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Resumen

El pez blanco de Patzcuaro (Menidia estor), especie nativa de la meseta central de
M¢éxico de gran importancia econdémica y cultural, se encuentra en peligro debido a
problemas como la contaminacion, la introduccion de especies exoticas y la sobrepesca.
Se ha propuesto la acuicultura como una alternativa para recuperar sus poblaciones
naturales, asi como para generar ingresos a las familias que dependen actualmente de su
pesqueria, que se encuentra en franca disminucién. M. estor tiene gran potencial para su
cultivo; sin embargo, los estudios que se han llevado a cabo hasta la fecha son aun

insuficientes, sobre todo en lo que respecta a sus requerimientos nutricionales.

Actualmente se produce a nivel piloto, pero aun se presentan problemas de deficiencias
nutricionales, evidentes en signos como lordosis, escoliosis, hemorragias y exoftalmia,
entre otros. Estos signos pueden presentarse por deficiencia de variedad de nutrientes,
siendo la vitamina C uno de ellos. El presente trabajo se llevo a cabo con el fin de
evaluar el estatus de la vitamina C en M. estor y los efectos del transporte sobre el
mismo, estudiar los efectos de esta vitamina sobre el desempefio en cultivo, mediante la
evaluacion del crecimiento, la supervivencia, el desempefio reproductivo y las
respuestas al estés, asi como determinar si los signos de deficiencia observados son
causados por deficiencias de vitamina C. Para tal fin se llevaron a cabo cinco
experimentos, con los cuales se tuvieron los siguientes encuentros: 1. En adultos
silvestres de Menidia estor, niveles de ascorbato hepaticos superiores a 25.9 ug/g en
hembras y 46.2 ug/g en machos, no reflejan signos de deficiencia y se sugiere que el
estrés por transporte durante tres horas no influencia significativamente el estatus de
vitamina C de esta especie. 2. No se observd un efecto significativo de la vitamina C
sobre la fecundidad del pez blanco, en términos de nimero promedio de desoves y
nimero de huevos producidos por desove, asi como tampoco sobre la tasa de
fertilizacion, aunque estos parametros si se vieron afectados por la proporcion sexual.

Se presume que el nivel de vitamina C proporcionado a los reproductores no fue



suficiente para mejorar significativamente el desempeiio reproductivo. 3. Se observo
una relacion positiva entre el nivel de acido ascorbico y la supervivencia y el
crecimiento de juveniles de M. estor alimentados con nauplios de Artemia enriquecida
con esta vitamina, sin haber una presencia significativa de signos de deficiencia
nutricionales en los peces. Niveles de vitamina C entre 345.82 y 509.45 pg g (base
seca) en los nauplios de Artemia enriquecidos, serian apropiados para obtener un
crecimiento y supervivencia Optimos en los juveniles de M. estor. 4. También se
observd un efecto positivo del nivel de vitamina C sobre el crecimiento y la
supervivencia de juveniles de M.estor alimentados con dietas artificiales. Se observaron
signos de deficiencias nutricionales como erosion de aletas, hemorragias, exoftalmia,
lordosis, escoliosis y malformaciones Oseas, entre otros, las cuales tuvieron una mayor
incidencia en los peces alimentados con los mas bajos niveles de vitamina C. Con el
uso de dietas artificiales se obtuvo un requerimiento de 255 mg Kg', para tener mejores
crecimientos y supervivencias. 5. Al utilizar dietas artificiales, las concentraciones de
acido ascorbico (AA) en el higado de los juveniles de pez blanco estan relacionadas
positivamente con las concentraciones de AA de la dieta. El acido ascorbico hepatico
muestra una tendencia incrementarse en los peces sometidos a estrés por hipoxia aguda

en comparacion con los peces no sometidos a estrés.

Los resultados obtenidos corroboran la importancia de la vitamina C de la dieta en el
desempefio de M. estor. El presente estudio sienta bases importantes para el desarrollo
de dietas artificiales idoneas que permitan el reemplazo del alimento vivo en el cultivo
de esta especie y para el disefio de experimentos mds detallados que permitan dilucidar

el papel de la vitamina C en esta y otras especies de aterinopsidos.



Abstract

Mexican silverside (Menidia estor), a native fish of the Mexican Central plateau is a
species of great economic and cultural importance. It is in danger due to problems as
pollution, exotic species introduction and overfishing. Aquaculture has proposed as an
alternative to recover its natural populations, as well as to generate income to the families
who depend on its fishery, which is actually decreasing. M. estor has a great potential for
culture; nevertheless, the studies carried out up to the date are still insufficient, especially

regarding its nutritional requirements.

Nowadays, this species is produced at pilot level, but still there are nutritional problems,
evident in deficiency signs such as lordosis, scoliosis, hemorrhages and exofthalmia,
among others. These signs can appear because of the deficiency of a variety of nutrients,
being the vitamin C one of them. The present work was carried out in order to: evaluate the
vitamin C status in M. estor and the effects of the transportation on this status; study the
effects of this vitamin on the culture performance, by means of the evaluation of growth,
survival, reproductive performance and stress responses; and determine if the observed
deficiency signs are caused by the lack of vitamin C. For such purpose, there were carried
out five experiments, which offered the following results: 1. Hepatic ascorbate levels
higher than 25.9 ng/g (females) and 46.2 pg/g (males), do not reflect signs deficiency signs
in wild adults of M. estor; it is suggested that the transportation stress during three hours
does not significantly influence the vitamin C status of this species. 2. There was not a
significant effect of vitamin C on Mexican silverside fecundity, in terms of number of
spawnings and number of eggs by spawning, as well as on fertilization rates; even though
these parameters were affected by the sexual ratio. In this study it is presumed that the level
of vitamin C provided to the broodstock was not enough to significantly improve the
reproductive performance. 3. A positive relation was observed between ascorbic acid level
and the survival and growth of juvenile M. estor fed on Artemia nauplii enriched with this

vitamin; there were not a significant presence of nutritional deficiency signs in the fish.



Levels of nauplii vitamin C between 345.82 and 509.45 ug g (dry weight), would be
adequate to obtain good growth and survival in juvenile M. estor. 4. Also it was observed a
positive effect of the vitamin C level on the growth and survival of juvenile M.estor fed on
artificial diets. There were observed nutritional deficiency signs, such as fin erosion,
hemorrhages, exofthalmia, lordosis, scoliosis and bony malformations, among others; fish
fed on the lowest levels of vitamin C showed higher incidence of such signs. Using
artificial diets, a requirement of 255 mg Kg' was found to have better growth and survival.
5. Using artificial diets, the ascorbic acid (AA) concentrations in the liver of juvenile
Mexican silverside is positively related to dietary AA concentrations. The hepatic ascorbic
acid concentrations showed a trend to increase in the fish submitted to stress by acute

hypoxia in comparison with the not stressed fish.

The obtained results corroborate the importance of the dietary vitamin C in the performance
of M. estor. The present study offer important bases for the development of artificial
suitable diets which allow the replacement of alive food in the culture of this species and
the design of most detailed experiments that allow to explain the role of vitamin C in this

and others atherinopsid species.
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Introduccion

La contribucion del pescado al aporte total de proteinas animales para consumo humano se
ha incrementado notablemente en las ultimas décadas En la actualidad, a nivel mundial, la
acuicultura estd creciendo mas rapidamente que cualquier otro sector de produccion de
alimentos de origen animal, por lo que se ha situado como una fuente eficiente de proteina
de alta calidad para la alimentaciéon humana. El cultivo de peces ocupa el lugar mas
importante dentro de la producciéon mundial de la acuicultura y en los ultimos afios
especialmente el cultivo de peces marinos ha ido en aumento (FAO, 2007). La piscicultura,
ademds de aportar en la alimentacion humana, puede ser utilizada como una alternativa
para recuperar ciertas especies de peces en peligro, ya sea mediante redoblamientos de los
cuerpos de agua o mediante el implemento de su cultivo como una alternativa para reducir

la presion pesquera sobre las poblaciones naturales.

El pez blanco de Patzcuaro (antes Chirostoma estor) recientemente propuesto como
Menidia estor (Miller et al., 2005), es una especie de agua dulce nativa de la meseta central
de México. Es la especie principal en la pesqueria artesanal en el lago de Patzcuaro, siendo
la base de subsistencia de los indigenas Purhépechas que habitan en sus riberas. Tiene una
alta demanda en el mercado y un alto precio a nivel comercial, por lo que es una importante
fuente de ingresos para la region. Sin embargo problemas como la contaminacién, la
introduccion de especies exoticas y la sobrepesca han causado que las poblaciones naturales
de esta especie estén declinando, poniéndola actualmente en peligro (Lyons et al., 1998;
Orbe-Mendoza, 2002; Rojas, 2003). La acuicultura se ha propuesto como una alternativa
para recuperar esta especie y en la actualidad se estd generando la tecnologia para su
cultivo (www.aquaculture.stir.ac.uk/GISAP/native-species). M. estor tiene gran potencial
para su cultivo; sin embargo, los estudios que se han llevado a cabo hasta la fecha son aun

insuficientes.



Debido a que M. estor es una especie de origen marino (Barbour, 1973), presenta algunas
caracteristicas similares a los peces marinos, como una marcada preferencia por el
alimento vivo en lugar del alimento preparado inerte. Se ha observado que estos peces
consumen el alimento inerte pero se presenta alta mortalidad y un reducido crecimiento.
También se ha observado que el pez blanco es muy susceptible al estrés y pocos individuos
soportan el manejo, lo cual se evidencia en alta mortalidad, inapetencia, reducido
crecimiento y comportamientos anormales, como choques fuertes contra las paredes del
tanque donde se encuentran confinados. Al proporcionar dietas artificiales también se han
observado claros signos de deficiencias nutricionales, que pueden deberse a niveles
inadecuados de micronutrientes como la vitamina C, tales como lordosis, escoliosis,

malformaciones dseas, hemorragias y erosion de aletas, entre otros.

La vitamina C o 4&cido ascorbico (nombre dado a esta vitamina por su papel
antiescorbutico) es un micronutriente sintetizado a partir de la glucosa y otros azlcares
simples por las plantas y muchas especies de animales. Es una vitamina esencial para
aquellos organismos que no pueden sintetizarla, quienes deben suplir sus requerimientos
consumiéndola en la dieta. Pocos vertebrados como el hombre y otros primates, los cerdos
de guinea, murcié¢lagos frugivoros, algunas aves y varias especies de peces son incapaces
de sintetizarla, debido a la falta de la enzima L-gulonolactona-oxidasa, que es la tltima
enzima en la biosintesis del acido ascorbico a partir de la glucosa (Burns et al, 1956; Sato
and Undenfriend, 1978; Chaterjee, 1978; Webster and Lim, 2002). Hasta el momento se
desconoce si el pez blanco posee esta enzima y por consiguiente, la capacidad de sintetizar

el 4cido ascorbico.

Con el fin de conocer si los signos de deficiencias nutricionales observados en el cultivo de
M. estor son causados por deficiencias de vitamina C en la dieta, ademas de buscar mejores
desempefios reproductivos y mayor resistencia al estrés en los peces blancos cultivados, se
llevaron a cabo diferentes experimentos en los cuales se evaluaron los efectos de esta
vitamina sobre el crecimiento, supervivencia, la primera reproduccion, y las respuestas al

estrés de juveniles de esta especie, los cuales se exponen en el presente documento.



Antecedentes

El pez blanco de Patzcuaro Menidia estor (Jordan 1880)

Aunque se han llevado a cabo varios intentos de cultivo a escala experimental de M. estor
(Lara, 1974; Armijo y Sasso, 1976), las investigaciones basicas acerca de sus
requerimientos para el cultivo han comenzado recientemente. De acuerdo a estudios
anatomicos e histoldgicos se ha determinado que M. estor es un pez adaptado a ala
alimentacion con zooplancton (Ross et al., 2006) y se han obtenido importantes avances en
el conocimiento de su fisiologia, comportamiento alimenticio, reproduccion y
requerimientos nutricionales de proteina y acidos grasos en cautiverio (Martinez-Palacios et
al., 2002a; Martinez-Palacios et al., 2002b; Martinez-Palacios et al., 2004; Avalos, 2006;
Monroy, 2006; Martinez-Palacios et al., 2006; Martinez-Palacios et al., 2007; Palacios et
al., 2007). Actualmente se llevan a cabo varios estudios acerca de otros requerimientos
nutricionales, biologia molecular y respuestas al estrés, con el fin de establecer las
condiciones Optimas para su cultivo; sin embargo los requerimientos de micronutrientes

como las vitaminas y minerales de esta especie son desconocidos hasta el momento.

