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1. RESUMEN

OCANA MENDOZA CAROLINA. Efecto de la suplementacion de vitamina E en
dieta de ranas toro (Lithobates catesbeianus) en etapa larvaria. (Bajo la direccion
de: MVZ Drc MPA Carlos Gutiérrez Olvera y Mtra en DO MVZ Alheli Tatiana Lugo

Garcia)

La ranicultura en la actualidad ha demostrado ser una actividad alternativa de
produccion al sector agropecuario, debido a que existe un mercado potencial
para su carne y para algunos subproductos que se obtienen de este anfibio. Una
mala nutricion en la etapa larvaria de rana toro, ya sea por falta de proteinas o
de antioxidantes dietéticos, puede reducir el crecimiento y el desarrollo de las
larvas. Se ha demostrado que los antioxidantes dietéticos confieren una variedad
de beneficios a través de su capacidad para contrarrestar el estrés oxidativo
(mayor inmunocompetencia y menor susceptibilidad a enfermedades).

Al suplementar la dieta de los renacuajos con vitamina E podria mejorar el
desarrollo en la fase larvaria (aumentando peso y talla de los imagos) y alcanzar
el desarrollo pre-metamaorfico con mayor rapidez.

En esta investigacion se realiz6 AQP a los alimentos y cuantificé la cantidad de
vitamina E, para conocer su aporte nutricional. Se adicion6 vitamina E en dos
concentraciones diferentes (4.56 mg/100g y 9.12mg/100g) en alimento de tilapia,
dieta que se administré durante cuatro meses y se evalué el efecto en el
desarrollo de los renacuajos realizando biometrias; se midio la longitud, peso, se
calculo indice de masa corporal, ademas de analizar la mortalidad total y dentro
del grupo que entré a metamorfosis.

El alimento de tilapia analizado no contenia vitamina E, y la adicién de vitamina
no obtuvo efectos significativos estadisticamente a las dosis utilizadas, tanto en

peso, talla e IMC, sin embargo, disminuyé la mortalidad.



2. INTRODUCCION

2.1. Ranicultura en México y el mundo

La ranicultura es una actividad productiva que se inserta dentro del contexto de
la acuicultura dedicada al cultivo o cria de rana en cautiverio. La ranicultura ha
demostrado ser una actividad alternativa de produccion al sector agropecuario,
debido a que existe un mercado potencial para su carne y para algunos
subproductos que se obtienen de este anfibio (Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2015).

Estudios de nutricibn destacan que la carne de rana es una alternativa sana,
recomendada por los especialistas para diabéticos y personas con trastornos del
colesterol (Fioranelli et al., 2004). Las “ancas” son las piezas mas apreciadas

para el consumo humano (Coppo, 2003).

Los primeros registros de la introduccion de la rana toro en México datan de
1853, pero no es hasta 1925 donde inicia realmente la ranicultura. El desarrollo
de la fauna acuatica promovié un programa de diseminacion de especies de
ranas con mayor importancia comercial, con objeto de establecer nuevas
poblaciones susceptibles a la produccion (Lithobates montezumae, L. megapoda
y L. catesbeianus) (Instituto Nacional de Pesca, 2012). Al respecto, se menciona
gue entre los principales paises productores de rana (L. catesbeianus) estan:
China, Brasil, Malasia, México, Argentina y Singapur (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2015; citado por Servicio

Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Principales paises productores de rana. Mostrando en el eje horizontal los afios
del 2006 al 2012 y en el eje vertical las toneladas de cada pais en ese afio (FAO, 2009;

citado por SENASICA, 2016).

En México la especie Lithobates catesbeianus es la principal especie para

consumo y cuenta con un rendimiento de aproximadamente 228 toneladas

anuales, con un valor de mas de 10 millones de pesos, siendo Michoacan uno

de los principales estados productores, al registrar mas de 200 toneladas

anuales, con un valor de produccion de 6.8 millones de pesos (SENASICA, 2021;

citado por CONAPESCA, 2017) (Figura 2).
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2.2. Generalidades de laranatoro (Lithobates catesbeianus)

Los anfibios son un grupo de vertebrados que se distinguen como grupo
monofilético por presentar las siguientes caracteristicas comunes en morfologia
externa: piel lisa y muy vascularizada sin proteccién de escamas, plumas o pelo,
que facilita el intercambio de gases; incluye glandulas mucosas y lechosas que
humectan la piel, que pueden secretar toxinas, con funcion de mecanismo de
defensa; huevos sin membranas extraembrionarias, los cuales dependen de

ambientes humedos para evitar la desecacion (Parra et al., 2014).

Actualmente los anfibios se clasifican en tres érdenes: Anura (ranas y sapos),
Caudata (salamandras y tritones) y Gymnophiona (cecilias) (Halliday y Adler,
2007). Cada orden presenta caracteristicas especificas en algunos aspectos de

su morfologia e historia natural.

El orden Anura esta compuesto por 6,200 especies (Frost, 2013) y 6,233
(AmphibiaWeb, 2015), es el mas abundante y diversificado de los anfibios
vivientes. Las especies de este grupo se encuentran en habitats acuaticos,
terrestres, fosoriales y arboricolas en practicamente casi todos los continentes
(Halliday y Adler, 2007). Los organismos de este grupo presentan una longitud
hocico-cloaca de 1 a mas de 30 cm. Las extremidades posteriores son largas, el

tronco corto y no presentan cola (Parra et al., 2014)

Los anuros pueden presentar diferencias morfolégicas dependiendo de su forma
de vida. En México, por ejemplo, los anuros semiacuéticos del género Lithobates
tienen la cabeza puntiaguda, cuerpo hidrodindmico y extremidades posteriores
muy largas con digitos largos y palmeados. Todos los dedos de sus patas

traseras presentan membranas interdigitales (Parra et al., 2014).

Lithobates catesbeianus es un anfibio de gran tamafio, de entre 10 y 20 cm de
longitud del hocico a la cloaca y un peso entre 60y 900 g (Corporaciéon Autonoma
Regional de Cundinamarca, 2018) o, segun Coppo, hasta una longitud maxima
de 43 cm y 2.5 kg de peso (2003). Su cabeza es ancha y plana, presenta un
pliegue de piel a cada lado que corre desde detras del ojo hasta el timpano,
bordeandolo. La especie puede variar de color oliva oscuro a verde palido. La

superficie ventral es de color crema con variaciones en amarillo o gris y puede

4



presentar manchas irregulares difusas de color verde palido en la region de la
garganta o en toda la superficie ventral. La superficie dorsal es de color verdoso
oscuro, verde oliva hasta amarillo, con manchas o puntos negros. (CAR, 2018)
(Figura 3).

Figura 3. Lithobates catesbeianus. A y B: adultos con diferentes
coloraciones; C: sub adulto; D: renacuajo (CAR, 2018)

La madurez sexual dependera del medio en el que se desarrollen ya que los
factores ambientales (fotoperiodo, temperatura y humedad), influyen en el
crecimiento. Por lo general las hembras la alcanzan de 2 a 3 afios y los machos
de 1 a 2 afios; se tiene registro de que, en habitats frios, la rana toro alcanza su
madurez de 2 a 4 afios, mientras que en climas célidos la alcanzan en 1 afo,
esta informacion cambia con respecto a organismos de vida libre y en cautiverio
(AmphibiaWeb, 2015).

Las principales caracteristicas sexuales secundarias, en machos son: coloracion
amarilla en la region gular, diametro del timpano de dos a tres veces mas grande
gue el tamafo de su 0jo y presencia de callo nupcial. Mientras que, las hembras,

tienen del mismo tamafio que su 0jo, coloracion gular blanca (Alonso, 1997).

Son de habitos nocturnos, y es comun que emitan sonidos que dependeran de
la situacion en que se encuentre. Los machos emiten un sonido semejante al de
un toro (de ahi deriva su nombre “rana toro”), es caracteristico cuando estan en

periodo de reproduccion; la llamada de apareamiento tiene una nota que dura



0.8 segundos a una frecuencia de 1,0 kHz (AmphibiaWeb, 2015). Las hembras
emiten sonidos distintos al de los machos, por lo general son sonidos de alerta
contra depredadores (AmphibiaWeb, 2015).

Las ranas son animales poiquilotermos, es decir que su temperatura depende
del medio que las rodea (CAR, 2018). Su temperatura corporal usualmente se
sitla 1°C por arriba de la ambiental (Coppo, 2003). Todo el proceso productivo
tiene valores éptimos entre los 25°C y 28°C. La experiencia ha demostrado que
a pesar de que las ranas resisten temperaturas extremas, a nivel de criadero son
letales las variaciones muy bruscas en cortos periodos de tiempo, asi como las

temperaturas intermedias en torno a los 10 - 15°C. (Mazzoni 2001; CAR, 2018).

2.2.1. Clasificacion taxondmica

Fue reclasificada en el 2006, pasando de Rana catesbeiana a Lithobates
catesbeianus (Frost et al, 2006). La clasificacion taxon6mica es la siguiente
(Cuadro 1):

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de rana toro, de acuerdo con IUCN (2009).
* Animalia

* Chordata

Clase » Amphibia

* Anura

Familia » Ranidae

Geénero « Lithobates

s catesbeianus. Shaw, 1802.

