las proteasas analizadas en los animales alimentados con la dieta comercial sugiriendo
que este efecto debe haber tenido consecuencias en la reduccion de la energia invertida

en el procesamiento del alimento (Rica).

81



5.5 Reservas nutritivas
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Figura 15. Efecto del tipo de alimento en los niveles de metabolitos solubles en el higado (A-D) y
musculo (E- F) donde A = acilglicéridos, B= proteina, C= glucdégeno, D= glucosa, E= proteina, F=

glucogeno de juveniles tempranos de O. chrysurus. Valores promedio + desviacion estandar.
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Los niveles de AG en el higado de los peces alimentados con la dieta experimental
resultaron ser, después del dia 29, significativamente mayores a los encontrados en los
peces alimentados con el alimento comercial (Figura 15; P < 0.05). Los niveles de proteina
en el higado de ambos grupos experimentales fueron similares a lo largo del estudio con
valores significativamente menores al inicio del ensayo (P < 0.05; Figura 15). No se
registraron diferencias significativas en los niveles de proteinas en este érgano en los
animales alimentados con ambas dietas (P > 0.05). En contraste no se observaron
alteraciones de los niveles de glucdégeno de los peces por efecto del tipo de alimento o del
periodo experimental (P > 0.05; Figura 15). Los niveles de glucosa en el higado
incrementaron significativamente a lo largo del experimento (P < 0.05). No se observo un
efecto significativo del alimento sobre los niveles de glucosa en los peces alimentados con

ambos tratamientos (P > 0.05; Figura 15).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de proteinas y glucégeno
en el musculo de los organismos alimentados con las dos diferentes dietas (P > 0.05).Hubo
un aumento en el contenido de proteina alrededor del dia 15, con un valor maximo en los
peces mantenidos con el alimento comercial en el dia 29. La concentracion de glucégeno
tuvo un valor maximo al inicio del experimento para después disminuir hacia el final del

periodo experimental.

En el crecimiento ademas de corresponder al aumento de la biomasa es importante
considerar el tipo de biomasa que los peces desarrollan con cada tipo de alimento. En el
presente estudio los indicadores de estado nutricional (metabolitos) mostraron que los
peces alimentados con la dieta experimental acumularon cantidades significativamente

mayores de AG que los peces alimentados con la dieta comercial.
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Estos resultados coinciden con el trabajo de Miller et al (2003) donde se evaluaron
diferentes niveles de lipidos (14, 12, 10 y 8%) en cuatro dietas con 44% de proteina en
juveniles de Lutjanus campechanus. Los peces alimentados con la dieta de 14% de lipidos
tuvieron una mayor cantidad de depdsitos de grasa, mientras que aquellos alimentados con
la dieta con 10% lipidos tuvieron un porcentaje significativamente mayor de proteinas en

la composicion corporal total (11).

En otro estudio similar se evalu6 el efecto de varios niveles de los lipidos (6, 9, 12,y
15%) en la dieta con 36 % de proteina sobre el crecimiento de juveniles de Scortum barcoo.
Los peces alimentados con 12 y 15% de lipidos exhibié mayores tasas de crecimiento. El
indice de eficiencia indic6 que los peces alimentados con 12 y 15% de dietas lipidicas
utilizaron sus proteinas dietéticas mas eficientemente (P < 0.05). Los contenidos de lipidos
musculares aumentaron en los peces alimentados con 15% de lipidos, mientras que el
contenido de proteinas en los musculos disminuy6 al aumentar los niveles de lipidos en la

dieta (65).

Una dieta de alto contenido graso puede alterar el metabolismo lipidico hasta generar
la patologia llamada higado graso. En general se acepta que un 10 a 20 % de lipidos,
asegura un uso eficiente de la proteina para crecimiento, sin generar, un exceso de
deposicion grasa en los tejidos del pez. Si bien un aumento de los lipidos en la dieta implica,
para algunas especies, un aumento del crecimiento, el uso de esta practica puede alterar
el metabolismo del pez, teniendo consecuencias negativas para su salud y bienestar.
También puede afectar la calidad y el sabor del producto final y aportar un excesivo

contenido graso al filete que llegara al consumidor (66).
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5.6 Actividad de las enzimas digestivas
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Figura 16. Efecto del tiempo y del tipo de alimento en la actividad especifica (U/mg) de las proteasas
acidas (A), alcalinas (B) y proteasas totales (C) en aparatos digestivos de juveniles tempranos de O.

chrysurus alimentados con diferentes dietas. Valores promedio + desviacion estandar.