Vitamina C (&cido ascorbico)

Formas de acido ascorbico

El 4cido ascorbico forma parte del grupo de las vitaminas hidrosolubles, tiene la estructura
mas simple de todas las vitaminas (Figura 1) y se presenta en dos formas esteroisomeras:
acido L-ascorbico y acido D-ascorbico (figura 2). La forma L- es la forma bioactiva de la
vitamina C, mientras que la forma D- no es ttil y es desechada por el organismo. Las
fuentes naturales de vitamina C contienen unicamente la forma L-, mientras que la forma

D- es pobremente retenida en los tejidos animales.



CH,OH
HC—OH

I

OH OH

Figura 1. Férmula estructural de la vitamina C o acido ascorbico.

El 4acido ascorbico es un fuerte agente reductor. Sus funciones bioquimicas y fisioldgicas se
derivan principalmente de sus propiedades reductoras, pues funciona como un aceptor de
electrones. La pérdida de un electrén debido a interacciones con el oxigeno o iones
metalicos produce un radical libre reactivo denominado semidehidro-L-ascorbato, que
puede reducirse nuevamente a acido L-ascorbico. Una reaccion caracteristica del acido L-
ascorbico es su oxidacion a acido dehidro-ascérbico, el cual a su vez puede ser reducido
para generar acido ascorbico activo nuevamente (figura 3) o ser oxidado y generar
fragmentos inactivos sin actividad de vitamina C. Asi el acido ascorbico y el acido

dehidroascorbico forman un efectivo sistema redox (Seib & Tolbert, 1982; Null, 1994).
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Figura 2. Estructuras del 4cido L-ascérbico y acido D-ascorbico.
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Figura 3. Sistema de oxido-reduccion del acido L-ascorbico y el acido dehidroascorbico.

Funciones metabélicas de la Vitamina C

En los peces, como en otros organismos, el 4cido ascorbico ademas de ser un importante
antioxidante, también juega papeles importantes en diferentes funciones fisiologicas como
el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion, las respuestas al estrés, la cicatrizacion de
heridas, el metabolismo de los lipidos y del colesterol, el metabolismo del acido folico, y la
absorcion y transporte del hierro, entre otras (Lovell, 1998; Webster and Lim, 2002).
Ademas juega un papel significativo en la respuesta inmune y la resistencia a enfermedades

infecciosas en los peces, probablemente debido a sus propiedades antioxidantes.

La vitamina C no tiene funciones como coenzima, como lo hacen otras vitaminas
hidrosolubles, pero actia como cofactor en muchas reacciones que involucran enzimas de
hidroxilacion, como la sintesis de coldgeno (Basabe, 2000) y la biosintesis de
corticosteroides y catecolaminas, hormonas que controlan las respuestas al estrés. Esta
vitamina es requerida como un cosubstrato en ciertas reacciones de oxidacion; también es
requerida junto con ATP en la incorporacion de hierro del plasma (transferrina) a los tejidos
(ferritina), al convertir el hierro de la forma oxidada o la forma reducida para el transporte
metabolico. (Pond et al., 1995; Lovell, 1998). Igualmente, la vitamina C es requerida en el

metabolismo de la tirosina y es necesaria para la calicificacion de los huesos (Lovell, 1998).



El acido ascérbico también protege el ADN de las células del dafio causado por radicales
libres y mutagenos. Previene alteraciones genéticas nocivas dentro de las células y protege
los linfocitos de mutaciones en los cromososmas. Esta vitamina, al parecer, combate los
efectos de muchas toxinas, tales como el ozono, el monoxido de carbono, hidrocarburos,
pesticidas y metales pesados, al estimular enzimas en el higado que desintoxican el cuerpo

(Null, 1994).

Sintesis de la Vitamina C

En los animales capaces de sintetizar el acido ascorbico, éste es sintetizado a partir de la L-
glucosa o la L-galactosa como parte de la via metabdlica del 4cido glucurénico, el cual esta
involucrado en mecanimos de desintoxicacion mediante la conjugacion del &cido
glucuronico con compuestos extrafios (Hassan and Lehninger, 1956). La biosintesis del
acido ascorbico parte del acido gulonico, el cual sufre una lactonizacién enzimatica
catalizada por la L-gulonolactona hidrolasa; posteriormente ocurre una oxidacion de la L-
gulonolactona catalizada por la L-gulonolactona oxidasa, para obtener 2-keto-L-
gulonolactona y por ultimo ocurre una isomerizacion espontanea de este compuesto para
dar origen al acido ascorbico (Chatterjee et al., 1960; Stubbs and Haufrect, 1968). La
enzima L-gulonolactona-oxidasa (GLO), es la Uinica enzima que no se encuentra en los
animales susceptibles al escorbuto (Sato et al., 1976) y por ello se considera como una
enzima clave en la sintesis de 4cido ascorbico en los animales. Los animales sin actividad
de esta enzima son incapaces de sintetizar la vitamina C y por consiguiente dependen de
una fuente dietética de esta vitamina para tener buena salud, adecuado crecimiento y un

buen desempefio reproductivo (Moreau and Dabrowski, 2001).

Muchos vertebrados superiores pueden sintetizar la vitamina C debido a la presencia de la
L-gulonolactona oxidasa asociada con la fraccién microsomal del higado y/o del rifién; sin
embargo, el hombre y otros primates, los cerdos de guinea, murci¢lagos frugivoros y
algunas aves passeriformes no son capaces de sintetizar el acido ascorbico, al no contar con
esta enzima, y por lo tanto son susceptibles al escorbuto (Burns et al, 1956; Sato and
Undenfriend, 1978; Chaterjee, 1978; Webster and Lim, 2002). En los vertebrados inferiores

capaces de sintetizar el 4cido ascorbico, como reptiles, anfibios y peces primitivos se ha



encontrado esta enzima unicamente en el rifion (Roy and Guha, 1958; Chatterjee, 1973;

Moreau and Dabrowski, 2000; Cho et al., 2007).

Mientras que varias especies primitivas de peces, tales como las lampreas, los esturiones y
muchos peces cartilaginosos, tienen la habilidad de sintetizar de nuovo el acido ascorbico,
los peces teledsteos mas avanzados carecen de L-gulonolactona-oxidasa (GLO). Al igual
que en los vertebrados superiores susceptibles a escorbuto, estos peces no pueden sintetizar
acido ascorbico a partir de la glucosa o la galactosa, debido a que el gen que codifica esta
enzima no es funcional en estos organismos (Burns et al, 1956; Sato and Undenfriend,
1978; Chaterjee, 1978; Nishikimi et al., 1994; Nandi et al., 1997; Webster and Lim, 2002)
y consecuentemente, sin un adecuado suministro de vitamina C en la dieta, pueden

presentar severos signos de deficiencia (Moreau and Dabrowski, 1998a; 1998b).

La pérdida de la actividad de la GLO en humanos y primates se ha considerado una
enfermedad genética universal, causada por mutacion del gen que codifica a esta enzima
(Ha et al., 2004); sin embargo atiin no es claro si en el genoma de los peces teledsteos que
no pueden sintetizar la vitamina C, exista una forma mutada de este gen. En la actualidad se
busca generar peces transgénicos de importancia comercial que sean capaces de sintetizar la
vitamina C de nuovo, mediante la transferencia de genes GLO de especies de peces

primitivos (Cho et al., 2007).
Absorcion de la Vitamina C

En especies que requieren la vitamina C en la dieta (que no pueden sintetizar la vitamina C)
la absorcion de esta vitamina se da por mecanismos de transporte activo (proceso
dependiente de energia que requiere Na') a nivel del intestino. Esta entrada activa de
vitamina C parece ser muy importante a dosis bajas, mientras que a altas dosis, la vitamina
C es absorbida también por transporte pasivo (difusion). En especies que no requieren el
acido ascorbico, la absorcién de esta vitamina se da Unicamente por mecanismos de

transporte pasivo (Johnson, 2001).

La vitamina C entra a las células como los linfocitos, neutr6filos y mucocitos, en forma de

acido dehidroascorbico, debido a que el acido ascérbico no puede cruzar su membrana. Una



vez el 4cido dehidroascorbico ha entrado a las células, es rapidamente reducido a acido

ascorbico por la enzima 4cido dehidroascorbico reductasa.

Distribucion del acido ascorbico en los 6rganos y tejidos de los peces

Se ha observado que la concentracion de vitamina C en varios tejidos se relaciona con el
consumo de la misma en la dieta y que los niveles de ascorbato en la sangre son afectados
rapidamente por este consumo. Dentro de los principales tejidos de almacenamiento de
acido ascorbico en los peces se encuentran el higado y el rifion, los cuales pueden
almacenar grandes cantidades de esta vitamina. Igualmente, se ha encontrado que en el
bazo se pueden acumular altas cantidades de vitamina C. (Halver, 1972; Tucker and Halver,

1984; Guerin, 1986; Gabaudan and Verlhac, 2001).

El 4cido ascorbico tiene una gran importancia en la preservacion de los tejidos vitales
contra los procesos de oxidacion, lo cual explica sus altos niveles en drganos como el timo
y el cerebro, en los cuales estos niveles pueden retenerse por mas tiempo que en 6érganos de
almacenamiento como el higado; se ha encontrado en peces como la trucha arco iris que los

leucocitos también acumulan altas concentraciones de esta vitamina (Verlhac et al.,1995).

Las gonadas (ovarios y plasma seminal) son unos de los tejidos que representan los mas
altos niveles de vitamina C, los cuales pueden ser varias veces mas altos que en el palsma
sanguineo (Blom and Dabrowski, 1995; Ciereszko and Dabrowski, 1995). Esto sugiere que
en los teledsteos propensos a escorbuto, el acido ascérbico es de especial importancia en la
maduracion y calidad de los gametos, debido a que los tejidos perifericos como el ovario
son dependientes de la distribucidon y toma celular de acido ascoérbico para satisfacer los

requerimientos de esta vitamina (Guarnaccia et al., 2000).

Existe una amplia variacion en los niveles de acido ascorbico en los diferentes tejidos
dentro de una especie, asi como de una especie a otra. Por ejemplo, Agrawal & Majan
(1980) al evaluar los niveles se acido ascorbico en los tejidos de cuatro especies de carpas

(Labeo rohita, L. calbasu, Cirrhina mrigala y Catlacatla), encontraron que en las cuatro



especies los niveles de acido ascorbico fueron mas altos en el bazo, seguido del rifidén
anterior, las gonadas, el higado, el rifion posterior y el cerebro, mientras que los niveles mas
bajos dentro de los tejidos estudiados, se encontraron en el corazon y la sangre. Sin
embargo, al comparar las concentraciones de ascorbato en los tejidos de las cuatro especies,
encontraron niveles mas altos en L. rohita, que en las demas. Por otro lado, Gabaudan &
Verlhac (2001), estudiaron la distribucion del 4cido ascorbico en varios tejidos de la trucha
arco iris. Estos autores encontraron las concentraciones mas altas de ascorbato en el timo y
el cerebro, seguidos del rifion anterior, el bazo, el higado y el rifidon posterior, y detectaron
los niveles mas bajos en el corazon, el musculo y el plasma. Al encontrar valores muy altos
de ascorbato en el timo y el cerebro, los autores confirmaron la hipotesis de la importancia

de la vitamina C en la preservacion de tejidos vitales contra los procesos de oxidacion.