Nombre comun: En Estados Unidos es comunmente conocida como “american
bullfrog”, “bullfrog” o “common bullfrog”, en México se conoce como “rana toro
americana” o “rana toro” (Rangel, 2017), apelativo que se debe al dimorfismo

laringeo que presentan los macho (Carrién, 2010).



2.2.2. Distribucién y habitat

La rana toro (L. catesbeianus) es originaria de Norteamérica, que comprende el
este de los Estados Unidos, sur de Canada, como limite norte y en el limite sur,
se distribuye en el norte de México hasta los estados de Veracruz, Hidalgo y
Puebla (INAPESCA, 2012).

En la naturaleza, el habitat caracteristico de la rana toro lo constituyen cuerpos
de agua lénticos y someros, con suelos altamente organicos que presentan

vegetacion acuatica sumergida o emergente (Castro, 2001).

2.2.3. Ciclo de vida de rana toro

En una produccién ranicola el desarrollo comprende una etapa acuética o
larvaria, que comienza con la deposicion de los huevos en cuerpos de agua, el
desarrollo del embrién, la etapa de larva (6 mg de peso, alimentacion endégena),
y termina con la de renacuajo (1 g de peso, respiracion branquial, corazén de
dos cavidades y alimentacion a base de plancton, algas y microrganismos).
Luego de atravesar varios estadios, por metamorfosis, hasta transformarse en
imago, iniciando la etapa terrestre de su ontogénesis y alcanzando la madurez
sexual aproximadamente a los ocho meses, cuando las hembras pesan unos
200 gy los machos unos 250 g (Coppo, 2003). El tiempo de cultivo es de 5 meses
y en sistemas de produccion continua 4 meses (INAPESCA, 2012).

En el caso de la etapa larvaria, la literatura las identifica con las siglas “GO0, G1,
G2, G3 y G4” (derivado de la palabra del portugués “girino” = renacuajo). De

acuerdo con el ciclo de vida zootécnico, las caracteristicas de cada fase son:

e GO o embrion: durante el desarrollo embrionario, previo a la eclosion
(Rangel, 2017). La hembra desova de diez mil a veinte mil huevos cuya
incubacion requiere alrededor de siete dias (Coppo, 2003). Los huevos se
retiran al menos 12 horas luego de la puesta, colocandolos en agua de
iguales condiciones de temperatura y pH. La eclosién se produce en
promedio al tercer dia (Mazzoni, 2001).

e G1 o larva inicial: se denomina asi después de la eclosién, sus

caracteristicas principales es que carecen de aparato digestivo propio,



aun no hay absorcion de alimento exdgenos y presentan branquias
externas (Rangel, 2017).

G2 o renacuajo: ausencia de vitelo (fue consumida totalmente), branquias
interiorizadas, boca y sistema digestivo bien desarrollado y demanda de
alimento del exterior (Rangel, 2017).

G3: Comienza a brotar las extremidades inferiores (region proxima a la
cola), se da inicio a la metamorfosis. Conforme su desarrollo se
recomienda separarse a otro sector (Rangel, 2017).

G4 o climax metamoérfico: aqui surgen las extremidades superiores
formados al interior del cuerpo, rompen la piel y salen al exterior, la cola
comienza a reabsorberse y la boca se alarga; esta fase termina cuando la
cola desaparece y la boca se abre (Rangel, 2017). El peso final del
renacuajo variara en funcion de diversos factores ambientales y de
manejo. Se recomienda la produccion de renacuajos de pesos superiores
a 10 g para asi obtener imagos cuyo peso supere los 7 g (Mazzoni, 2001).
Imago: Metamorfosis completa, los organismos demandan alimento
exterior, sus habitos alimenticios cambian. En cuanto los organismos
rebasan los 50 gramos de peso, entonces se deja de dominar imagos y
pasan al sector de engorda inicial. ElI tamafio del imago, es decir de la
ranita recién metamorfoseada, es un factor fundamental para tener en
cuenta al encarar el engorde de ranas en forma correcta (Mazzoni, 2001).
Rana: Abarcan los estadios juvenil y adulto y se ubican en el sector de
reproduccion o engorda. Para imagos de 10 g aproximadamente, el ciclo
hasta faena con un minimo de 200 g de peso vivo tiene una duracion
promedio de 120 dias (entre 25y 30°C) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida, fases de desarrollo zootécnico de Lithobates catesbeianus.
Imagen hecha por Carolina Ocafia.

El tiempo entre cada fase de desarrollo, dependera de las condiciones en que
se encuentre y la disponibilidad de alimento, por ejemplo, en cautiverio y bajo
condiciones controladas, puede alcanzar su ciclo de huevo a adulto en 7 meses,
mientras que en vida libre (su habitat original) completa su ciclo de vida en 4
afos (Cribb, et al., 2013). En el Cuadro 2 se resumen los principales problemas

gue se pueden encontrar dentro de la etapa de renacuajos.

Cuadro 2. Problemas mas comunes de los renacuajos, su causa y su solucion
(Tegnofrog,1995; citado por Castro, 2001).

PROBLEMA CAUSA SOLUCION
Herida del cuerpo Manipulaciéon brusca Manejo adecuado
Cambios bruscos de
Muerte brusca del lote temperatura, sustancias
toxicas
Manchas blancas en piel Parasitos Farmacos

Control de temperatura,
recambio del agua




2.2.3.1. Metamorfosis

La metamorfosis implica cambios como resorcion de la cola, aparicién de patas
delanteras, desaparicién de las branquias, desarrollo de parpados y timpanos,
ensanchamiento de la boca y crecimiento de la lengua, que —fija por delante—
sera desplegada (disparada) para atrapar insectos. No menos importantes seran
los cambios conductuales y bioquimicos, necesarios para hacer frente al cambio
de vida (acuética por terrestre). El crecimiento oviductal es estrégeno
dependiente y la metamorfosis parece depender de la tiroxina (T4), con su

correspondiente estimulacion hipofisaria (Coppo, 2003).

El crecimiento radial de los huesos largos esta bajo el comando del cartilago
epifisario; en la superficie peridstica puede verificarse actividad de fosfatasa
alcalina. En los musculos, el fosfageno energético es la fosfocreatina,
filogenéticamente méas avanzada que la fosforil-arginina de especies inferiores.
La urea parece ser necesaria para la normal contractilidad del musculo

esquelético de los anuros (Coppo, 2003).

La prolactina aumenta el transporte activo de sodio a través de la piel de
renacuajos de rana toro y el mismo efecto se registra durante su metamorfosis

hacia estadios adultos (Coppo, 2003).

En el cuadro 3 se resumen los principales eventos de desarrollo en la

metamorfosis de renacuajos de rana toro (Castro, 2001).
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Cuadro 3. Caracteristicas de los principales eventos de la metamorfosis en renacuajos
de rana toro (Flores, 1999; citado por Castro, 2001)

Tiempo
] Fases
Fase aproximado ] o
Evento o ] parafines  Caracteristicas relevantes
bioldgica posterior a o
practicos
amplexo
Fecundaciéon Embrionaria o 0 | Determina la viabilidad del
del huevo GO huevo
Eclosién Larvaria o G1 2-3 dias 1 Alimentacién autégena
. Pre Inicia la alimentacion externa,
Conversion a o | .
. metamorfica o 5-8 dias 1l por lo que nadan y filtran
renacuajo .
G2 continuamente
Domina la asimilacion de
o proteina animal, raspa pared
Aparicion de Pre
i o i y come en el fondo.
los discos metamarfica 20-35 dias v _
Incremento de competencia
bucales o0 G2 ] . )
intraespecifica por alimento y
espacio
Presencia de tejido pulmonar.
Aparicion de Pre Capacidad de respiracion
miembros metamoérfica  50-100 dias \% dérmica y bucal. Reduccién
posteriores 0 G3 del nivel de ingesta de
alimentos
Respiracion pulmonar y
Aparicion de Climax dérmica. Cesan su
miembros metamoérfico  55-120 dias VI alimentacion y reducen su
anteriores* 0G4 actividad. Requieren de
sustrato fuera del agua

*Aqui el esqueleto ya se defini6 completamente, es una ranita de 4 a 5 cm, de largo corporal
(Castro, 2001; Flores, 1999).

11



2.2.4.Alimentacion

Con la excepcion de unas pocas especies, la mayoria de los larvalanuranos han
sido histéricamente agrupados como alimentadores acuaticos, omnivoros o
herbivoros (Latney, 2014). Desde el punto de vista alimentario el renacuajo se
comportaria como vegetariano (plantas acuéticas) (Coppo, 2003). Se han
identificado 5 tipos de renacuajos segun la preferencia dietética. En los
renacuajos microfagos que se alimentan en suspension, el agua se sifonea
activamente hacia la cavidad bucal y se dirige sobre las placas filtrantes cubiertas
de mucosa en la faringe, llamadas incautacion branquial. Esta estructura filtrante
puede eliminar bacterias, protozoos y plancton del agua; sin embargo, también

se puede utilizar para alimentarse de material mas grande (Latney, 2014).