Las proteasas &cidas de O. chrysurus no experimentaron cambios en su actividad en
los peces evaluados durante el periodo experimental, sin efecto significativo por el alimento
como del tiempo (P> 0.05; Figura 16 A). En cambio, las proteasas alcalinas si fueron
afectadas por la interaccién tipo de alimento y tiempo experimental mostrando valores
significativamente mayores en los animales alimentados con la dieta comercial al dia 15 del

experimento (P< 0.05; Figura 16 B).
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Las proteasas totales también mostraron una interaccion significativa entre el tipo de
alimento y el tiempo. Similar a las proteasas alcalinas, hubo un incremento significativo de
la actividad especifica el dia 15 del experimento en los animales alimentados con la dieta
comercial. La minima actividad ocurri6 al dia 56 en los organismos alimentados con la dieta

experimental (P< 0.05; Figura 16 C).

No hubo diferencias significativas en la actividad de las proteasas acidas de O.
chrysurus a lo largo del experimento entre ambos tratamientos. Estos resultados sugieren
gue los componentes de ambas dietas generaron una actividad similar a lo largo del tiempo
experimental. En contraste, las proteasas alcalinas si fueron afectadas por la interaccion
tipo de alimento y tiempo experimental mostrando valores significativamente mayores en
los animales alimentados con la dieta comercial al dia 15 del experimento. Estos resultados
sugieren que el alimento comercial produjo un efecto secretagogo sobre las paredes de los
intestinos del pez motivando la sintesis de proteasa alcalinas, las cuales podrian haber
mejorado la digestibilidad del alimento. Aunque no existen evidencias directas de los
beneficios de la sintesis de estas enzimas, los niveles de glucégeno y glucosa en el higado
de los peces encontrados al dia 15 en animales alimentados con la dieta comercial podrian
ser un reflejo del posible incremento de las proteinas disponibles para las rutas

gluconeogénicas.

Las proteasas totales también mostraron un incremento significativo de la actividad al
dia 15 del experimento en los animales alimentados con la dieta comercial, lo que sugiere
que el efecto secretagogo no solo estimuld la sintesis de las proteasas alcalinas sino de

otras enzimas que se encuentran en el intestino de estos peces. La reduccion de la actividad
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de las proteasas totales al dia 56 del experimento posiblemente indica la adaptacion y
maduracion del sistema digestivo de los peces.

En un estudio previo hecho con robalo, la actividad proteolitica de las enzimas
digestivas acidas y alcalinas en juveniles de Centropomus parallelus tuvo valores para las
proteasas acidas de 64.75 + 5.23 U/mg * y 0.019 + 0.005 U/mg * para las proteasas
alcalinas. La actividad de proteasas &cidas (estomacales) fue mayor a las proteasas
alcalinas (intestinales). Asimismo, la actividad de la quimotripsina fue superior a la actividad
de la tripsina (67). Este resultado es similar al obtenido en los juveniles de O. chrysurus

donde la actividad de las proteasas acidas fue mayor que el de las proteasas alcalinas.
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Conclusion

En el analisis proximal de los tejidos no hubo diferencias significativas en el porcentaje
de humedad, proteina y cenizas (P>0.05) en las tres diferentes condiciones. Sin embargo,
si hubo diferencias significativas en el porcentaje de lipidos entre los tratamientos comercial

y experimental (P< 0.05).

La sobrevivencia promedio de los organismos alimentados con la dieta experimental

fue 11.7% menor en comparacion con los organismos alimentados con la dieta comercial.

No se observaron diferencias significativas entre las pendientes y ordenadas al origen
de las relaciones lineales entre el Ln peso, longitud total, longitud furcal y altura respecto al
tiempo. Lo cual indica que ambos tratamientos tuvieron un aumento de peso, longitud total,
longitud furcal y altura similar. El peso mostré una relacion exponencial respecto al tiempo.
No hubo diferencias significativas entre las pendientes de las curvas de ambos

tratamientos.

El modelo con mejor ajuste para la relacion entre el peso y la longitud total fue el
potencial. El valor de b fue significativamente menor a 3 (P< 0.05) lo que indica que la
tendencia del crecimiento fue alométrica negativa, es decir, los individuos incrementan

preferencialmente su longitud mas que su peso.

Los valores de K no fueron significativamente diferentes en el tiempo cero y 15 dias

(P > 0.05). Sin embargo, los valores si mostraron diferencias significativas en el tiempo 29,
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41 y 56 dias (P < 0.005) lo cual indica que hubo diferencias en este indicador de bienestar

entre los peces mantenidos con ambos tratamientos.

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de proteinas y glucégeno
en el musculo de los organismos alimentados con las dos diferentes dietas, sin embargo,
los peces alimentados con la dieta experimental acumularon cantidades significativamente

mayores de AG en el higado que los peces alimentados con la dieta comercial.