Ademas del factor nutricional, los factores estresantes, tales como cambios en las
condiciones ambientales, pueden causar a su vez cambios en el estatus de acido ascorbico
de los peces. Por ejemplo, Thomas (1990) encontr6 en la lisa rayada (Mugil cephalus) que
después de ser expuesta a cambios ambientales, se presentaban cambios en las
concentraciones de acido ascorbico de diferentes tejidos como las branquias, el rifion, el

higado y el cerebro.

Se han llevado a cabo varios estudios para evaluar las reservas corporales de ascorbato en
los peces, como una herramienta para predecir el estatus de la vitamina C. Se han sugerido
algunos tejidos como el rifidon anterior y el higado, como buenos indicadores del estatus
del ascorbato en los peces. Aunque ha sido objeto de debate, se ha sugerido que el higado
es un mejor indicador, debido a se ha encontrado que las concentraciones de ascorbato en el
rifion anterior pueden ser muy variables, mientras que en el primero son mas consistentes

(Halver, 1972; Hilton et al., 1978; Lim and Novell, 1978).

Requerimientos de vitamina C en los peces

El acido ascorbico es esencial para la mayoria de peces teledsteos, los cuales no pueden
sintetizarla. El requerimiento de esta vitamina se encuentra bien documentado para muchas

especies de peces (Gabaudan and Verlhac, 2001; Gouillou-Coustans and Kaushik, 2001).



Como en el caso de las demas vitaminas, el requerimiento de vitamina C para los peces
varia de acuerdo a la especie, la edad, la tasa metabolica, el estado de salud, la madurez
reproductiva, las condiciones ambientales y las interrelaciones entre nutrientes en la dieta,
entre otros (Ciereszko and Drabrowski, 1995; Gabaudan and Verlhac, 2001). También este
requerimiento puede variar en la ontogenia del pez, por ejemplo, durante la metamorfosis
larval o la maduracion gonadal (Ciereszko and Drabrowski, 1995). Al parecer, el
requerimiento de esta vitamina decrece con la edad; ejemplos de ello se han encontrado en

la trucha y el bagre de canal (Li and Lovell, 1984; Lovell, 1998).

Se han establecido los requerimientos nutricionales de vitamina C para el crecimiento
normal de varias especies de peces tanto de agua dulce como marinos. Como ejemplos
podemos citar el bagre de canal (Ichtalurus punctatus), la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), la carpa comtn (Cyprinus Carpio), la perca europea (Dicentrarchus labrax) y el
salmon atlantico (Salmo salar), cuyos requerimientos van desde 15 a 50 mg de vitamina C
por Kg de dieta (Lall et al; 1989; NRC, 1993; Kaushik, 2002). Otras especies tienen
mayores requerimientos; tal es el caso del ayu (Plecoglossus altivelis) que requiere 116 mg
Kg' (Xie and Niu, 2006) y otros peces como la tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y el
halibut (Hippoglossus hippoglossus), que tienen requerimientos mayores a los 400 mg Kg™'
(Soliman et al., 1994; Rennestad et al., 1999).

El requerimiento de esta vitamina también puede variar de acuerdo al tipo de vitamina C
utilizado en la dieta. Por ejemplo, la perca gigante (Lates calcarifer) requiere de 500 a 700
mg/ Kg, si se utiliza acido ascorbico cristalino en la dieta, pero requiere de 25 a 30 mg/Kg
si se utiliza un derivado estable de la vitamina C como el ascorbyl-2-monofosfato-Mg
(Boonyaratpalin et al.,1994; Boonyaratpalin and Williams, 2001). Esto se debe a la
diferente biodisponibilidad de la vitamina C en estos derivados y a la afinidad enzima-
sustrato en la hidrolisis enzimatica de estos compuestos durante la digestion (Dabrowski et

al; 1994).
Signos de deficiencia de Vitamina C

El primer signo de deficiencia de vitamina C es un agotamiento de las concentraciones de

la misma en los tejidos. Signos tempranos, conocidos como escorbuto, incluyen edema,



pérdida de peso, extenuacion y diarrea. Se presentan defectos estructurales especificos en
huesos, dientes, cartilago, tejido conectivo y musculos. Estos defectos pueden explicarse
por una falla en la formacién de colageno en estos tejidos, incluyendo una formacion
defectuosa de la matriz de los huesos. En peces se han observado deformidades
estructurales como escoliosis, lordosis, anormalidades del cartilago que soporta los 0jos,
branquias y aletas. Comunmente se observan hemorragias como resultado de un incremento
en la fragilidad capilar. Ademés de hemorragias, puede ocurrir infiltracion de grasa y
necrosis en el higado. La deficiencia de esta vitamina estd asociada con una disminucion en
la concentracion de proteina sérica, con anemia, incremento en el tiempo de coagulacion de
la sangre y retraso en la cicatrizacion de heridas. En peces con deficiencia de vitamina C
también se ha observado ascitis (hidropesia del vientre), anorexia, erosion de aletas, lento
crecimiento, triglicéridos y colesterol elevados en el plasma, rendimiento reproductivo

reducido, y reduccion de la resistencia a contaminantes ambientales (Pond et al., 1995).

La deficiencia de vitamina C también ocasiona cambios bioquimicos como la formacion de
mucopolisacaridos en el tejido conectivo, un incremento en la produccion de &cido
hialurénico en la reparacion de tejidos y una reduccion en la incorporacion de sulfato en los

mucopolisacaridos (Pond et al., 1995).

Toxicidad de la Vitamina C

Las vitaminas hidrosolubles (excepto la vitamina Bj,) no son almacenadas en cantidades
apreciables en los tejidos; debido a su facil excrecion a través del rifion, es improbable una
toxicidad aguda por exceso de estas vitaminas en la dieta. Aunque el nivel de toxicidad del
acido ascorbico para los peces parece ser muchas veces mayor que el requerimiento, existen
evidencias de que la ingestion cronica de 5 a 50 veces los niveles recomendados, puede
incrementar la susceptibilidad al escorbuto cuando la vitamina C es retirada. (Pond et al.,

1995).

El consumo de esta vitamina en grandes cantidades puede causar efectos adversos en
algunos individuos, tales como calculos renales y la destruccion de la vitamina Bi,. En

humanos, altos niveles de la misma pueden causar dolor gastrointestinal, diarrea y nauseas;



estos sintomas son causados mas por la acidez que por el ascorbato en si mismo.
Adicionalmente, la vitamina C al facilitar la absorcion del hierro, puede causar una
reduccion en la absorcion de cobre y, por consiguiente, un balance negativo de este mineral

(Null, 1994).

Derivados estables de acido ascorbico

Debido a la inestabilidad de las vitaminas durante el procesamiento y almacenamiento de
los alimentos, se ha buscado utilizar derivados estables de las mismas que tengan
propiedades similares a las vitaminas en forma inestable. En la actualidad estos derivados

estables son ampliamente utilizados en la elaboracion de alimentos.

Se ha mostrado considerable atencién en el estudio de las actividades bioldgicas de
derivados estables de las vitaminas. Existen diferentes derivados estables de 4cido
ascorbico, tales como el ascorbato-2-sulfato y el ascorbato-2-monofosfato. El primero,
aunque es mucho mas resistente a la destruccion que el acido ascorbico, tiene una baja
actividad biologica, al parecer debido a la absorcion limitada de este derivado en el tracto
gastrointestinal de los peces. Por otro lado el ascorbato-2-monofosfato tiene una actividad
biologica similar al 4dcido ascorbico y también es resistente a la destruccion durante el

procesamiento y almacenamiento (Jobling, 1994).

Existen otros derivados fosfatados del acido ascérbico que son bioldgicamente disponibles
y conservan las propiedades de la vitamina, por lo cual son substitutos viables del acido
ascorbico en la manufactura de alimentos para peces. La eficacia de estos compuestos como
fuentes de vitamina C esta relacionada con la presencia de enzimas fosfatasa en los tejidos
del tracto digestivo y otros o6rganos. Debido a que la actividad de la fosfatasa alcalina es
alta en la membrana de borde de cepillo del intestino y la enzima muestra baja
especificidad de sustrato, puede haber una hidrdlisis considerable de los derivados
fosfatados del acido ascorbico, antes de entrar al sistema circulatorio. Por otro lado, la
fosfatasa acida es una enzima ubicua en la sangre y en los lisosomas de las células; asi

algunos de los derivados fosfatados que pudieran ser absorbidos intactos en el intestino,



pueden ser rdpidamente hidrolizados a acido ascorbico, una vez han entrado a la sangre

(Jobling, 1994).

Otros derivados estables de la vitamina C son el ascorbato-2-glicdsido, arcosbato-2-acetato
y el ascorbil-6-palmitato (éster formado de acido ascorbico y acido palmitico), este ultimo,
ampliamente utilizado en el enriquecimiento de alimento vivo en la acuicultura de peces

marinos.

Justificacion

Aunque en los ultimos afios se ha logrado avanzar en forma notoria en el conocimiento de
Menidia estor y en la generacion de técnicas para su cultivo (Martinez-Palacios et al.,
2002a; Martinez-Palacios et al., 2002b; Martinez-Palacios et al., 2004; Ross et al., 2006;
Avalos, 2006; Monroy, 2006; Martinez-Palacios et al., in press; Palacios et al., in press),
ain se tienen carencias en el conocimiento de sus requerimientos nutricionales
principalmente de micronutrientes como las vitaminas y minerales. Por lo anterior, se
requiere continuar con una investigacion metddica que permita obtener mayor
productividad a un menor costo e incrementar asi su rendimiento en cultivo, lo cual
permitira escalar del cultivo piloto ya existente a un nivel comercial. Al igual que en el
cultivo de peces marinos, y debido al desconocimiento del requerimiento de muchos
nutrientes para M. estor, atn se depende del alimento vivo no sélo en las primeras etapas de
desarrollo, sino a nivel de juveniles y adultos, que reciben alimento vivo suplementario, lo
cual incrementa notablemente los costos. A la hora de querer reemplazar totalmente el
alimento vivo por dietas artificiales comerciales, los peces presentan problemas de
crecimiento, supervivencia y acusan signos de deficiencia. Por tal razon los esfuerzos estan
encaminados a encontrar dietas artificiales idoneas para estos peces en las diferentes etapas
de desarrollo que suplan sus requerimientos nutricionales, los provean de la energia
necesaria para todos su procesos metabolicos, que les permita crecer y reproducirse de una

manera optima, ademds de que sean biodisponibles, facilmente digeribles y asimilables.



Por otro lado, de la manera en que los peces puedan responder a los cambios en el ambiente
o a la presencia de otros organismos, depende su supervivencia en un habitat determinado.
Este es un factor muy importante a tener en cuenta en el cultivo, debido a que los peces en
confinamiento son propensos constantemente a situaciones de estrés. Menidia estor es una
especie que se estresa facilmente, lo cual dificulta un gran medida su manejo. Debido a esta
sensibilidad aparente, los estudios acerca de sus requerimientos nutricionales han tenido
cierto grado de dificultad. Con un conocimiento mas profundo acerca de sus
requerimientos, podria ser posible proporcionar dietas que permitan un buen desempefio de
los peces y mejorar las respuestas a las diferentes condiciones estresantes a las que pueden

estar sometidos en cultivo.

No se han llevado a cabo estudios acerca de los requerimientos nutricionales de acido
ascorbico ni del estatus de esta vitamina en otros peces Atherinomorfos. Los datos
presentados en el presente estudio son los primeros reportados para peces Atherinopsidos y
sientan bases para futuros trabajos acerca de los requerimientos nutricionales de estos y

otros Atherinopsidos de interés comercial.

Hipdtesis

Teniendo en cuenta la informaciéon disponible, y de lo anterior, se derivan las siguientes

hipotesis:

1. Al igual que en otras especies de peces, es muy posible que la vitamina C en Menidia
estor se encuentre en mayores concentraciones en organos vitales como el cerebro y las
gonadas. La vitamina C puede estar involucrada en mecanismos fisiologicos de adaptacion
del pez blanco, lo cual se podria evidenciar en fluctuaciones de las concentraciones de
acido ascorbico en los tejidos de M. estor durante cambios en las condiciones ambientales.
Asi, durante periodos de estrés, es posible que las concentraciones de ascorbato en los

tejidos de M. estor se alteren significativamente.