Los labios estdn compuestos por un pico de queratina y un disco oral, cubiertos
de denticulos de queratina, que rodean la boca. Los denticulos raspan el
alimento de la vegetacion o los restos de animales, y los tamices branquiales

extraen los desechos organicos de la boca para su consumo (Latney, 2014).

La comida filtrada es transportada por los cilios hacia el eséfago y el estbmago
y no ocurre peristaltismo. El estémago sirve como unidad de almacenamiento de
alimentos y existe una pequefia dilatacion al final del es6fago. La digestion se
produce en el intestino delgado alargado y estrecho, que esta muy rizado dentro
del celoma. El estbmago de las larvas se ensancha y alarga durante la
metamorfosis y se produce un desarrollo glandular extenso a medida que el
intestino medio se acorta y ensancha en el adulto (Coppo, 2003; Latney, 2014).

La transicidbn ontogenética de los habitos de alimentacién incluye filtrado de
fitoplancton, ramoneo de algas benténicas, detritofagia y un cambio gradual
hacia la ingestion de proteina animal, antes de alcanzar el climax metamorfico
cuando la alimentacion se hace brevemente autogéna. Después de la absorcion

de la cola, las ranitas se vuelven carnivoras (FAO, 2009).

Otros renacuajos se han clasificado como alimentadores oportunistas y
experimentan cambios de nicho ontogenéticos basados en recursos. En un
estudio que evalud la ecologia de alimentacién de la rana toro (Lithobates

catesbeianus), la rana de madera (Lithobates sylvaticus), rana leopardo
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(Lithobates pipens) y la rana verde (Lithobates clamitans), se mostro cierto grado
de carnivoria entre todas las especies. Los renacuajos de rana toro y, hasta
cierto punto, los renacuajos de rana de madera funcionaban eficazmente como
depredadores primarios en la red tréfica del estanque (Latney, 2014). Se
observaron grados variables de omnivoria en los renacuajos, ya que las ranas
verdes consumian mas materia animal que las ranas leopardo y las ranas de
madera de dosel abierto. Esta evidencia sugiere que algunos pueden adaptarse
a la depredacion macréfaga y cambiar efectivamente la dinamica de la red tréfica

del estanque (Latney, 2014).

Muchas larvas de anfibios consumen algas que pueden contener una variedad
de antioxidantes dietéticos, especialmente pigmentos carotenoides Yy
compuestos polifendlicos (Goiris et al., 2012; Christaki et al., 2013; Szuroczki,
2019). La ingestion de antioxidantes que se encuentran naturalmente en muchas
especies de algas de las que se alimentan las larvas de anfibios les permiten
mantener su crecimiento (Szuroczki, 2019). Por ejemplo, se sabe que las larvas
de anfibios de varios géneros consumen Chlorella (Seale et al., 1980), un tipo
comun de alga que se encuentra en los humedales y estanques de América del
Norte (Wehr et al., 2003) cuyo contenido de carotenoides se ha encontrado en
un rango de 250 a 3040 ug / g (Goiris et al., 2012; Szuroczki, 2019). Por lo tanto,
las algas pueden proporcionar una fuente natural de antioxidantes que pueden
desemperiar un papel importante en la mitigacion de los factores ambientales

gue aumentan el estrés oxidativo (Szuroczki, 2019).

La vitamina E es un potente antioxidante lipofilico que elimina las especies
reactivas de oxigeno y protege los lipidos de la peroxidacion, es esencial para la
proteccion de la membrana celular y estimula el sistema inmunoldgico
(Szuroczki, 2019).

Se ha reportado que las necesidades nutritivas de los renacuajos son: 20% de
proteinas (10% de origen animal y 10% de origen vegetal) al inicio de la fase
como renacuajo y hasta 40% de proteinas, siendo el 20% de origen animal y los
otros 20% de origen vegetal, al final de la fase como renacuajo, con un consumo
de alimento que se encuentra alrededor del 13% de su peso vivo (PV), dividida

en 4 veces al dia. Suele estar bien pulverizada (0,42mm). Posee 0,91 U.l de
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calcio y 5300 U.I. de yodo (que comanda la metamorfosis). De un modo general,
ese consumo varia de 6 a 18% (Castro, 2001). También se menciona que en la
etapa de renacuajos se registra cierto grado de coprofagia, especialmente en

criaderos de ranas (Coppo, 2003).

2.24.1. Antioxidantes

Los antioxidantes dietéticos consisten principalmente en cuatro grupos
principales que se encuentran comUnmente en los alimentos: vitamina C,
vitamina E, carotenoides y compuestos polifenélicos (Catoni et al., 2008;
Szuroczki et al., 2016).

Entre los beneficios reportados de los antioxidantes dietéticos se encuentran
aumentos en la inmunocompetencia (Chew, 1993; Hughes, 1999), una reduccién
de enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas (Bendich, 1989; Horak
et al., 2001) y ralentizacion del envejecimiento (Ames et al., 1993; Driver et al.,
2003; Szuroczki et al., 2016).

La ventaja clave para la salud de los antioxidantes radica en su capacidad para
reducir las formas quimicamente reactivas de oxigeno y nitrégeno, a menudo
denominadas radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS), que son
moléculas potencialmente dafiinas con las que todos los organismos vivos deben
lidiar. Varias funciones fisiol6gicas clave, por ejemplo, sefalizacion quimica,
desintoxicacion, conversion de energia y la respuesta inmune inicial, dependen
de los radicales libres (Chew et al., 2004; Catoni et al., 2008; Szuroczki et al.,
2016), pero una sobreproduccién / sobreexposicion causa estrés oxidativo, lo
gue resulta en dafo celular y tisular, envejecimiento prematuro y enfermedades
degenerativas (Catoni et al., 2008; Birben et al., 2012; Szuroczki et al., 2016).

Existen otros beneficios conferidos por el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes ademas de contrarrestar el estrés oxidativo, con funciones
conocidas en la mediacion de los efectos de los disruptores hormonales,
inhibiendo la proliferacion celular dafina, atrapando compuestos mutagénicos
electrofilicos, regulando el metabolismo celular y promoviendo el crecimiento y
el desarrollo (Von Lintig, 2010; Szuroczki, 2018).
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2.2.4.1.1. Vitamina E

La vitamina E es un miembro tipico de la familia de los antioxidantes solubles en
grasa, y su forma mas abundante y biolégicamente activa es el a-tocoferol (TOC)
(Marquez, 2002). El termino vitamina E es utilizado para designar un grupo de 8
isbmeros naturales de tocoferoles y tocotrienoles (Figura 5). Los tocoferoles
derivan del tocol, que tiene un anillo aroméatico, llamado cromano con un grupo
hidroxilo y una cadena poliprenoide (Sanchez, 2016). Si la cadena es saturada
corresponderan a los tocoferoles y si es insaturada a los tocotrienos. Estos 8
isbmeros varian segun el grupo que se encuentre en la posicion 5,7 y 8 del anillo

central de cromanol (Sanchez, 2016).

R
cn, CHs CH CH, o
R; 0 CH, cn,  GHa CHs CH;
] Ry 0 7 Z 7 CH
Ra
Ri1=R:=Ri;=H Tocol _
Ri=R>=R3=H Tocotrienol
R1=R,=R3=CH3 a-Tocoferol )
R1=R:>=R3=CH3 a-Tocotrienol

Ri=Rs=CHz; R:=H B-Tocoferol Ri1=R3=CH3s; R:=H p-Tocotrienol
Ri=H: R>=R3=CH3 v-Tocoferol R —p: Ry=Rs=CH: y-Tocotrienol

Ry1=Ro=H: R3=CH3 0-Tocoferol R;=Ry=H; R3=CH: 8-Tocotrienol

Figura 5. Estructura de los is6meros de la Vitamina E (Sanchez, 2016).

Como nutriente antioxidante, se ha informado que la vitamina E previene el dafio
de los radicales libres y las reacciones oxidativas en cadena, y juega un papel
importante en la reduccion del estrés oxidativo (Singh et al., 2005; Jiang, 2019).
Otras propiedades de esta vitamina son: inhibir la sintesis de prostaglandinas y
la agregacién plaquearia; su déficit aumenta la posibilidad de que ocurra
hemolisis en los eritrocitos; inhibir la actividad de ciertas enzimas como la
creatinina kinasa y la xantina oxidasas. Estas propiedades de la vitamina E son
las que relacionan su deficiencia con enfermedades como las cataratas, cancer,
diabetes, Alzheimer, etc., (Sanchez, 2016).

Mas alla de su funcion antioxidante, la vitamina E también ha sido involucrada
en la regulacion de la sintesis de ADN, la expresion genética, el metabolismo

mitocondrial y en la proliferacion y diferenciacion celular. El a-tocoferol tiene la

15



mayor actividad biolégica y es la forma de vitamina E mas ampliamente

disponible en los alimentos (Méarquez, et al., 2002).