Las proteasas acidas del intestino de O. chrysurus no experimentaron cambios a lo
largo del experimento ni por efecto del tiempo experimental ni del tipo de alimento, sin
embargo, las proteasas alcalinas y las proteasas totales si fueron afectadas por la
interaccion tipo de alimento y tiempo experimental pues mostraron valores
significativamente mayores en los animales alimentados con la dieta comercial al dia 15 del
experimento. Estos resultados sugieren que el alimento comercial produjo un efecto
secretagogo en el intestino del pez lo que motivé la sintesis de proteasa alcalinas, las cuales
pudieron haber mejorado la digestibilidad del alimento, por lo cual, hubo una reduccion de

la energia invertida en el procesamiento del alimento (Rica).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que es posible
satisfacer los requerimientos nutricionales de los juveniles tempranos de Ocyurus chrysurus
utilizando una formulacion alternativa a la que es utilizada a nivel comercial y que es de
manufactura japonesa (Otohime). La ausencia de diferencias significativas en los
metabolitos acumulados en higado y muasculo entre los animales mantenidos con los dos
tipos de alimentos indican que los ingredientes utilizados en el alimento experimental

tuvieron caracteristicas similares a las del alimento comercial, hecho que sin duda es
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relevante para aportar conocimientos al desarrollo de la acuacultura de esta especie. Este
alimento fue disefiado para contener altos niveles de proteina tal y como sucede con el

alimento comercial.

Sin embargo, el tipo de alimento afectd significativamente la tasa respiratoria de los
peces provocando que los animales alimentados con la dieta experimental mostraran una
tasa respiratoria de la mitad de la obtenida en los alimentados con la dieta comercial, es
decir, el gasto asociado a las transformaciones mecanicas y bioquimicas del alimento
fueron mucho menores en el alimento comercial. Es posible que el alimento comercial fuera
mas facilmente digerido gracias a la forma en que es fabricado (extrudido) en comparacion
con el alimento experimental (pelletizado). Se sugieren estudios posteriores para analizar
el efecto del tipo de fabricacién (extrudido o pelletizado) en la fisiologia digestiva para los

peces juveniles de O. chrysurus.
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Anexo

Tabla 12. Descripcién de los insumos que se usaron en la elaboracion del alimento UNAM.

Ingrediente Marca Fabricante Lote Pais de origen
Harina de Apligen Special Omega Protein Estados.Umdos
de America,
pescado Select Inc. .
Louisiana.
Manto de Calamar fresco México, Yucatan.
calamar
Concentrado Estados Unidos
proteico de Solae profine E Solae T440000249 de America,
soya Misouri.
CPSP 70
HUFAS A1 DHA SELCO Inve Aquaculture 8081111 Tailandia
Lecitina de Proteinas y
sova KOSHER PAREVE oleicos S.A. de 11008711 México, Yucatan.
y C.V.
':I,C(:;i (;2 Drotasa Drogas Tacuba Sin lote México, Distrito
9 S.A. de C.V. Federal.
bacalao
oL Gluteny s L
Almidon de . . . México, Distrito
trido Gamil almidones S.A. Sin lote Federal
9 de C.V. '
VitaminaC ~ Rovimix Stay ¢ 35 DoM Nutritional o 19670,9  Suiza,
Products Kaiseraugst.
CMC
Premezcla de Nutritional
vitaminas y DMS Rovimix premix Products México 1395354 México, Jalisco.
minerales S.A. de C.V.
Abbott
Talco inerte Laboratories de Sin lote México, Distrito
México S.A. de Federal.
C.V.

21



Tabla 13. Tasa de crecimiento y porcentaje de sobrevivencia de O. chrysurus durante el experimento.

Datos expuestos por replica.

Peso inicial (g) Peso final (g) Ganancia de Ta.sa.de Sobrevivencia
peso crecimiento
Alimento comercial

Muestra X DE X DE g g/dia™ %
1 0.84 0 8.79 0.46 7.95 0.14 100
2 0.77 0.07 6.72 4.97 6.96 0.11 100
3 0.58 0.07 5.41 0.12 4.83 0.09 100
4 0.74 0.11 9.22 0.21 8.48 0.15 100

Alimento experimental

Muestra X DE X DE g g/dia* %
1 0.71 0.19 8.3 4.06 7.59 0.14 80
2 0.77 0.06 7.3 2.38 6.53 0.12 93.3
3 0.85 0.3 6.24 0.69 5.39 0.1 86.7
4 0.58 0.19 8.55 2.43 7.97 0.14 93.3
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