2. El proporcionar dietas deficientes en vitamina C podria causar una reduccion en los
niveles de acido ascorbico de las gonadas de adultos de M. estor y una consecuente
reduccion en la viabilidad y eclosion de los huevos. El proporcionar dietas suplementadas
con acido ascorbico, incrementaria significativamente los niveles de esta vitamina en las
gbénadas, huevos fertilizados y larvas, asi como la viabilidad y eclosion de los huevos. Por
otro lado, es posible que las reservas de vitamina C se transfieran de los huevos a las larvas

recién eclosionadas.

3. Es evidente que el alimento vivo, como la Artemia franciscana, ofrece mejores
respuestas en crecimiento y supervivencia en Menidia estor, ademas de ser mejor ingerido
que las dietas artificiales probadas hasta el momento. Incorporar vitamina C extra en el
alimento vivo podria incrementar la supervivencia y el crecimiento de juveniles de esta

especie.

4. Una de las causas de la alta mortalidad y reducido crecimiento al proporcionar dietas
artificiales a juveniles de pez blanco puede ser que las dietas artificiales utilizadas tengan
niveles inadecuados de micronutrientes como la vitamina C; asi, incrementar los niveles de
esta vitamina en la dieta podrian reflejarse en mejores crecimientos y supervivencias. Los
signos patologicos observados en individuos de M. estor alimentados con dietas artificiales,

son una posible evidencia de deficiencias nutricionales de esta vitamina.

5. Es posible que la concentracion de vitamina C en tejidos como el higado de M. estor se
relacione con el consumo de esta vitamina en la dieta; asi, los niveles de acido ascorbico
hepaticos podrian incrementarse a medida que se incremente el mismo en el alimento. Por
otro lado, los niveles de acido ascorbico en el higado también podrian verse influenciados
por situaciones de estrés agudo en M. estor, lo cual sugeriria que la vitamina C estaria

involucrada en algunos mecanismos fisioldgicos de adaptacion de esta especie.



Objetivos del trabajo

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es evaluar el estatus de la vitamina C en el pez blanco de
Pétzcuaro, asi como la importancia de esta vitamina en el crecimiento, supervivencia,
reproduccidon y algunas respuestas al estrés de la especie, para probar asi las hipdtesis

anteriormente planteadas.

Objetivos especificos

1. Evaluar el estatus de la vitamina C en Menidia estor y los efectos del estrés agudo por

transporte sobre las concentraciones de esta vitamina en los tejidos.

2. Estudiar los efectos de la concentracion de vitamina C de la dieta sobre la primera

reproduccion del pez blanco de Patzcuaro.

3. Evaluar el efecto del uso de nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con diferentes

niveles de vitamina C sobre el crecimiento y supervivencia de los juveniles del pez blanco.

4. Determinar el requerimiento dietético de vitamina C para juveniles de Menidia estor,
mediante el uso de dietas artificiales, en términos de crecimiento, supervivencia y presencia

de signos de deficiencia externos.

5. Cuantificar las concentraciones de acido ascorbico en el higado de juveniles de pez
blanco, Menidia estor, alimentados con dietas artificiales a diferentes niveles de vitamina C

y su posible variacion después de someterlos a estrés por hipoxia aguda.



Breve descripcion de la tesis

Con el fin de probar las diferentes hipotesis, se llevaron a cabo cinco experimentos, los
cuales se exponen en cinco diferentes capitulos, que estan escritos a manera de articulos

cientificos:

En el Capitulo 1, se expone un experimento en el que se evaluaron los niveles de vitamina
C en los tejidos de adultos silvestres de pez blanco Menidia estor para conocer el estatus
del acido ascorbico en los peces. De la misma manera se evaluaron los cambios en los
niveles de esta vitamina en los tejidos de peces sometidos a una situacion de estrés como lo
es el transporte. De este capitulo se derivo el articulo titulado: “The effect of transportation
stress on tissue ascorbic acid levels of Mexican silverside (Chirostoma estor estor Jordan,

1979)”, publicado en la revista Biocell (Rios-Duran et al., 2006) (Anexo).

Un segundo experimento se muestra en el Capitulo 2, en el cual se evalud el efecto del uso
de Artemia franciscana adulta congelada enriquecida con vitamina C como suplemento
alimenticio sobre la primera reproduccion de peces blancos mantenidos en laboratorio. Se
evaluaron los efectos de dos diferentes niveles de vitamina C en la dieta de los
reproductores sobre la fecundidad, fertilizacion, porcentaje de huevos oculados y eclosion
de huevos, al igual que sus efectos sobre las concentraciones de acido ascorbico de huevos

(recién fertilizados y oculados) y larvas recién eclosionadas.

Por otro lado, en un tercer experimento (Capitulo 3), se evaluo el efecto del uso de
nauplios de artemia franciscana enriquecidos con diferentes niveles de vitamina C sobre el
crecimiento y supervivencia de juveniles de Menidia estor, asi como sobre las

concentraciones de acido ascorbico en el higado de los peces.

En el Capitulo 4 se muestra una evaluacion de los efectos de la vitamina C de dietas
artificiales, sobre el crecimiento y supervivencia de juveniles de M. estor, asi como sobre la

incidencia de signos patologicos de deficiencia. Con esta evaluacion fue posible determinar



los requerimientos de vitamina C en juveniles de esta especie bajo las condiciones

controladas del experimento.

El Capitulo 5, describe un ultimo experimento, el cual consistid en evaluar los efectos del
nivel de vitamina C de la dieta sobre las concentraciones de acido ascorbico del higado en
juveniles de pez blanco bajo condiciones controladas de normoxia y en juveniles sometidos
a estrés por hipoxia aguda. Se evalud la supervivencia de los individuos después de ser
sometidos a la situacion de estrés con el fin de comparar la resistencia de los peces

alimentados con los diferentes niveles de vitamina C.

Finalmente, se hace una breve discusion general de los resultados obtenidos a través de los

diferentes experimentos y se presentan las conclusiones de la tesis.



CAPITULO 1

EFECTOS DEL ESTRES POR TRANSPORTE EN LOS NIVELES DE ACIDO
ASCORBICO EN TEJIDOS DE PEZ BLANCO DE PATZCUARO (Menidia estor
Jordan 1880)



20 Capitulo 1

Resumen

La vitamina C (&cido ascorbico) ademds de funcionar en numerosos procesos metabolicos,
es esencial para obtener un crecimiento normal y alta resistencia al estrés ambiental. En
algunos peces sus concentraciones en los tejidos pueden disminuir bajo situaciones de
estrés. Se evaluaron por HPLC las concentraciones de 4cido ascérbico Total (TAA), acido
ascorbico reducido (AA) y acido Dehidroascorbico (DHAA) en tejidos (Cerebro, gonada,
hepatopancreas y musculo) de adultos silvestres de pez blanco de Patzcuaro (Menidia
estor), en el campo y después de someterlos a estrés de transporte durante tres horas. Tanto
en hembras como en machos las concentraciones mas altas de TAA se presentan en el
cerebro, seguido de las gonadas, higado y musculo. Antes del transporte, no existe
diferencia significativa entre hembras y machos en las concentraciones de TAA de los
tejidos evaluados, con excepcion de las gonadas que presentan menor concentracion de
vitamina C en hembras. Tanto antes como después del transporte, en ambos sexos, la
vitamina C se encuentra en mayor proporcion como AA (forma reducida) en todos los
tejidos, excepto en el cerebro de las hembras que antes del transporte presenta mayor
proporcion de DHAA (Forma oxidada). No existe diferencia significativa entre las
concentraciones de TAA antes y después del transporte en los drganos evaluados de
hembras y machos, sin embargo existe un incremento significativo de AA después del
transporte en el cerebro de los peces de ambos sexos y el higado de los machos. Se
concluye que el estrés ocasionado por el transporte durante tres horas no es suficiente para
ocasionar una disminucion significativa de TAA en los tejidos, pero si para cambiar la
proporcion de AA y DHAA en el cerebro y el higado, tejidos en los que la proteccion
contra el dafio oxidativo es muy importante, donde la vitamina C actuaria como aceptor de

electrones.

Palabras Clave: Niveles de Acido ascorbico en tejidos; Menidia estor; estrés por

transporte.
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Introduccion

En las diferentes etapas del ciclo de produccion de los peces, estos son sometidos a
situaciones de estrés, las cuales incluyen su captura y transporte. Uno de los mayores
problemas en el cultivo del pez blanco, Menidia estor, es que posee una gran
susceptibilidad al manejo y al estrés por transporte. También esta especie se estresa muy
facilmente por los cambios en las condiciones ambientales, tales como la salinidad y el
oxigeno disuelto, lo que resulta en alta mortalidad, bajo crecimiento, falta de apetito, etc.
Segin Pankhurst et al. (1997), el estrés puede inhibir el crecimiento debido a su efecto

sobre el metabolismo y las vias endocrinas que lo regulan.

Se ha encontrado que la vitamina C (&cido ascorbico) juega un papel importante en la
resistencia al estrés ambiental en peces (Wee, 1996; Papp et al., 1997; Li et al; 1998;
Henrique et al., 1998; Montero et al., 1999), asi como actia en numerosos procesos
fisiologicos como el crecimiento, la formacion de los huesos, reproduccion, curacion de
heridas y respuestas inmunes, entre otros (Lygren et al., 1999; Lim et al, 2000; Lee and
Dabrowski, 2004). Una de las funciones mas aceptadas de la vitamina C, es que actiia

como antioxidante al interrumpir reacciones en cadena de radicales libres.

La vitamina C se encuentra en altos niveles en 6rganos vitales con un metabolismo activo y
su concentracion en varios tejidos se relaciona con el consumo de esta vitamina en la dieta.
En algunos tejidos como el cerebro, ésta se acumula en altas concentraciones y, comparado
con otros organos de almacenamiento como el higado y el rifidn, estos niveles pueden
retenerse por mas tiempo. Al parecer, la vitamina C tiene una gran importancia en la
preservacion de los tejidos vitales contra los procesos de oxidacion, lo cual puede explicar
los altos niveles encontrados en el cerebro y otros 6rganos como el timo en los peces
(Gabaudan and Verlhac, 2001). En los tejidos de los peces pueden ocurrir fluctuaciones en
las concentraciones de acido ascorbico durante cambios en las condiciones ambientales, lo
cual sugiere que la vitamina C estd involucrada en mecanismos fisiologicos de adaptacion

durante las respuestas al estrés. En algunas especies como Mugil cephalus L., durante
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periodos de estrés, las concentraciones de ascorbato en los tejidos pueden alterarse

significativamente (incrementarse o disminuir) (Thomas, 1984).

De acuerdo a Robinson (1989), el principal tejido para evaluar el estatus del acido
ascorbico en los peces es debatible. Los niveles de ascorbato en la sangre son afectados
rapidamente por el consumo de vitamina C en la dieta, por lo que estos niveles no son un
buen indicador del estatus de la vitamina C. Los niveles de ascorbato del rifién anterior se
han sugerido como un buen indicador de las reservas de acido ascorbico en los peces, pero
este tejido es pequenio, lo que causa problemas para los ensayos de vitamina C. Algunos
autores consideran los niveles de ascorbato del higado como mejores indicadores del
estatus de vitamina C que los niveles de vitamina C del rifion anterior. Lim y Lovell (1978)
evaluaron el contenido de acido ascdrbico en el rifidon y en el higado de juveniles del bagre
de canal (Ictalurus punctatus) alimentados con dietas con diferentes niveles de vitamina C
durante 22 semanas. Los autores encontraron concentraciones muy variables de ascorbato
en el rifidn anterior durante el experimento, mientras que los niveles de esta vitamina en el
higado fueron consistentes en el tiempo, siempre que los peces fueran alimentados con
niveles de vitamina C adecuados para no causar signos de deficiencia. En otras especies
como la trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss) la concentracion de acido ascorbico en el
higado puede ser usada como un indice del estatus del mismo (Hilton et al., 1977). Sin
embargo, no existen datos sobre el estatus de la vitamina C en M. estor y los efectos del

estrés sobre las concentraciones de esta vitamina en los tejidos.