Si bien los efectos sobre la salud de los antioxidantes dietéticos se han estudiado
y caracterizado ampliamente en el sistema de los mamiferos (Bendich, 1996;
Amar et al., 2000; Szuroczki et al., 2016), relativamente poco se sabe acerca de
su importancia para la funcion inmunoldgica, desarrollo y la salud de los anfibios,

especialmente las etapas larvarias (Szuroczki et al., 2016).

La deficiencia de vitamina E puede presentarse de manera diferente
dependiendo de la especie. Estos sintomas de deficiencia pueden incluir anemia,
miocardiopatia, encefalomalacia y degeneracidn nerviosa en algunos animales.
En reptiles, los sintomas de deficiencia que se notifican con mayor frecuencia
son esteatitis, necrosis grasa y degeneracion muscular (Dierenfeld, 1989).
Especificamente, en las tortugas, la deficiencia de vitamina E puede causar
anorexia y nodulos subcutaneos (Donoghue, 2006). Se sabe poco sobre la

deficiencia de vitamina E en los anfibios (Freel, 2019).

A menudo definida Gnicamente como la vitamina antioxidante del cuerpo, las
necesidades de vitamina E se miden cominmente como a-tocoferol, por lo que
42 mmol / kg es esencial en dietas que contienen menos del 10% de grasa, lo
que representa un contenido de vitamina E de 27 Ul / kg de dieta o 18 mg / kg
(Freel, 2019).

Muchos comederos de invertebrados cumplen con este requisito, incluida la
mosca doméstica adulta (29,7 mg / kg), los grillos adultos (19,7 mg / kg), los
gusanos de cera (13,3 mg / kg) y los gusanos de mantequilla (13,0 mg / kg). Sin
embargo, la disponibilidad de vitamina E depende de la cantidad, el tipo de grasa
de la dieta y los isomero de vitamina E. Los informes de hipovitaminosis E en
insectivoros cautivos son raros; Se ha informado de deficiencias de vitamina E
en animales de zooldgico que se mantuvieron con una dieta de 50 mg a 200 mg
de tocoferol por kilogramo de alimento, esto, excede significativamente la dieta
de 18 mg de tocoferol por kg, sugerida por los minimos de la National Research

Council (NRC) para el crecimiento en ratas (Latney, 2014).
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2.3. Estrés oxidativo

Se ha sugerido que los estados redox intracelulares tienen un papel causal en el
desarrollo temprano de los organismos (Harvey et al., 2002; Jiang, 2019). La
alteracion en el sistema celular prooxidante-antioxidante podria resultar en una
mayor produccion de radicales libres y peréxidos y conducir a resultados
desfavorables para el desarrollo embrionario como consecuencia de la lesién de
macromoléculas, incluidas proteinas, &cidos nucleicos y lipidos (Jiang, 2019).
Se sabe que la produccion excesiva de ROS induce estrés oxidativo y dafia las
proteinas, el ADN, los lipidos y otros componentes vitales de las células
(Schieber et al.,2014; Jiang, 2019).

Para mantener el estado redox fisiologico, las células han desarrollado varios
mecanismos de defensa bioldgica contra el estrés oxidativo causado por los
radicales libres. Uno de los mecanismos de defensa basicos son las enzimas
antioxidantes enddgenas, como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPx), asi como otras enzimas relacionadas, como la
glutatién transferasa (GST). Estas enzimas pueden degradar eficazmente los
radicales libres y los productos activos derivados de los radicales libres (Lopez
et al., 2007; Jiang, 2019). Los antioxidantes tienen una serie de funciones
biolégicas para proteger a los organismos contra la oxidacion de lipidos y
prevenir reacciones en cadena oxidativas y, por lo tanto, pueden neutralizar los
radicales libres y atenuar el estrés oxidativo (Abdollahi et al,. 2004; Jiang, 2019).
La vitamina E es importantes para que los organismos mantengan sus
actividades normales y también son fundamentales para proteger contra el dafio
oxidativo (Zaidi et al., 2004, Jiang, 2019).
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3. JUSTIFICACION

En general, se sabe menos acerca de las necesidades dietéticas de los anfibios
larvales y renacuajos que de los adultos y los principales enfoques de la
investigacion han sido sobre las condiciones ambientales. Los alimentos y la
temperatura adecuados y apropiados (agua y/o aire) parecen ser los dos factores

principales para la sobrevivencia de las larvas (McWilliams, 2008).

Los estudios sugieren que una mala nutricién, ya sea por falta de proteinas o de
antioxidantes dietéticos beneficiosos, puede afectar negativamente la funcion
inmunologica de los anfibios y, en Ultima instancia, reducir el crecimiento, el

desarrollo y la resistencia a los patégenos de las larvas (Szuroczki et al., 2016).

Los habitos de alimentacion de los renacuajos; incluye filtrado de fitoplancton,
ramoneo de algas bentonicas, detritofagia, y un cambio gradual hacia la ingestion
de proteina animal (FAO, 2009). Por lo tanto, es probable que las diversas
formas de algas consumidas por los renacuajos contengan una amplia variedad
de antioxidantes dietético y que estos sean potencialmente beneficiosos
(Christaki et al., 2013; Szuroczki et al., 2016).

Se ha demostrado que los antioxidantes dietéticos en ranas toro, confieren una
variedad de beneficios a través de su capacidad para contrarrestar el estrés
oxidativo, incluida una mayor inmunocompetencia y una menor susceptibilidad a

enfermedades infecciosas y no infecciosas (Szuroczki et al., 2016).

Las tasas de crecimiento rapido se han relacionado con un mayor estrés
oxidativo, ya que los animales tienden a aumentar su demanda de oxigeno en
tales circunstancias (Stoks et al., 2006; Szuroczki et al., 2016), y esto se ha
relacionado con un aumento en la produccion de ROS (Loft et al., 1994). Un
aumento de la inmunocompetencia, mediado por los antioxidantes de la dieta,
puede afectar el crecimiento al aumentar la disponibilidad de recursos para la
construccion de proteinas y la adquisicion de nutrientes, lo que provoca un
aumento general en la cantidad de energia disponible para el crecimiento (Ogilvy
et al., 2012; Szuroczki et al., 2016). Los antioxidantes de la dieta aumentan la
funcion inmunoldgica al destruir el exceso de ROS, acoplando asi un circuito de
retroalimentacion positiva donde el aumento de ROS causado por el crecimiento
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rapido es contrarrestado por los antioxidantes de la dieta (Benzie, 2003;
Szuroczki et al., 2016).

Es importante destacar que los antioxidantes dietéticos como el B-caroteno y las
vitaminas E y C afectan el crecimiento en otros taxones (mamiferos, aves)
(Cucco et al., 2006; Szuroczki et al., 2016) y especificamente el B-caroteno y la
vitamina E, tienen un efecto positivo en algunos aspectos de la funcion

inmunoldgica en las larvas de anfibios (Szuroczki et al., 2016).

Comprender el papel de los antioxidantes, como la vitamina E, en la dieta
ayudara a entender como los organismos mantienen su crecimiento mientras
contrarrestan los efectos negativos del estrés oxidativo inducido por el medio
ambiente (es decir, la sobreproduccion de radicales libres), (Szuroczki et al.,
2016).

Los compuestos dietéticos naturales, incluidos los antioxidantes que confieren
propiedades beneficiosas para la salud o caracteristicas de refuerzo
inmunoldgico, pueden ser un area importante de investigacion (Szuroczki et al.,
2016).
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4. HIPOTESIS

Al suplementar vitamina E a la dieta de los renacuajos y suministrarla a grupos

de prueba, mejorara su desarrollo en la fase larvaria (aumentando peso y talla

de los imagos) y alcanzaran su desarrollo pre-metamérfico con mayor rapidez.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

El presente trabajo pretende determinar el efecto de la adiciéon de vitamina E en

la dieta de rana toro (Lithobates catesbeianus) en la fase de renacuajo, con

diferentes niveles de inclusién de vitamina E en el alimento. Especificamente,

renacuajos provenientes de la produccion “Frog Style”, situada en Yautepec,

Morelos.

5.2. Objetivos especificos

Realizar un Analisis Quimico Proximal (AQP) y extraer vitamina E para
determinar el contenido nutricional de la dieta actualmente ofrecida a los
renacuajos de rana toro en la granja “Frog Style”, con el fin de conocer las
concentraciones de vitamina E presentes en el alimento y tener un punto
de referencia para poder suplementar la dieta.

Suplementar con vitamina E las dietas que se administrardn a los
renacuajos. Agregando vitamina E al alimento comercial proporcionado
en dicho lugar, para poder hacer un alimento con dosis conocidas de
vitamina E.

Evaluar el desarrollo en la etapa pre-metamorfosis de los grupos de
renacuajos utilizando los registros obtenidos durante los tratamientos y

las biometrias finales de los imagos.
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6. MATERIAL Y METODOS

La realizacion del estudio se concentré en dos etapas, la primera concierne a la
fase de laboratorio (primer periodo), que se llevé a cabo en los Laboratorios del
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

La segunda etapa, corresponde a la fase experimental (segundo periodo), donde
los animales se mantuvieron alojados en un domicilio particular; ubicado en la

Ciudad de México, en la Alcaldia Xochimilco.

6.1. Primer periodo

6.1.1. Colecta de muestras

Para realizar el analisis quimico proximal (AQP) y extraer la vitamina E de la dieta
ofrecida a los renacuajos, se tomé 1 kg de muestra del alimento comercial
utilizado para la alimentacion de las ranas toro, en especifico la etapa de
renacuajo (alimento para tilapia de la marca “El pedregal” extruido semiflotante
con particulas menores a 0.4 mm) y la etiqueta del alimento. Proporcionado por

el criadero “Frog Style” en la localidad de Yautepec, Morelos.

6.1.2. Analisis de laboratorio

6.1.2.1. Analisis quimico proximal

Las muestras del alimento comercial de tilapia, con un tamafio de particula
menor a 0.4 mm, se sometieron a un Analisis Quimico Proximal (AQP), siguiendo
los procedimientos descritos por la Association of Official Analytical Chemists,
AOAC (AOAC, 2015). Se realizaron las siguientes determinaciones: contenido
de humedad (934.01), proteina cruda (2001.11), extracto etéreo (920.39), fibra
cruda (962.09) y cenizas (942.05). La determinacion de carbohidratos se realiz6
al final por diferencia, restando al 100% los resultados obtenidos de humedad,

proteina, lipidos, fibra y cenizas.
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6.1.2.2. Extraccion de vitamina E.

Elaboracién de soluciones estandar.

Se preparo una solucion madre de a-tocoferol con metanol a una concentracion
de 580ug/mL. Utilizando la solucion madre se prepararon diluciones a 100ug/mL,
200upg/mL, 300ug/mL y 400ug/mL. Las diluciones fueron guardadas en viales
ambar apropiados para la inyeccion dentro de la columna de HPLC (Méarquez,
2002).

Extraccion.

Se peso 20g de la muestra de alimento por triplicado, a cada muestra de 20g se
le agreg6 50mL de metanol y se agitd. Posteriormente se centrifugaron a 4000
revoluciones por minuto durante 10 minutos, se recuperoé la fase acuosa, a la
cual se le volvié agregar 50mL de metanol y se repitié el proceso de agitacion,
centrifugacion y recuperacion de la fase acuosa dos veces mas (Shuep, 1997;
Marquez, 2002).

Evaporacion y dilucion.

La fase acuosa fue evaporada utilizando un evaporador rotatorio bajo un vacio

parcial y a una temperatura de 60°C (Marquez, 2002).

El residuo fue reconstituido en 3mL de metanol HPLC, y se tomé 1mL que fue
filtrado en acrodisco con tamafio de poro de 0.45um y recuperado en un vial
ambar apropiado para la inyeccion dentro de la columna de HPLC (Marquez,
2002).

Cromatografia liquida de alta resolucion

Las soluciones obtenidas se analizaron por el método de cromatografia liquida
de alta resolucion, siguiendo los protocolos descritos por Sunari¢, para
posteriormente hacer la cuantificacion de vitamina E. Se hizo la curva de
calibracion con las diluciones de los estandares y se obtuvo el resultado de las

muestras de alimento de tilapia (2017).
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Los analisis del alimento fueron procesados en los Laboratorios de la Facultad

de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

6.1.3. Procedimiento en la elaboracion de las dietas

La dosificacion de vitamina E se baso en un animal con altos requerimientos de
vitamina E, en este caso el gato, con la literatura que recomienda la FEDIAF,
siendo esta también la méas alta, en comparacion de la NRC y la AAFFCO. En el
siguiente Cuadro 4 se muestran los requerimientos de vitamina E en gatos, tanto
para la NRC y AAFCO como para FEDIAF.

Cuadro 4. Niveles recomendados de vitamina E (Mantenimientos para adultos).

. NRC (cantidades
Especie AAFCO FEDIAF
recomendadas)
Gato* 38 Ul 30 UI 50.7 Ul

AAFCO. Association of American Feed Control Officials; NRC, National Research Council; Ul, unidades
internacionales; FEDIAF, The European pet Food Industry. * Los estimados son por kg de alimento
conteniendo 4000kcal/kg.

Para la elaboracién de las dietas experimentales, el alimento seco de tilapia
marca “El pedregal”’, microtek peces extruido 0.4, con tamafio de particula
inferiores a 250 um, se mezclaron con el aceite de vitamina E (dI- a-tocoferol),
hasta su completa homogeneizacion (Cuadro 5). Se preparo 500 gramos de

alimento para cada grupo.

Donde al hacer la conversion de unidades internacionales a miligramos, a los

500 gramos de alimento comercial se le agrego:

e Dosis media de vitamina E: 22.8 mg de dI- a- tocoferol

e Dosis alta de vitamina E: 45.6 mg de dl- a-tocoferol

Fueron almacenados en botes de plastico bajo sombra a una temperatura menor
de 20°C.
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Cuadro 5. Factores de conversion de las fuentes de vitamina E, Bioequivalencias.
(Instituto Linus Pauling, 2015).

Fuentes de vitamina E . o
, _ _ Actividad de vitamina E
Bioequivalencias

dl- a-tocoferil acetato 1mg = 1Ul
d- a-tocoferol lmg = 1.49 Ul
d- a-tocoferol-acetato 1 1mg = 1.36 Ul
dl- a-tocoferol 1mg = 1.10 Ul
dl-beta-tocoferol lmg = 0.33 Ul
di-delta-tocoferol lmg = 0.25 Ul
dl-gamma-tocoferol lmg = 0.01 Ul

6.2. Segundo periodo

6.2.1. Procedencia de los organismos
Los sujetos para el estudio fueron obtenidos del criadero “Frog Style” en la

localidad de Yautepec, Morelos.

El municipio de Yautepec es uno de los 36 municipios que integran el estado de
Morelos: Se localiza en la zona norte del estado, tiene una elevacion de 1,221
msnm y su temperatura se encuentra en un rango de 14 °C como minima y 35

°C como maxima, teniendo un promedio de 23 °C.

6.2.2. Sujetos de estudio

Por razones propias de la granja, solo se pudieron otorgar 47 ejemplares de
renacuajos (Lithobates catesbeianus) estos ejemplares fueron identificados con
nameros del 1 al 47 y se registr6 sus pesos individualmente, luego se
mantuvieron una semana en cuarentena, para posteriormente iniciar con los
tratamientos experimentales, al terminar la cuarentena se volvieron a registrar
los pesos y etapa en la que se encontraban, de los ejemplares visiblemente
sanos y se retiraron los decesos que ocurrieron durante la cuarentena, para los

cuales se mantuvieron 38 ejemplares, que se encontraban en la etapa pre-
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metamorfica, G2 o fase lll, indicando la conversion a renacuajo y su inicio a la

alimentacion exdgena, necesaria para el experimento.

Fueron pesados en una balanza analitica digital de 0.1 mg de precision,
estableciendo parametros de inicio, buscando ejemplares en buen estado de
salud y fenotipicamente homogéneos. Los renacuajos capturaron tuvieron un

peso promedio de 0.639 gramos.

6.2.3. Ubicacion de la fase experimental

El desarrollo experimental se realizé en un domicilio particular ubicado en: Calle
5 de mayo, Colonia barrio Xaltocan, Xochimilco, CP 16090, Ciudad de México.
Donde fueron alojados en una estancia con las siguientes caracteristicas: Las
instalaciones se encuentran al aire libre, con techo de lamina y piso de concreto,

teniendo sol y sombra a lo largo del dia.

Xochimilco es una de las 16 demarcaciones de la Ciudad de México. Se localiza
en el sureste de la capital, tiene una altura de 2,274 msnm y su temperatura se
encuentra en un rango de 5 °C como minima y 27 °C como maxima, con un

promedio de 11 °C.

6.2.4. Diseilo experimental

Los 38 individuos fueron identificados aleatoriamente por medio de nimeros (1-
47) y colocados en peceras individualmente.

Cada tratamiento fue conformado por 3 bloques de 3 a 5 ejemplares cada uno,
teniendo en total 12 a 13 unidades experimentales por tratamiento. Estos

individuos fueron alimentados durante 3 meses.

Se utilizé un control (Alimento para Tilapia “El pedregal”, actualmente ofrecido) y
dos tratamientos experimentales identificados de acuerdo con la cantidad de

vitamina E:

a) Control, 100% de alimento comercial.
b) Dieta con dosis baja de vitamina E: dosis de 4.56 mg/100g de alimento

c) Dieta con dosis alta de vitamina E: dosis de 9.12 mg/100g de alimento.
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6.2.5. Alojamiento de los organismos

Se utilizé una alberca inflable de 1 metro de diametro y 30 cm de altura, con un
volumen de 400 litros. En el piso de la alberca se encontraban colocados 4
termostatos (150 watts) manteniendo la temperatura en un rango de 22-28 °C.