Metodologia

Se evalud el contenido de 4cido ascorbico en diferentes tejidos de adultos silvestres de pez
blanco de Patzcuaro (Menidia estor) y se observo si habian cambios significativos en estos
niveles al someter a los peces a un estrés por transporte, durante tres horas. Para tal fin se
colectaron adultos (L.S. = 14.4 + 2.03 cm) en el Lago de Patzcuaro, Michoacan, México, en
septiembre de 2003. Seis hembras y seis machos fueron sacrificados con el fin de extraer el
cerebro, higado (o hepatopancreas) y gonadas, asi como para extraer muestras de musculo,

los cuales fueron congelados en nitrogeno liquido, sin dejar pasar mas de un minuto entre la
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extraccion y su congelacion. Los tejidos congelados fueron después almacenados a -80°C

hasta el momento del analisis de acido ascorbico.

Otras seis hembras y seis machos (L.S. = 17,7 + 1.7 cm) fueron transportados vivos durante
tres horas, en bolsas plasticas con agua dulce oxigenada a una temperatura de 22-24°C,
hasta el laboratorio. Este grupo de peces se tom6 como grupo estresado, mientras que los
peces no sometidos al transporte como grupo control. Los dos grupos de peces fueron
capturados al mismo tiempo, por lo que el estrés por captura fue el mismo para ambos.
Después del transporte, de la misma manera que para el grupo control, los peces fueron
sacrificados y se tomaron muestras de cerebro, higado, gonadas y musculo, las cuales se
congelaron en nitrogeno liquido en un tiempo no mayor a 1 minuto desde la toma de
muestra hasta su congelacion. Los tejidos congelados igualmente se almacenaron a -80°C

hasta el momento del analisis de acido ascorbico.

Anadlisis de acido ascorbico

Se evaluaron las concentraciones de acido ascorbico Total (TAA), acido ascorbico reducido
(AA) y acido dehidroascorbico (DHAA) en los tejidos congelados mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC). Los tejidos se pesaron y homogenizaron
inmediatamente en un Buffer de Acetato de Sodio 0.2M frio a pH 4.8. Posteriormente,
muestras de cada extracto (1 mL) se adicionaron a tres tubos, uno para cuantificar el acido
ascorbico reducido (AA), otro para el acido ascorbico total (TAA) y el ultimo para
determinar la linea base (LB). En la figura 1 se muestra el esquema utilizado para la
preparacion de muestras. La cuantificacion de acido ascérbico (AA y TAA) en las
muestras preparadas se llevo a cabo por HPLC, utilizando el método modificado por Papp
et al. (1998). Posteriormente los niveles de DHAA se determinaron por la diferencia entre

las concentraciones de TAA y AA obtenidas.

Para todos los andlisis se utilizaron reactivos ultrapuros de J.T. Baker (EUA), Fluka
(Suiza), SIGMA (Alemania) y Aldrich (EUA), y para la filtracion de buffers y

homogenados se utilizaron filtros de membrana Durapore (Millipore) de 0.45 pm. Se utilizo
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Pesado de Tejidos

\ 4

Homogenizacion en Buffer de
acetato de Sodio 0,2 M , pH 4.8

v

\ 4

\

1 mL del 1 mL del 1 mL del
homogenado homogenado homogenado
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\ 4
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A 4

Analisis HPLC

Figura 1. Preparacion de muestras para la determinacion de acido ascorbico por Cromatografia de liquidos de

alta resolucion HPLC. (BL: Determinacion de la Linea Base, AA: Cuantificacion del acido ascorbico

reducido, TAA: Cuantificacion del acido ascorbico total, Ascox: Ascorbato oxidasa, DTE: Dithioerythritol al

4%, PCA: Acido perclorico al 10%, SA: Buffer de acetato de sodio 0.2 M ).
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un cromatdgrafo de liquidos (isocratic single column system, Agillent 1100 series) con un
detector UV-visible y una columna Lichrosorb RP-18 (4.6 x 200mm, Agillent). La fase
movil consistid6 en una solucion de acetato de sodio (0.04 M), con EDTA (0.05 mM) y
Tetrabutilamonio dihidrogeno fosfato (0.5 mM) a un pH de 3.76. Las condiciones
cromatograficas fueron: Flujo= 0.5 ml/min; Presion= 65 bar; Longitud de onda (Detector
UV)= 254 nm; Temperatura= 23°C; Volumen de inyeccion= 2 pL. Los cromatogramas

fueron evaluados utilizando el software ChemStation Plus (Agillent).

Analisis de datos

Se calcularon la media y el error estandar (E.S.) de las concentraciones de ascorbato
obtenidas en cada tejido, para hembras y machos por separado tanto del grupo control
(antes del transporte) como del grupo estresado (después del transporte). Para cada uno de
los tejidos evaluados, las diferencias entre medias en AA, TAA'Y DHAA, antes y después
del transporte, asi como entre hembras y machos, se analizaron mediante pruebas de T-
student, con un nivel de significancia o = 0.05. En los casos en que no hubo una
distribucion normal, el analisis estadistico se llevd a cabo mediante pruebas de Mann-
Whitney, con un nivel de confianza del 95%. Para dichos analisis se utilizo el programa
estadistico Minitab, version 13.32. Debido a que los peces fueron capturados en el lago de
Pétzcuaro, las diferencias en tallas fueron inevitables, por lo que los datos obtenidos se

reportan como microgramos de ascorbato por gramo de tejido (ng/g).

Resultados

Para el grupo control (antes del transporte), se presentaron diferencias en los niveles de
ascorbato (TAA, AA y DHAA) en los tejidos evaluados en ambos sexos, con los mayores
valores en el cerebro, seguido por las gonadas, el higado y el musculo. No hubo diferencias
significativas (p>0.05) en las concentraciones de TAA, AA y DHAA de los tejidos entre
hembras y machos (Tabla 1), con excepcion del cerebro que presentd valores

significativamente mayores de AA en machos.
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Tabla 1. Niveles se acido ascorbico total (TAA) (ug/g) encontrados en hembras y machos silvestres de pez

blanco Menidia estor. Los datos se expresan como Media + E.S. (n=6)

Tejido Hembras Machos
Cerebro 121.81 +£21.68* 110.69 +15.92°
Gonadas 38.58+11.58° 81.43+24.61°
Higado 2586 +£2.94° 46.21 £14.68°
Musculo 11.23+£3.68° 12.88+2.80%

Los valores con el mismo superindice no presentan diferencias significativas (p>0.05) entre hembras y

machos.

Como se muestra en la figura 2, tanto en hembras como en machos, la vitamina C en los
tejidos evaluados se encontré en mayor proporcion como AA (forma reducida), que como

DHAA (forma oxidada), con excepcion del cerebro en las hembras.

Después de someter los peces al estrés por transporte (post-estrés), tanto las hembras como
los machos mostraron el mismo patrén en los niveles de acido ascorbico (TAA, AA 'y
DHAA) en los tejidos que los peces del grupo control (pre-estrés), con los valores mas altos
en el cerebro y los mas bajos en el musculo. En comparacion con los niveles de vitamina C
pre-estrés, no hubo cambios significativos (p>0.05) en las concentraciones de ascorbato en

los tejidos (Figura 3).

No se encontraron diferencias significativas entre hembras y machos en las concentraciones
de TAA después del estrés, con excepcion del higado, que presentd valores mas bajos en
hembras que en machos (p<0.05). Como en el grupo control, la vitamina C post-estrés se
presentd en mayor proporcion como AA que como DHAA, en ambos sexos. Sin embrago,
no hubo diferencia significativa entre estas dos formas en el cerebro de las hembras
(p>0.05). Existe una tendencia a un incremento de los niveles de AA y un decrecimiento
de las concentraciones de DHAA en todos los tejidos de ambos sexos después del estrés por
transporte (Figura 4), aunque el cambio en su proporcion solo es significativo (p<0.05) en

las gonadas de las hembras.
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Figura 2. Niveles de acido ascorbico reducido (AA) y acido dehidroascorbico (DHAA) en hembras y machos
de adultos silvestres de Pez Blanco Menidia estor (AAH: Acido ascérbico reducido en hembras; DHAAH:
Acido dehidroascorbico en hembras; AAM: Acido ascorbico reducido en machos; DHAAM: Acido

dehidroascorbico en machos) (Valores promedio = S.E., n = 6).
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Figura 3. Niveles de acido ascorbico total (TAA) encontrados en los tejidos evaluados de hembras y machos
de Menidia estor antes (grupo control) y después (grupo estresado) del transporte (HAT: Hembras antes de
transporte; MAT: Machos antes de transporte, HDT: Hembras después de trasporte, MDT: Machos después

de transporte) (Valores promedio + S.E., n = 6).
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Figura 4. Niveles de acido ascorbico reducido (AA) y acido dehidroascorbico (DHAA) en los tejidos de
Menidia estor (a) hembras y (b) machos, antes (grupo control) y después del estrés por transporte (grupo

estresado) (Valores promedio + S.E., n = 6).

Discusion

Debido a que los peces evaluados fueron capturados del lago de Patzcuaro, fue inevitable el
estrés fisico causado durante la captura; sin embargo, se desconoce si tal estrés causéd
cambios significativos en los niveles normales de ascorbato en los tejidos. En la lisa Mugil
cephalus, Thomas (1984) encontrd que los contenidos de ascorbato del higado y el cerebro
relativamente no son afectados por el estrés de captura. En el presente estudio se asume que
el estrés por captura no alterd las reservas de vitamina C de estos tejidos en M. estor y que

los peces no sometidos a transporte fueron un grupo control valido.
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Como se ha encontrado en varias especies de peces, las concentraciones mas altas de TAA
se encontraron en el cerebro de M. estor y estos niveles se mantuvieron después del estrés
por transporte, confirmando que en el tejido cerebral la proteccion contra el dafio oxidativo
es muy importante, con la vitamina C actuando como un aceptor de electrones (Gabaudan
and Verlhac, 2001). Segin Patro & Patnaik (1979), en Ophiocephalus punctatus las
concentraciones de acido ascorbico en el cerebro no son afectadas por exposiciones cortas a
estrés fisico, lo cual concuerda con los resultados del presente estudio. Thomas (1984)
también encontro este patron en el cerebro y el higado de Mugil cephalus L. después de un
estrés corto de captura. En M. estor el estrés causado por tres horas de transporte, no alterd

el contenido de ascorbato en el cerebro.

Hilton et al. (1977) propusieron el contenido de acido ascorbico del higado como un
indicador confiable del estatus de vitamina C en los peces y consideraron concentraciones
de ascorbato de 20ug g 0 menores como indicadores de un estatus pobre de esta vitamina
en la trucha arco iris. Lim and Lovell (1978) consideraron niveles de ascorbato en el higado
menores a 30pg g como indicativo de deficiencia de vitamina C en el bagre. Sin embargo,
Robinson (1989) encontré que niveles de 4cido ascorbico menores a 30pg g no reflejaron
una deficiencia de la vitamina en el bagre de canal y que niveles entre 16.5y 18.2 pg g no
mostraron signos de deficiencia de la misma. Como se muestra en la tabla 1, los adultos de
M. estor mostraron niveles de ascorbato en el higado de 25.9 pg g (hembras) y 46.2 pg g™
(machos), que muy probablemente indican un buen estatus de vitamina C. Debido a que la
concentracion de vitamina C en los tejidos esta relacionada con su consumo en la dieta, las
concentraciones encontradas de ascorbato en el higado pueden reflejar la alimentacion
natural de M. estor, basada en zooplancton (Ross et al., 2006), un recurso natural de esta
vitamina. No obstante, se requieren mas datos para establecer los niveles de acido ascorbico
hepaticos que puedan ser usados como indicadores de deficiencia de vitamina C en esta
especie. Los niveles de TAA en el higado del pez blanco no se afectaron por el transporte,
lo cual sugiere que este estrés fisico durante tres horas, no influencia significativamente el

estatus de vitamina C de esta especie.
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Como se ha reportado para especies de peces propensas al escorbuto (tabla 2), M. estor
tiene cantidades significativas de acido ascorbico en las gonadas, para garantizar una alta
calidad de los gametos. Para el grupo control, no se presentaron diferencias significativas
en las concentraciones de TAA de las gonadas entre hembras y machos. La mayoria del
acido ascorbico en los testiculos se encontrd en forma reducida (AA), mientras que en los
ovarios no hubo diferencia significativa entre las formas reducida y oxidada (DHAA).
Aunque los niveles de TAA no estdn influenciados por el sexo en C. estor estor, la
proporcion de las formas reducida y oxidada varia en las gonadas. En Limanda limanda
Saborowski et al. (1997) encontraron diferencias en las concentraciones de AA entre las
gonadas de hembras y machos, y como se ha encontrado en otras especies (Carassius
carassius, Gadus morhua, Perca flavescens), estos niveles variaban con el ciclo
reproductivo (Seymour, 1981; Sandnes & Braekkan, 1981; Dabrowski & Ciereszko, 1996).