De los cuales, se desconectaban dos durante el dia (Figura 6).

Figura 6. Representacion de alberca de plastico inflable,
con capacidad de 400 litro y 4 termostatos en el piso de
la alberca

Cada renacuajo se encontraba distribuido aleatoriamente en envases de plastico
transparente con volumen de 1 litro, acomodados e identificados
individualmente, respetando una densidad de 1 ejemplar por medio litro minimo,

cumpliendo con la densidad sugerida por Hayashi (Hayashi, 2004).

Se hicieron blogues de 5 envases, que hacian la funcion de lancha (Figura 7),

teniendo en total 3 bloques por tratamiento.
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Figura 7. Representacion de bloque con 5 envases; cada envase con una
capacidad de un litro de agua, donde se contendra a un individuo
experimental, 5 individuos por bloque

Los individuos fueron acomodados aleatoriamente entre tratamientos y entre
bloques (Figura 8). Los bloques flotaban dentro de la alberca lo que provoco un
calentamiento indirecto del agua por medio de conveccion térmica, manteniendo
a todos los individuos a la misma temperatura. De igual forma, se les coloco tres

termdmetros acuaticos para registrar la temperatura.

Control

Bloque 1

16, 17,43, 44, 47
Bloque 2
21,37,42,18
Bloque 3

22, 33,45, 46

Dosis media
Bloque 1

28, 27, 31,41
Bloque 2
5,7,9, 26

Bloque 3
20, 30, 36, 40

Dosis alta

Bloque 1

14, 25, 32, 34, 38
Bloque 2

1,6,19

Bloque 3
8,10,12,13, 29

Figura 8. Distribucion de los sujetos de experimento por tratamiento e
identificacion numérica
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El estado de salud de los animales se verificaba mediante la observacion de un

nado sincronizado de los mismos y su vitalidad.

La limpieza se realiz6 cada tercer dia, con un recambio del 80% de agua. El agua
por colocar fue tratada con anticloro, azul de metileno y mantenida a una
temperatura de 25°C. En una bithcora se registrd: Semana, fecha, dia,

temperatura, alimentacion, limpieza y observaciones.

6.2.6. Alimentacion

Toda la comida (tratamientos) se mezcld hasta obtener un polvo fino, después
se mantuvo en almacenamiento dentro de botes opacos, y en un rango de
temperatura de 10-22 °C. Solo se abrian a la hora de alimentar a los renacuajos
agregandolo a los estanques donde inicialmente flotd, para luego hundirse,

permitiendo que los renacuajos se alimentaran ad libitum.

6.2.7. Biometrias y pesaje

El experimento inici6 el 16 de enero del 2020. Durante el experimento se hicieron
siete mediciones, empezando con el dia 0 (16/01/2020) y posteriores mediciones
a los dias 22 (07/02/2020), 36 (21/02/2020), 50 (06/03/2020), 57 (13/03/2020),72
(28/03/2020) y 87 (12/04/2020). En esos dias fueron pesados, medidos y se
determinaba el estadio de metamorfosis a cada uno de los animales.

Las biometrias que se realizaron fueron:

1. Longitud total (LT): Desde el hocico hasta la punta de cola en
centimetros.

2. Peso total (PT): En gramos

3. Indice de masa corporal (IMC): Relacion entre el peso y la longitud total

del renacuajo.
Los marcadores que se tomaron en cuenta fueron:

1. Tasa de metamorfosis (TM): Marcando el inicio de la metamorfosis
(presencia de miembros posteriores), por grupo experimental.

2. Mortalidad Total (M): Calculada por grupo experimental.
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3. Mortalidad dentro de la metamorfosis (MM): Calculada por grupo
experimental, contemplando solo a los sujetos que iniciaron

metamorfosis.

Se determind la tasa de metamorfosis (TM), a través de la relacion entre el

namero de animales metamorfoseados y el total de animales.

6.2.8. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con un analisis de varianza multivariado
en un arreglo de un disefio completamente aleatorizado, de un solo factor con
medidas repetidas (MANOVA). Donde el factor son los grupos (control, dosis
media y dosis baja de vitamina E), la variable respuesta es el peso, longitud total
e IMC.

Se utilizé un nivel de significacion del 5% (0.05), las hipotesis fueron: hipétesis
nula (Ho): las medias seran iguales, e hipétesis alternativa (Ha): Al menos una

de las medias sera diferente.
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7. RESULTADOS
7.1. Andlisis Quimico Proximal

En el Cuadro 6 se presentan los resultados en base himeda y base seca de:
humedad, extracto etéreo, proteina cruda, fibra cruda, cenizas y por diferencia
los carbohidratos, obtenidos del alimento comercial ofrecido a los renacuajos y

el cual se utilizé como base para la alimentacion en la fase de experimentacion.

Cuadro 6. Andlisis quimico proximal del alimento comercial en base secay base

humeda (g/100g).
Alimento de Tilapia
Base seca Base humeda

Materia seca 100 93.84
Humedad 0 6.16
Proteina cruda 47.54 44.61
Extracto etéreo 19.83 18.61
Fibra cruda 1.56 1.46
Carbohidratos 19.52 18.32
Cenizas 11.55 10.84

7.2. Extraccion y cuantificacion de vitamina E

Siguiendo los protocolos de extraccion de vitamina E, se prosiguid a utilizar el
método de cromatografia de alta resolucién para obtener, inicialmente, la curva

de calibracion con los estandares (Figura 9).

Posteriormente se obtuvo las concentraciones de vitamina E en el alimento de
tilapia, en la Figura 10 se puede observar el cromatograma de un estandar de
vitamina E (a-tocoferol). Y en la Figura 11 se puede observar el cromatograma
de la muestra de alimento de tilapia, donde se puede ver ausencia de la curva

especifica de vitamina E.
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Figura 10. Cromatograma de la mezcla estdndar de a-tocoferol. Eje horizontal, tiempo
en minutos; eje vertical, mili-unidades de absorbancia (mAU).
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Figura 11. Cromatograma de las muestras de alimento para tilapia. Eje horizontal,
tiempo en minutos; eje vertical, mili-unidades de absorbancia (mAU).
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7.3. Peso

Cada tratamiento fue acomodado aleatoriamente (control, renacuajos
alimentados con dosis media de vitamina E y renacuajos alimentados con dosis
alta de vitamina E), los cuales contenian 13, 12 y 13 individuos respectivamente.
Se les tomaron como medidas morfométricas el peso total, longitud total e indice
de masa corporal (relacion entre el peso y la longitud de cada renacuajo), fueron
registrados los dias: 0, 22, 36, 50, 57, 72 y 85, y de estas medidas se obtuvieron

respectivos promedios.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el peso entre
los diferentes tratamientos (P=0.8566), ni en la interaccién tiempo y tratamiento
(0.2258); unicamente se observa un cambio significativo a traveés del tiempo
(p=0.0001) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Peso promedio por grupo experimental a lo largo del tiempo.

Dia 0 22 36 50 57 72 85
Grupo 1 1.31 2.64 3.26 3.48 3.44 3.94 4.24
Control
Grupo 2 1.45 2.52 3.13 3.49 3.36 3.66 4.03

Dosis media VE
Grupo 3 1.42 2.23 3.08 3.44 3.4 3.75 3.97
Dosis alta VE
Promedio 1.39 2.47 3.16 3.47 3.4 3.78 4.08

Los ejemplares del grupo experimental que consumian la dieta control fueron los
gue tuvieron un mayor aumento de peso en la ultima medicién (dia 85), los que
consumian la dieta con dosis alta de vitamina E registraron el menor aumento de

peso, como se representa en la siguiente grafica. (Figura 12).
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Figura 12. Ganancia de peso promedio (en gramos) por grupo experimental, a lo largo
del experimento. Mediciones en el dia 0, 22, 37, 50, 57, 72 y 87 (eje horizontal). Grupo
1 representa el control, grupo 2 representa el grupo con dosis media de vitamina E vy el
grupo 3 representa el grupo con dosis alta de vitamina E.

7.4. Longitud total

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la longitud
total entre los diferentes tratamientos (P=0.9819), ni en la interaccion tiempo y
tratamiento (P=0.1495); Unicamente se observa un cambio significativo a través
del tiempo (P=0.0001) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Longitud total promedio en centimetros, por grupo experimental a lo largo

del tiempo.

Dia 0 22 36 50 57 72 85
Grupo 1 6.32 6.89 7.53 7.75 7.71 7.94 8.16
Control
Grupo 2 6.35 6.83 7.67 7.7 7.18 8.03 8.49

Dosis media VE
Grupo 3 6.25 6.62 7.22 7.7 7.38 8.11 8.34
Dosis alta VE
Promedio 6.31 6.78 7.47 7.72 7.42 8.03 8.33

Los ejemplares del grupo experimental que consumian la dieta con dosis media
de vitamina E fueron los que tuvieron un mayor crecimiento en la variable
longitud total, los que consumian la dieta control registraron el menor

crecimiento, como se representa en la siguiente grafica (Figura 13).
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Figura 13. Longitud total promedio por grupo experimental, a lo largo del experimento.
Mediciones en el dia 0, 22, 37, 50, 57, 72 y 87 (eje horizontal). Grupo 1 representa el
control, grupo 2 representa el grupo con dosis media de vitamina E y el grupo 3
representa el grupo con dosis alta de vitamina E.

7.5. Indice de masa corporal

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para indice de
masa corporal entre los diferentes tratamientos (P=0.8258), ni en la interaccion
tiempo y tratamiento (P=0.4286); Unicamente se observa un cambio significativo
a través del tiempo (P=0.0001) (Cuadro 9).

Cuadro 9. indice de masa corporal promedio por grupo experimental a lo largo del

tiempo.

Dia 0 22 36 50 57 72 85
Grupo 1 0.202 0.374 0.425 0.444 0.441 0.489 0.510
Control
Grupo 2 0.225 0.361 0.402 0.450 0.511 0.473 0.475

Dosis media VE
Grupo 3 0.226 0.332 0.420 0.441 0.469 0.479 0.472
Dosis alta VE
Promedio 0.218 0.356 0.416 0.445 0.474 0.480 0.485

Los ejemplares del grupo experimental que consumian la dieta control fueron los
gue tuvieron un mayor indice de masa corporal, los que consumian la dieta con
dosis alta de vitamina E registraron el menor indice de masa corporal, como se

representa en la siguiente gréafica (Figura 14).
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Figura 14. indice de masa corporal promedio por grupo experimental, a lo largo del
experimento. Mediciones en el dia 0, 22, 37, 50, 57, 72 y 87 (eje horizontal). Grupo 1
representa el control, grupo 2 representa el grupo con dosis media de vitamina E y el
grupo 3 representa el grupo con dosis alta de vitamina E.

7.6. Tasa de metamorfosis

El proceso de metamorfosis fue medido a lo largo del tiempo, contabilizando
cualitativamente los caracteres que marcan el inicio de la metamorfosis, esto es
la presencia de patas traseras. Siendo el grupo de dosis altas de vitamina E, el
anico en lograr, que desde el dia 57 de experimentacién, el 100% de los sujetos
entraran en metamorfosis, y el Unico grupo en conseguir el 100%, el grupo
control fue el que obtuvo una menor tasa de metamorfosis (Cuadro 10).

Cuadro 10. Tasa de metamorfosis por grupo experimental.

Dia 0 22 36 50 57 72 85
Grupo 1 0.000 53.85% 84.62% 84.62% 84.62% 92.31% 92.31%
Control

Grupo 2 0.000 66.67% 66.67% 66.67% 91.67% 91.67% 91.67%
Dosis media VE

Grupo 3 0.000 69.23% 92.31% 92.31% 100% 100% 100%
Dosis alta VE

7.7. Mortalidad total y mortalidad en la metamorfosis

A lo largo del experimento se registraron los decesos, con ello se pudo obtener

la mortalidad total por grupo experimental, el grupo con la mayor mortalidad fue
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el control con un 38.46% de mortalidad final y el que obtuvo menor mortalidad

fue el grupo de dosis alta de vitamina E con 23.07% (Cuadro 11).

Para poder calcular la mortalidad en la metamorfosis lo que se tomé en cuenta
fue la cantidad de sujetos que entraron en proceso de metamorfosis y de estos
cuantos fallecieron. Lo que da como resultado que el grupo con mayor mortalidad
en la metamorfosis fue el grupo control (41.66%) y el que se encontré con menor

mortalidad fue el grupo de dosis alta de vitamina E (23.07%) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Mortalidad total y mortalidad en la metamorfosis

Mortalidad Mortalidad en la metamorfosis
(é::"::’; 38.46% 41.66%
Grupo 2 0 0
Dosis media VE 25.00% 36.36%
Grupo 3 0 0
Dosis alta VE 23.07% 23.07%
8. DISCUSION

El alimento El Pedregal “Microtek Peces extruido” cumplié con los valores
reportados en el andlisis garantizado de su etiqueta, a excepcion de los valores

de fibra cruda (méaximo 1.2%) y proteina cruda (minimo 50%) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Andlisis garantizado reportado en la etiqueta del alimento utilizado.

Tipo de alimento Andlisis garantizado %
Tamafio  Proteina  Grasa Fibra Cenizas Humedad
Nombre ) ) ) ) )
(mm) (min) (min) (max) (max) (max)
Microtek
Peces <0.4 50 16 1.2 11 10
extruido
Resultados 44.61 18.61 1.46 10.84 6.16

Como se ha comentado, los requerimientos nutricionales para los renacuajos de
rana toro varian dependiendo la etapa pre-metamorfica en la que se encuentren.
Conforme se comienza el proceso de metamorfosis, su tracto digestivo se va
adaptando y modificando hasta finalizar siendo un organismo carnivoro. Durante

el proceso, su alimentacién suele consistir en una gran variedad de proteina de
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origen vegetal inicialmente, para posterior ser completamente de origen animal,
ademas de pasar por dos ocasiones de alimentacion autdégena (al eclosionar y
al final de la metamorfosis) (FAO, 2009). Considerando lo anterior es de
importancia tener en cuenta que, dentro de la etapa de renacuajo a rana, aportar
una sola dieta no es lo mas recomendado. Las dietas se deben ir adecuando a

la etapa en la que se encuentran.

Los requerimientos de proteinas descritos en varios estudios sobre rana toro, se
han estimado a partir de curvas de dosis-respuesta, proponiendo la cantidad
minima de proteina en la dieta que resulté en un crecimiento maximo (Cuadro
13) (Pelegrin, 2004), por lo que algunos de estos valores requeridos se han
sobreestimado debido a una consideracion inadecuada de factores dietéticos
como: la concentracion de energia de la dieta, el perfil de aminoacidos de la
proteina de la dieta y la digestibilidad de la proteina de la dieta (Halver y Hardy,
2002).

Cuadro 13. Fuentes de proteina y niveles recomendados por diferentes autores
(Pelegrin E., 2004).

Fuentes de proteina animal Niveles de proteina (%) Referencias
Harina de pescado 20-50 Fontanello et al., 1982
Harina de pescado 40 Lima, 1988

- 33 Mazzoni, 1988
Harina de pescado 44,61 Carmona, 1996
Harina de calamar 20 Pelegrin, 2004

Las diferencias en las necesidades de proteina, hasta ahora reportadas por los
diferentes autores que trabajaron con renacuajos de la misma especie, pueden
ser debidas a la variabilidad en las fuentes proteicas en los estudios realizados
y al estadio de desarrollo de los animales, lo que dificulta la comparacion de los
resultados (Pelegrin, 2004). Se plantea que la calidad de las fuentes proteicas
empleadas en un alimento, es un elemento que facilita optimizar los niveles de

inclusion, facilitando la digestibilidad del mismo (Pelegrin, 2004).

La calidad de la proteina en los ingredientes alimenticios depende de la
composicion de aminoacidos que la caracteriza y de la disponibilidad biolégica

de los mismos. En general, mientras mas se aproxime el patron de aminoacidos
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esenciales de la proteina a los requerimientos dietéticos de aminoacidos
esenciales de la especie en cuestion, mayor sera su valor nutricional y utilizacion
(Tacon, 1989).

Se debe considerar también, que los porcentajes antes mencionados se
determinaron utilizando fuentes proteicas altamente digestibles y con buenos
perfiles de aminoacidos. La dieta en vida libre de las larvas estd compuesta en
gran parte filtrado de fitoplancton y ramoneo de algas benténicas (FAO, 2009);
por lo que en cautiverio requiere una dieta cuyas fuentes de proteina tengan altos
porcentajes de digestibilidad y un adecuado balance de aminoacidos. Por
ejemplo, la harina de calamar cubre casi en su totalidad el espectro de
aminoacidos esenciales presentes en el musculo de la rana toro, a diferencia de
la harina de pollo, que es el principal ingrediente en el alimento de _tilapia (Cuadro
14). Los principales ingredientes del alimento "Microtek extruido 0.4" aparte de
la harina de pollo son: harina de sangre, pasta de soya, trigo y sus subproductos,
aceite de pescado, lecitina de soya; con los que podemos considerar que el perfil
de aminoacidos y la digestibilidad de la proteina que este alimento proporciona,
se encuentran por debajo de los requerimientos de los renacuajos de rana toro.

Cuadro 14. Composicién de aminoacidos esenciales en masculo de rana toro, harina
de calamar y harina de pollo.

Aminoéacidos (g /100 g muestra) Rana Toro! Calamar? Harinade pollo®

Lisina 6.1 8.0 1.99
Leucina 5.9 7.7 -
Arginina 4.7 7.2 3.02
Valina 3.2 4.4 211
Isoleucina 3.1 49 1.76
Histidina 1.5 2.1 -
Treonina 3.3 51 1.7
Metionina 2.1 2.9 0.71

Fenilalanina 3.0 5.9 -
Triptéfano 2.4 3.8 0.36
Cisteina 0.6 0.7 -

1Tomado de Massat,1990; 2 Tacon, 1989; ° Creswell, 2001.