En M. estor, aunque las gonadas evaluadas fueron inmaduras (indices gonadosomaticos
entre 0.11 y 0.25% para machos y entre 0.27 y 0.47% para hembras), estos tejidos tuvieron
valores mas altos de vitamina C que el higado y el musculo. Se pueden esperar diferentes
concentraciones de vitamina C en individuos maduros, dependiendo del estadio del ciclo
reproductivo. El estrés por transporte no afectd los niveles de TAA en las gonadas tanto de
hembras como de machos, pero la proporcion de AA y DHAA cambi6 significativamente
en los ovarios: se incrementaron los niveles de AA y se redujeron los niveles de DHAA.
Esto sugiere que la vitamina C pudo haber actuado como un aceptor de electrones,

protegiendo efectivamente del dafio oxidativo a los ovarios, en una situacion de estrés.

Las bajas concentraciones de TAA encontradas en el musculo de M. estor indican que este
tejido no es un lugar importante de almacenamiento de vitamina C. Niveles bajos de TAA
en el musculo también se han observado en otros peces como la lobina europea
(Dicentrarchus labrax) (<10 ug/g), la brema (Sparus aurata L.)(< 12 pg/g) y la trucha arco
iris (<20 pg/g). (Alexis et al., 1999; Gabaudan and Verlhac, 2001). El estrés por transporte

durante tres horas no afecto los niveles de ascorbato del misculo del pez blanco.
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Tabla 2. Concentraciones de acido ascorbico (AA) en gonadas de diferentes peces silvestres propensos a

escorbuto.
IGS
Sexo Talla (% del Concentracion de Referencia
Especie peso del AA (ug g™
cuerpo)
Hembras
Catla catla 4.66+1.44 Kg NA 286.34+16.54 Agrawal and Mahajan (1980)
Labeo rohita 2.45+0.83 Kg NA 225.30+15.36 Agrawal and Mahajan (1980)
Cirrhina mrigala 2.75+0.54 Kg NA 206.81+8.94 Agrawal and Mahajan (1980)
Gadus morua NA 0.5-20 100-450 Sandnes & Brackkan(1981)
Salvelinus alpinus 12-14 cm 7.5-20 200-344 Dabrowski (1991)
Menidia estor 13.77£2.46 cm  0.27-0.47 38.58 £11.58 Este trabajo
Machos
Catla catla 4.66+1.44 Kg NA 209.56+20.21 Agrawal and Mahajan (1980)
Labeo rohita 2.45+0.83 Kg NA 199+12.64 Agrawal and Mahajan (1980)
Cirrhina mrigala 2.75+0.54 Kg NA 135.75+£10.24 Agrawal and Mahajan (1980)
Salvelinus alpinus 12-14 cm 8-10 60-90 Dabrowski (1991)
Menidia estor 15.54+1.01 cm  0.11-0.25 81.43 £24.61 Este trabajo

IGS: Indice Gonadosomatico

NA: No analizado

Se puede concluir que el estrés causado por tres horas de transporte no es suficiente para
causar cambios significativos en las concentraciones de TAA de los tejidos de M. estor,
pero si es suficiente para cambiar significativamente la proporcion de AA y DHAA en las
gonadas de las hembras. Aunque los cambios en los niveles de TAA en los tejidos después
de la situacion de estrés no fueron significativos, existieron algunas variaciones y puede ser

que mayores periodos de estrés por transporte resulten en cambios mas significativos.
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EFECTO DEL USO DE Artemia franciscana ADULTA CONGELADA
ENRIQUECIDA CON VITAMINA C COMO SUPLEMENTO ALIMENTICIO
SOBRE LA REPRODUCCION DEL PEZ BLANCO
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Resumen

Se evalu¢ el efecto del uso de Artemia franciscana adulta congelada, enriquecida con vitamina C,
como suplemento alimenticio en reproductores de pez blanco, sobre la calidad de los desoves en la
primera reproduccion. Juveniles de pez blanco (Menidia estor) (10.8 + 1.44 g de peso inicial) se
alimentaron durante 200 dias con alimento extrudizado flotante comercial para trucha (45% de
proteina y 14% de lipidos), suplementado con Artemia franciscana adulta congelada con dos
niveles de enriquecimiento de vitamina C (Artemia enriquecida con aceite de pescado: N1 y
Artemia enriquecida con aceite de pescado y vitamina C: N2). Una vez los peces alcanzaron la
madurez sexual y empezaron a reproducirse (a los 125 dias), se evalud la calidad de los desoves
durante 75 dias en términos de ntimero de huevos producidos, % de fertilizacion, % de huevos
viables y contenido de vitamina C (&cido ascorbico total: AAT). Se evalud la calidad de los tres
primeros desoves en términos de % de oculacion, % de eclosion y contenido de AAT de huevos y
larvas. De la misma manera se evalué el contenido de vitamina C de las gonadas de los
reproductores al final del experimento y se determin¢ el indice gonadosomatico. No se presentaron
diferencias significativas (p>0.05) entre los dos tratamientos, en el nimero de desoves, el nimero
de huevos por desove, el nimero de huevos fertilizados y el % de huevos viables. En el primer
desove, con el tratamiento N2 se obtuvieron los valores mas altos (p<<0.05) en el nimero de huevos
oculados (%) y en los porcentajes de eclosion. En el segundo no se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos y en el tercero, los huevos del tratamiento N2 mostraron mayor
porcentaje de eclosion. No se presentaron diferencias en los valores de indice gonadosomatico 1GS,
ni en las concentraciones de AAT de las gonadas, huevos y larvas entre los tratamientos. En ambos
tratamientos, las hembras presentaron una concentracion significativamente mayor de AAT en las
génadas que los machos. En ambos tratamientos, la fecundidad, al igual que el % de huevos
viables, no vari6é significativamente entre desoves consecutivos. Se concluye que, bajo las
condiciones del experimento, el contenido de vitamina C del alimento de los reproductores influye
en la calidad de huevos, en cuanto a los porcentajes de oculacidon y eclosion, pero no en cuanto

numero de huevos producidos ni al contenido de vitamina C de goénadas, huevos y larvas.

Palabras Clave: Artemia franciscana congelada; enriquecimiento con vitamina C; L-Ascorbil-2-

Polifosfato (AsPP); Menidia estor; reproduccion; calidad de huevos y larvas.
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Introduccion

La Vitamina C en la reproduccion de los peces

En los peces se ha observado que el estado nutricional de los reproductores puede afectar la
calidad de las crias. La acumulacion de nutrientes esenciales en los huevos depende de las
reservas de nutrientes en los padres y asi de la dieta de los reproductores en el periodo que
precede a la gonadogénesis (Blom and Dabrowski, 1996). Por tal razon, la nutricion de los
reproductores requiere especial atencidon, para garantizar el desarrollo y supervivencia
optimos de las larvas durante el periodo de alimentacion enddgena y la primera

alimentacion exdgena.

En varias especies de peces se han encontrado efectos benéficos de la suplementacion de
dietas de reproductores con vitamina C en la fertilidad. En la trucha arco iris, Blom and
Dabrowski (1995) encontraron que la saturacion de los niveles de acido ascorbico en los
ovarios ocasiona un incremento en la cantidad y una mejor calidad de los huevos. En peces
como la tilapia (Oreochromis mossambicus) y la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
se ha encontrado que la vitamina C incrementa la eclosion de los huevos y que las reservas
de esta vitamina en los huevos puede ser transferida a las larvas recién eclosionadas para
proveer acido ascorbico durante los estadios tempranos de vida (Soliman et al., 1986;

Dabrowski and Blom, 1994).

Existe evidencia de que la vitamina C cumple un papel crucial en la reproduccion de los
peces. En tilapia (Oreochromis mossambicus), Soliman et al. (1986) observd una
maduracion retardada en peces alimentados con dietas deficientes en vitamina C. Los
ovarios presentan uno de los mayores contenidos de vitamina C (ug g de tejido fresco)
con respecto a los demads tejidos en los peces (ver capitulo 1) y este contenido cambia
durante el ciclo reproductivo; se ha observado que durante el estadio temprano de

maduracion de los ovarios de peces como la carpa, su contenido de vitamina C se
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incrementa, para posteriormente reducirse en el estadio final de maduracion, previo a la

ovulacion (Masumoto et al, 1991).

Al parecer, el acido ascorbico estd implicado en la biosintesis de esteroides sexuales.
Durante la sintesis de estos esteroides, que es muy activa durante la maduracion sexual, se
reducen los niveles de 4cido ascérbico en las gonadas. Si se proporcionan dietas deficientes
de 4cido ascorbico, la reduccion de la vitamina en las gonadas ocasiona una reduccion en la
eclosion y viabilidad de los huevos. Por el contrario, si se proporciona a los peces una dieta
suplementada con esta vitamina, los niveles de acido ascorbico en los ovarios se restauran y
se incrementa la viabilidad de los huevos (Akiyama et al., 1990). En trucha arco iris se ha
encontrado que a medida que se incrementa el nivel de vitamina C de la dieta, se
incrementa su concentracion en los ovarios y consecuentemente se incrementa la masa de
los huevos, la fecundidad y la supervivencia de los embriones (Bloom and Dabrowski,

1995).

La vitamina C no sélo funciona como antioxidante celular, sino que también modula
muchos procesos bioquimicos intracelulares y extracelulares. Se ha encontrado que esta
vitamina ofrece efectos positivos sobre la reanudacion de la meiosis en los ovocitos y el
desarrollo de los blastocistos en mamiferos (Tao et al., 2004). También se ha encontrado
que ademés de mejorar el desarrollo de los ovocitos, el dcido ascorbico estd presente en
altas cantidades en los foliculos pre-ovulatorios, para prevenir la apoptosis (muerte celular)
folicular en porcinos, ratas y ratones (Tilly and Tilly, 1995; Eppig et al., 2000). Hossein et
al. (2007) demostraron que el acido ascorbico puede ofrecer efectos benéficos sobre la
frecuencia de formacion de blastocistos y sobre el numero de células en los mismos,
dependiendo de su concentracion y del tiempo en el que se proporcione esta vitamina como
suplemento. También se ha reportado que esta vitamina mejora la diferenciacion de células
embrionarias en neuronas, miocitos y otros tipos de células durante el desarrollo
embrionario aunque los mecanismos no son bien conocidos hasta el momento (Takahashi,

2003; Shin et al. 2004).
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En peces teledsteos, se sabe que el acido ascorbico de la dieta tiene un efecto directo sobre
la calidad de los gametos, pero el mecanismo de accion de esta vitamina a través de los
eventos reproductivos no se ha definido claramente. Se ha sugerido que el crecimiento
gonadal en respuesta a la estimulacion por gonadotropina, compromete la interaccion
directa de entre catecolaminas y esteroides y sus sitios de recepcion, la cual actlia como un
mecanismo regulatorio de absorcion de ascorbato, transferencia y metabolismo en el
sistema reproductivo, lo cual sugiere que el acido ascorbico es un nutriente muy importante

en las funciones del tejido gonadal (Dabrowski & Ciereszko, 2001).

El papel de la vitamina C en el sistema reproductivo de los peces machos, no ha sido
ampliamente estudiado, a pesar de que en otras especies como el hombre se ha demostrado
que tiene efectos benéficos en la calidad del esperma. Ciereszko & Dabrowski (1995)
encontraron que en trucha arco iris, las concentraciones de espermatozoides y su motilidad
esta relacionada con las concentraciones de acido ascorbico del plasma seminal. Los
mismos autores en un experimento posterior (Dabrowski & Ciereszko, 1996) también
encontraron una correlacion entre la supervivencia de embriones y las tasas de eclosion, y

las concentraciones de acido ascorbico del plasma seminal.

Uso de Artemia enriquecida y congelada como suplemento alimenticio

En el salméon (Oncorhynchus kisutch) se ha observado que al alimentar las crias con
Artemia adulta crecen significativamente mas rapido que con otras dietas, principalmente
debido a un incremento en el consumo de alimento (Kim et al., 1996). El pez blanco de
Péatzcuaro, al igual que los peces marinos muestra una marcada preferencia por el alimento
vivo, incluso en la edad adulta, y se ha observado que prefiere la Artemia a las dietas
artificiales (Martinez-Palacios et al., 2002; Martinez-Palacios et al., 2006; Ross et al.,
2006).

Aunque usualmente en la acuicultura se utiliza la Artemia viva como alimento debido a su

valor nutritivo, su mantenimiento es costoso y muchas veces puede ser fuente de
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contaminacion. Por tal razoén la Artemia puede congelarse para su uso posterior en la

alimentacion de peces o crustaceos (Sorgeloos et al., 2001).

La Artemia congelada, tiene un costo menor, pero puede resultar en menor crecimiento y
supervivencia que al utilizarla viva. Takata & Portella (2007) encontraron que alimentar
juveniles de surubim (Pseudoplatystoma coruscans) con Artemia congelada se presentaban
tasas de supervivencia tan altas como en los peces alimentados con Artemia viva. Sin
embargo, aunque el crecimiento fue similar al de peces alimentados con nauplios vivos,
cuando se proporcionaron juveniles de Artemia vivos, los peces mostraron un mejor
crecimiento. Moler et al. (1998) habian encontraron resultados similares en el esturion
atlantico, en el que encontraron supervivencias similares en los tratamientos de Artemia
viva y congelada, pero los peces que recibieron la Artemia congelada crecieron menos que
aquellos alimentados con Artemia viva. No obstante los autores aclaran que el alimento
congelado se ofrecid tres veces al dia, mientas que el alimento vivo se proporciond cada
media hora, y proponen que la Artemia congelada es una buena alternativa si se incrementa

la frecuencia de alimentacion.

La Artemia en si, puede tener deficiencias de ciertos nutrientes; su calidad nutricional se
puede mejorar mediante su enriquecimiento con técnicas de bioencapsulacion. Tlusty et al.
(2005) demostraron que con el uso de Artemia enriquecida congelada, se pueden observar
mejores crecimientos y supervivencias en langostas, con lo que se tendria una dieta mas
eficiente que cuando se utiliza Artemia sin enriquecer. Adicionalmente, al enriquecer la
Artemia con suplementos nutritivos como acidos grasos o vitaminas, como el acido
ascorbico, se puede estimular el rendimiento reproductivo. Se ha encontrado que la Artemia
adulta congelada y mas aun la Artemia enriquecida congelada (AEC), como suplemento en
la dieta, puede incrementar el rendimiento reproductivo en camarones como Penaeus
semisulcatus, P. vannamei y Stenopus scutellanus (Browdy et al., 1989; Naessens et
al.,1997, Lin and Shi, 2002). Naessens et al. (1997) encontraron ademas en P. vannamei
que, aunque el suministro de AEC parece no afectar las tasas de apareamiento o
fertilizacion, existe una tendencia clara a incrementar el éxito en el apareamiento y la

eclosion cuando la AEC se incluye en una dieta mezclada. Seglin los autores, mejores tasas
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de apareamiento y eclosion, pueden resultar en mejoras en la produccion de larvas, y por
ello concluyen que se puede utilizar AEC como suplemento en dietas para maduracion de
camarones. Existe poca informacion acerca del uso de AEC en dietas para maduracion de

peces, pero es posible que tenga efectos similares en el desempefio reproductivo.

Hasta el momento se desconoce el papel de la vitamina C en el desempefio reproductivo
del pez blanco de Patzcuaro (Menidia estor). El objetivo del presente estudio fue evaluar
los efectos del uso de Artemia franciscana adulta congelada con dos niveles de
enriquecimiento de vitamina C como suplemento alimenticio sobre la calidad de huevos y

larvas en la primera reproduccion del pez blanco de Patzcuaro.

Metodologia

Peces experimentales

Se obtuvieron juveniles de pez blanco M. estor (10.8 = 1.44 g) provenientes de desoves
diferentes, en el Laboratorio de Nutricion y Acuicultura del Instituto de Investigaciones
sobre los Recursos Naturales (Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo),
Morelia, Michoacan, México. Los juveniles fueron mantenidos con una dieta estandar (40%
proteina, 10% lipidos) y nauplios de Artemia franciscana hasta 15 dias antes del
experimento. Durante los 15 dias previos al experimento, los peces fueron aclimatados al

sistema experimental y se continuaron alimentando con Artemia.

Alimento utilizado

Para evaluar el efecto de la suplementacion del alimento con vitamina C sobre la primera
reproduccion del pez blanco, se utilizé alimento extrudizado flotante comercial para trucha
(45% de proteina y 14% de lipidos, El Pedregal Silver Cup®), ademas de Artemia

franciscana adulta congelada' con dos niveles de enriquecimiento. Un nivel consistid en

Se utilizo la Artemia enriquecida congelada debido a que no era posible realizar un enriquecimiento diario

que permitiera proporcionarla fresca y recién suplementada a los peces.
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enriquecer adultos de Artemia con emulsiones de aceite de higado de bacalao, mientras que
el otro, en enriquecer con emulsiones del aceite de higado de bacalao y vitamina C (L-

Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35, DSM Nutritional Products).

Enriquecimiento de los adultos de Artemia franciscana

Previamente al inicio del experimento fue necesario iniciar el cultivo de Artemia
franciscana a partir de  nauplios recién eclosionados” y se obtuvieron los primeros
adultos al cabo de 30 dias aproximadamente. Las artemias en cultivo fueron mantenidas a
una temperatura aproximada de 25°C y una salinidad promedio de 25; fueron alimentadas

diariamente con microalgas del género Chlorella sp™ y cada tercer dia con leche de soya.

Posteriormente a la obtencion de los primeros adultos, se realizaron dos pruebas
preliminares de enriquecimiento de la Artemia adulta con aceite de higado de bacalao y
vitamina C particulada (Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP),
Rovimix® Stay-C® 35, DSM Nutritional Products), con el fin de probar la eficiencia del
método de enriquecimiento con esta forma de vitamina C, puesto que normalmente para

enriquecer el alimento vivo, se utiliza la vitamina en forma de ascorbil palmitato.

1 ., . . . , . .

Se establecid un sistema para el cultivo de Artemia que consté de 7 tanques circulares de 2 m de diametro x
1 m de profundidad en un invernadero. Se utilizaron quistes de Artemia Franciscana Salt Creek®, los cuales
fueron decapsulados e incubados por 24 horas hasta su eclosion. Los nauplios de Artemia recién eclosionados

se sembraron en los tanques donde se cultivaron durante un mes, hasta obtener las Artemias adultas.

I .y . . . e
Se estableci6 un cultivo de microalgas (Chlorella sp.) en un invernadero, para lo cual se utilizé un tanque

coOnico de fibra de vidrio de 100 L de capacidad con aireacion constante, a una temperatura promedio de

25°C. Para el medio de cultivo se utilizo fertilizante comercial BAYFOLAN® (BAYER®) (24N:17P:13K).
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Primera prueba preliminar

Se evaluaron cinco tratamientos de enriquecimiento de Artemia franciscana adulta, para lo
cual se elaboraron cinco emulsiones en las que se utilizé lecitina de soya liquida como

agente tensoactivo:

Emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao (E1)

e Emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao y 10% de vitamina C* (E2)
e Emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao y 15% de vitamina C* (E3)
e Emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao y 20% de vitamina C* (E4)

e Emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao y 25% de vitamina C* (ES)

* Porcentaje de inclusion de vitamina C en la emulsion .

La composicion de las emulsiones preparadas se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de las emulsiones preparadas para los tratamientos de enriquecimiento. Los datos se

expresan en g para cada Litro de medio de enriquecimiento.

Ingrediente E1l E?2 E3 E4 E5
Aceite '(g) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Lecitina de soya (g) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina C? (g) 0 0.17 0.26 0.34 0.43

! Aceite de higado de Bacalao
%Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM Nutritional
Products)

Una vez preparadas las emulsiones, se procedio a llevar a cabo la prueba de

enriquecimiento de adultos de Artemia. Los cinco tratamientos (correspondientes al

V' La vitamina C utilizada contenia el 35% de ingrediente activo, factor que se tuvo en cuenta a la hora de
pesarla para la preparacion de las emulsiones. Por ejemplo, 0.17g (tabla 1) contienen 0.06g de ingrediente
activo, valor que corresponde al 10% del peso del aceite de pescado + la lecitina de soya.
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enriquecimiento con las cinco emulsiones) se evaluaron por triplicado, para tener un total
de 15 unidades experimentales. El sistema experimental consistio en 15 tinas plésticas de
3L de capacidad con aireacion constante, en un sistema de bafio Maria para mantener la
misma temperatura en todos los tratamientos. En cada tina se sembraron 2 g de artemia
adulta por 3 L de agua a una salinidad de 25. Para cada tratamiento la emulsion fue
adicionada en dos dosis consecutivas de 0.3 g.L"': una al inicio del enriquecimiento y la
segunda a las 12 h (Merchie et al., 1995); se mantuvo aireacion fuerte para mantener los
niveles de oxigeno disuelto por encima de 4 mg.L"' y una temperatura controlada de 25° C.
Las artemias enriquecidas de cada tratamiento se colectaron a las 24 horas de
enriquecimiento, después de lo cual se lavaron con agua dulce, se retir6 el exceso de agua 'y
se congelaron a -80° C, para el posterior andlisis de su contenido de vitamina C y observar
los niveles de enriquecimiento. Las muestras se analizaron por cromatografia de liquidos de
alta resolucion. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de acido ascorbico total

por tratamiento.

Tabla 2. Valores promedio de 4cido ascorbico total (ug.g™' peso seco) en Artemia franciscana sometida a los
diferentes tratamientos de enriquecimiento. Valores con los mismos superindices no presentan diferencias

significativas entre si.