Hay que resaltar que en producciones intensivas de ranas toros, el alimento

concentrado para tilapia no es el principal recomendado (SEDER, 2005),
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generalmente se utiliza un alimento con proteina de mejor calidad, que, aunque
no hay uno especifico para ranas toro, suele utilizarse el alimento para trucha

con buenos resultados.

También hay que recalcar la importancia de las caracteristicas intrinsecas del
estanque y de las condiciones ambientales, como el alimento propio del
estanque (algas, fitoplancton etc.) y el control de los factores fisicoquimicos
(calidad de agua, temperatura, cantidad de luz, incluso la competencia por el
espacio). Al no haber un control de algunos de estos factores podria verse

afectada negativamente la metamorfosis (SEDER, 2005).

Como se pudo observar en el analisis de extraccion de vitamina E, el alimento
analizado "el pedregal extruido peces 0.4” no contenia vitamina E, sin embargo,
no se podria asegurar que la marca o el tipo de alimento, en efecto, no contenga
vitamina E, ya que se tendria que hacer mas analisis en otros lotes, o descartar
un mal manejo de almacenaje posterior a la adquisicion del alimento (tiempo de
almacenaje, luz, humedad). Se recomendaria hacer un andlisis mas detallado
del alimento, para poder verificar la ausencia de vitamina E, y quiza otras
vitaminas o minerales. Al ser el Unico alimento proporcionado en muchas
producciones, podria estar causando deficiencias, afectando el rendimiento de
la produccién acuicola y ranicola (crecimiento, sobrevivencia, ganancias de

peso, reproduccion), en este caso.

En la produccion Frog Style, habian comentado la presencia de renacuajos que
al llegar a la metamorfosis no se podia concluir por la ausencia de miembros
delanteros, esta malformacion suele reportarse en producciones ranicolas que
son alimentadas exclusivamente con alimento comercial, provocando
deficiencias en la dieta (SEDER, 2005). Tomando en cuanto los resultados
obtenidos en el analisis de vitamina, podemos concluir que la presencia de las
malformaciones en la produccion Frog Style es causa por una mala alimentacion,
al administrar alimento comercial para tilapia como unico aporte, en la etapa de

renacuajos.

En los estudios de Szuroczki, la dosis de a-tocoferol que utilizaron en sus
experimentos fueron de 2081 pg/g (208.1 mg/100 g) (Szuroczki, et al., 2016) y
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1200 pg/g (120 mg/100 g) (Szuroczki, et al., 2018) respectivamente, lo cual deja
muy por debajo las dosis que se manejaron en el presente estudio, para poder
ver un efecto. Aun asi, se pudieron observar posibles efectos de la vitamina E
tanto en la sobrevivencia dentro de la metamorfosis como el indice de inicio de
metamorfosis, ya que en este estudio la dosis de 9.22 mg/100g alimento (dosis
alta manejada) presenté mejores resultados en los indicadores anteriores. En
otro estudio se mencion6 que no hubo efectos de vitamina E hasta una dosis de
0.1mg/L (100 ug /L) que fue su dosis mas alta (Jiang, 2019).

Los resultados de Szuroczki sugirieron que los antioxidantes de la dieta,
especificamente la vitamina E, tienen un efecto positivo en el sistema
inmunoldgico y la condicion de los renacuajos, lo que les permite afrontar mejor
una variedad de factores de estrés ambientales, una deficiencia en los nutrientes
dentro de la dieta utilizada es causante estrés y puede ser este antioxidante lo
gque marcO una ventaja en la sobrevivencia y capacidad de afrontar la
metamorfosis de mejor manera (2019). Esto destaca la necesidad de investigar
mas a fondo el papel de estos compuestos, en varios aspectos de la salud de los

renacuajos, particularmente a nivel fisiolégico.

Incluso, Szuroczki menciona que la capacidad de los antioxidantes dietéticos
para contrarrestar los efectos nocivos de los estresores abidticos y bibticos
aumenta la posibilidad de su ingestidn selectiva cuando sea necesario, es decir,
la automedicacién (2019), lo cual les da importancia a otros alimentos
disponibles en sus estanques ricos en antioxidantes a parte de lo que se puede

aportar con la dieta comercial.

Debido a que a los renacuajos se les permiti6 alimentarse ad libitum, es
tedricamente posible que aquellos que recibieron dietas control y con niveles
medios de antioxidantes comieran el doble de alimentos que los de tratamientos
de alto nivel. En particular, esto representaria el doble de la ingesta calédrica y
presumiblemente resultaria en un mayor crecimiento / ganancia de masa en esos
renacuajos, pudiendo explicar porque los pesos del control superaban al grupo
de dosis alta (Szuroczki et al., 2016).
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El estadio en el que se inicio el experimento fue G2 (dia 0) y se puede observar
que a los 57 dias el grupo de dosis alta (9.22 mg/100 g) obtuvo el 100% de inicio
de metamorfosis. Considerando que del amplexo al estadio G2 se mantuvieron
en las condiciones correctas, los renacuajos tardaron hasta 35 dias en llegar al
estadio en el que fueron seleccionados para el experimento, sumando los dias,

fueron 92 dias para conseguir llegar al estadio G3 dando inicio a la metamorfosis.

Segun Castro, los miembros inferiores suelen presentarse entre los 50-100 dias
posterior al amplexo, y casi inmediatamente después, entre los dias 55-120
surgen los miembros delanteros (2001), consiguiendo que el grupo de dosis 9.22
mg/ 100 g, este dentro de los parametros descritos, sin embargo, en anfibios la
metamorfosis es muy independiente al tiempo, ya que los factores que realmente
intervienen son dependientes a las condiciones ambientales en las que se
encuentren los renacuajos, si los renacuajos no estan en un lugar que cumpla
con las caracteristicas, pueden mantenerse como renacuajos hasta un afio,
esperando encontrar las condiciones iddéneas para la metamorfosis, la

temperatura es uno de los factores més importantes (Amphibia, 2015).

El clima es tal vez uno de los factores mas importantes y determinantes para el
rapido desarrollo de la especie; por lo que los climas templados o calientes, con
aguas que fluctien entre los 20 y 33° C seran los mas indicados para la siembra
o la instalacion de cultivo de ranas; a temperaturas mucho menores solo suelen
retardar el crecimiento y la metamorfosis o incluso inhibirla (SEDER, 2005). Por
esta razon uno de los factores que hay que darle mas importancia en este estudio
en particular, es la temperatura, ya que el presente estudio se realizo en invierno,
gque, aungue se mantuvieron la mayor parte del tiempo en el rango recomendado
por la literatura, gracias a los calentadores, al hacer mediciones o cambios de
agua, se podria resentir el cambio, ademas de dificilmente llegar a rangos
medios 0 altos de temperatura. Lo que pudo afectar nuestros resultados. Este
junto demas factores ambientales pudieron ser capaces de modificar los
resultados, se recomendaria repetir el estudio en otra época del afio, asi como

controlar la mayor cantidad de factores.

Los tamafios de muestra para esta prueba también pueden haber impedido
nuestra capacidad para detectar mas efectos de la dieta (Szuroczki et al., 2016)
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ya que no se consideran las diferencias como estadisticamente significativas (los
p valores son grandes (p>0,05), pero eso no quiere decir que no lo sean desde

un punto de vista clinico. Esto es especialmente cierto cuando las muestras en
estudio son pequefias (Baron, 2007).
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9. CONCLUSION

El alimento para tilapia al contener como principal ingrediente a la harina de pollo,
podemos considerar que el perfil de amino&cidos y la digestibilidad de la proteina
gue este alimento proporciona, se encuentran por debajo de los requerimientos

de los renacuajos de rana toro.

La suplementacion de vitamina E en este estudio, no aporté diferencias
significativas estadisticamente en los pardmetros biométricos, sin embargo,
visualmente se pudo observar una mayor supervivencia de aquellos grupos
suplementados con vitamina E. Esto se puede deber a dosis de vitamina E

utilizadas por debajo de la dosis efecto.

No obstante, posibles factores en la realizacion del proyecto, como, el tipo de
alimentacion ad libitum, alimento con aporte nutricional bajo, mal almacenaje del
alimento, dosis bajas de inclusion de vitamina E, o errores en las mediciones, asi
como un numero reducido de muestras etc., pudieron afectar el resultado. Se
recomendaria repetir el estudio utilizando dosis mayores, como se menciona en
otras literaturas, y disminuyendo factores de error, incluyendo factores

ambientales.

Dada la importancia de la alimentacion en esta etapa deben considerarse
practicas de manejo basicas que satisfagan mejor los requisitos nutricionales de
los anfibios en los programas de cria en cautividad, incluyendo los complementos
naturales que se encuentran en un estanque naturales, como las algas, que

proporcionan parte importante de los nutrimentos.
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