Tratamiento (emulsién de enriguecimiento) Acido ascorbico total (ug.g™" peso seco)
Aceite ' 161.57+13.77°2
Aceite ' +10% de vitamina C 251.48 +21.19°
Aceite ' + 15% de vitamina C 275.57+ 14.51°
Aceite ' +20% de vitamina C? 286.70 + 12.85°
Aceite ' +25% de vitamina C? 411.21 +9.38°

!Aceite de Higado de Bacalao
%Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM Nutritional
Products)

Segunda prueba preliminar

Se evaluaron tres tratamientos de tiempos de enriquecimiento de Artemia adulta, para lo
cual se elabord una emulsion de aceite de higado de bacalao y 25% de vitamina C. Los

tratamientos consistieron en:
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e Tratamiento 1: Tiempo de enriquecimiento de 6 horas
e Tratamiento 2: Tiempo de enriquecimiento de 12 horas

e Tratamiento 3: Tiempo de enriquecimiento de 24 horas

Los tres tratamientos se evaluaron por triplicado, para tener un total de 9 unidades
experimentales. El sistema experimental consistié en 9 tinas plasticas de 3L de capacidad
con aireacion constante, en un sistema de bafio Maria para mantener la misma temperatura
en todos los tratamientos. En cada tina se sembraron igualmente 2 g de Artemia adulta por
3 L de agua a una salinidad de 25. Para cada tratamiento la emulsion fue adicionada en dos
dosis consecutivas’ de 0.3 g.L”' (Merchie et al., 1995), se mantuvo aireacién fuerte para
mantener los niveles de oxigeno disuelto por encima de 4 mgL’ y una temperatura
controlada de 25° C. Las artemias enriquecidas de cada tratamiento se colectaron a los
diferentes tiempos de enriquecimiento, después de lo cual se lavaron con agua dulce, se
retird el exceso de agua y se congelaron a -80° C, para el posterior analisis. De la misma
manera, las muestras se analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion. No se
presentaron diferencias significativas en el contenido de vitamina C de las artemias

enriquecidas durante los diferentes tiempos (p>0.05) (Tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio de 4cido ascorbico total (ug.g™' peso seco) en Artemia franciscana sometida a los

diferentes tratamientos de enriquecimiento. No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Tratamiento Acido ascorbico total
(tiempo de enriquecimiento) (Mg.g™ peso seco)
6 horas 134.93+£22.64
12 horas 144.05+22.56
24 horas 148.27+£19.33

Enriquecimiento y congelacion de Artemia para el experimento

V Para el caso del tratamiento de 6 horas de enriquecimiento, la primera dosis se proporciono al inicio del
enriquecimiento y la segunda a las 3 h; mientras que para el de 12 horas se adicion¢ la primera dosis al inicio
y la segunda a las 6 h de enriquecimiento; para el tratamiento de 24 horas se proporciono una al inicio y la
segunda a las 12 h de enriquecimiento.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en las dos pruebas preliminares, se decidio
enriquecer las artemias durante 6 horas y utilizar un 35% de vitamina C' para el
tratamiento que se enriqueceria con esta vitamina. Asi, el primer tratamiento de
enriquecimiento de Artemia consistio en suplementar los adultos de Artemia con una
emulsion (aceite/agua) de aceite de higado de bacalao (Artemia N1) y el segundo en
enriquecerlos con una emulsion (aceite/agua) con el aceite y el 35% de vitamina C
(Artemia N2). Para los dos tratamientos se utilizé lecitina de soya liquida como agente

tensoactivo. Las emulsiones se prepararon de la siguiente manera:

Se pesaron el aceite de higado de bacalao, la lecitina de soya y la vitamina C (la ultima para
el caso del tratamiento 2) (tabla 4). Para la emulsion del tratamiento 1, se dispersé la
lecitina de soya en el aceite y para la del tratamiento 2, se dispersaron la lecitina y la
vitamina C en el aceite. En cada caso, una vez obtenida la dispersion, se empezo a afiadir
gota a gota a un litro de agua, mientras se homogenizaba a baja velocidad en un
homogenizador Power Gen® Fisher Scientific®. Durante el proceso de homogenizacion se
utiliz6 un recipiente con hielo alrededor del contenedor de la emulsion para evitar el
calentamiento de la misma y mantener una temperatura menor a 30° C, evitando asi la
separacion de las fases (aceite/ agua). Una vez que se termind de incorporar la dispersion,
se homogenizé la mezcla a maxima velocidad durante un minuto. Las emulsiones asi

obtenidas, estaban listas para el proceso de enriquecimiento.

Tabla 4. Composicion de las emulsiones preparadas para los tratamientos de enriquecimiento. Los datos se

expresan en g para cada Litro de medio de enriquecimiento.

Ingrediente Tratamiento 1 Tratamiento 2
Aceite '(g) 0.4 0.4
Lecitina de soya (g) 0.2 0.2
Vitamina C? (g) 0 0.6

! Aceite de higado de Bacalao
%Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM Nutritional
Products)

VI Para este caso, la vitamina C utilizada también contenia el 35% de ingrediente activo, factor que se tuvo en
cuenta a la hora de pesarla para la preparacion de las emulsiones. Asi 0.6g (tabla 4) contienen 0.21g de
ingrediente activo, valor que corresponde al 35% del peso del aceite de pescado + la lecitina de soya.
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El sistema en ¢l que se enriquecieron las Artemias consistio en dos recipientes plasticos de
20L de capacidad con aireacidon constante, en un sistema de bafio Maria para mantener la
misma temperatura en ambos tratamientos. En cada recipiente se sembraron 200 g (peso
himedo) de Artemia adulta por 20L de agua a una salinidad de 25. Para cada tratamiento la
emulsion fue adicionada en dos dosis consecutivas, la primera al inicio del enriquecimiento
y la segunda a las 3 horas; se mantuvo aireacion fuerte para mantener los niveles de
oxigeno disuelto por encima de 4 mg.L"' y una temperatura controlada de 25° C. Las
artemias enriquecidas de cada tratamiento se colectaron a las 6 horas de enriquecimiento,
después de lo cual se lavaron con agua dulce, se retird el exceso de agua, se pesaron y se
congelaron en capas menores a 1 cm de espesor (Sorgeloos et al., 1986) a -80° C, en un
ultracongelador, hasta el momento de la alimentacién. Las raciones de artemia a
proporcionar cada dia se congelaron por separado. Se enriquecid Artemia y se congeld

semanalmente, debido a que no era posible realizar un enriquecimiento diario.

Protocolo experimental

El experimento consto de dos tratamientos de alimentacion, con tres repeticiones cada uno,
teniendo un total de seis (6) unidades experimentales. El sistema experimental se conformé
de seis tanques circulares de fibra de vidrio de 450 L de capacidad (cada uno con aireacion
constante y recambio diario de agua del 50%.). La temperatura del agua se mantuvo a 23.4
+0.19° C y la salinidad a 5.0 g L', Los valores promedio de oxigeno disuelto, pH y amonio

fueron 6.2 + 0.03 mg.L™", 8.0+ 0.25, y 0.0 mg.L™", respectivamente.

Diez juveniles de pez blanco (10.8 = 1.44 g) se sembraron en cada uno de los seis tanques
experimentales. Tres de los tanques (tratamiento 1) se alimentaron cuatro veces al dia con
el alimento extrudizado y dos veces al dia con Artemia franciscana adulta enriquecida con
aceite de pescado (Artemia N1), para obtener un total de seis alimentaciones diarias,
ofrecidas en intervalos de una hora; los otros tres (tratamiento 2) se alimentaron de la

misma manera pero utilizando la Artemia enriquecida con aceite de pescado y vitamina C
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(Artemia N2). Todos se alimentaron diariamente a una racion del 5% del peso corporal"".

Los peces se mantuvieron de esta manera durante 200 dias. Durante los primeros 125 dias
los peces fueron mantenidos con fotoperiodo natural (12h luz: 12h oscuridad), al cabo de
este tiempo cuando los peces alcanzaron la madurez sexual, se cambi6 el fotoperiodo a 18h
luz: 6h oscuridad, para estimular la reproduccion. Con el cambio de fotoperiodo los peces
empezaron a reproducirse. Se anotd el nimero de desoves por tanque durante los 75 dias
restantes, se contaron los huevos de cada desove, anotando el nimero de huevos viables
(fertilizados) y no viables, tomando muestras de los primeros para el andlisis de vitamina C.
La produccién de huevos, al igual que el porcentaje de huevos viables se evalud de esta

manera durante los primeros siete desoves consecutivos.

La calidad de huevos y larvas se determind mediante la medicion de 4cido ascorbico de
huevos y larvas, ademas de la supervivencia y los porcentajes de fertilizacion, oculacion y
eclosion. Se tomaron huevos viables de los primeros tres desoves de cada tanque y se
pusieron a incubar por triplicado en un sistema de bafio maria a una temperatura de 25°C y

una salinidad de 10, con aireacién constante’

. A medida que se daba el desarrollo
embrionario, se anotd el nimero de huevos oculados y se tomaron muestras de los mismos
para analisis de vitamina C. Posteriormente se anot6 el porcentaje de eclosion y se tomaron
muestras de las larvas para andlisis de vitamina C. Tanto las muestras de huevos
fertilizados y oculados, como las de larvas se almacenaron a -80°C hasta el momento del

analisis de acido ascorbico.

Al cabo de los 200 dias, los reproductores fueron contados, sexados y pesados y se
sacrificaron con sobredosis de benzocaina. Se extrajeron las goénadas tanto de hembras
como machos, se pesaron y se congelaron en nitrégeno liquido (-200°C aprox.) y
posteriormente se almacenaron a -80° C en un ultra-congelador hasta el momento del

analisis de vitamina C.

VI Se proporciond el alimento extrudizado a una racién del 4% del peso del cuerpo + Artemia enriquecida a
una racion del 1% del peso, para dar un total de alimento de 5% del peso corporal al dia.
VI La salinidad se redujo a 5 una vez que los huevos estuvieron oculados.
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Se compararon los resultados del nimero de huevos oculados y eclosionados de los
primeros tres desoves de ambos tratamientos, con el fin de evaluar el posible efecto de
desoves consecutivos sobre la calidad de los huevos con respecto a los porcentajes de

oculacion y eclosion.

Se determind el indice gonadosomatico (IGS) de cada uno de los reproductores, mediante la

siguiente formula:

IGS (%) = [peso de las gonadas (g) / peso del pez (g)] * 100

Métodos analiticos

Andlisis de vitamina C

Se evaluaron las concentraciones de acido ascorbico total tanto de la Artemia enriquecida
como de huevos, larvas y gonadas mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC). Tanto Artemia, huevos y larvas, como gonadas se pesaron y homogenizaron en un
Buffer de Acetato de Sodio 0.2M frio a pH 4.8. La cuantificacion de acido ascorbico total
en las muestras preparadas se llevo a cabo utilizando el método modificado por Papp et al.

(1998) (Ver capitulo 1).

El analisis de acido ascorbico del alimento balanceado utilizado se llevo a cabo de la misma
manera descrita anteriormente, pero anadiendo la enzima fosfatasa dcida (Fosfohidrolasa

Ortofosforica-monoester) para romper los enlaces fosfato.

Para todos los andlisis se utilizaron reactivos ultrapuros de J.T. Baker (EUA), Fluka
(Suiza), SIGMA (Alemania) y Aldrich (EUA), y para la filtracion de buffers y
homogenados se utilizaron filtros de membrana Durapore (Millipore) de 0.45 pm. Se utilizd
un cromatdgrafo de liquidos (isocratic single column system, Agillent 1100 series) con un
detector UV-visible y una columna Lichrosorb RP-18 (4.6 x 200mm, Agillent). La fase
movil consistid6 en una solucion de acetato de sodio (0.04 M), con EDTA (0.05 mM) y
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Tetrabutilamonio dihidrogeno fosfato (0.5 mM) a un pH de 3.76. Las condiciones
cromatograficas fueron: Flujo= 0.5 ml/min; Presion= 65 bar; Longitud de onda (Detector
UV)= 254 nm; Temperatura= 23°C; Volumen de inyeccion= 2 pL. Los cromatogramas

fueron evaluados utilizando el software ChemStation Plus (Agillent).

Anadlisis de datos

Debido a que no pudo determinarse el sexo de los peces al inicio del experimento, la
proporcion sexual no fue la misma en todos los tanques; por tal razén los resultados
obtenidos de numero de desoves, nimero de huevos por desove, numero total de huevos,
nimero de huevos viables, huevos oculados (%) y huevos eclosionados (%) se sometieron a
un modelo lineal general (ANOVA anidado), teniendo como factor principal el tratamiento
de alimentacién y como factor anidado la proporcion sexual. De igual manera, para
comparar los resultados obtenidos de indice gonadosomatico (IGS) y concentracion de
vitamina C en génadas, huevos y larvas, entre los tratamientos, los datos fueron sometidos
al mismo modelo. Adicionalmente, se llevo a cabo un ANOVA bifactoral para comparar las
concentraciones de vitamina C tanto entre estadios (huevos fertilizados, huevos oculados y
larvas) como entre tratamientos. Para comparar los desoves consecutivos se utilizé también
un ANOVA anidado, pero en este caso se tomo como factor anidado el orden de desove
(primero, segundo y tercer desove). Por otro lado, para comparar los datos de concentracion
de vitamina C de la Artemia enriquecida se llevo a cabo una prueba de T-student con un
nivel de confianza del 95%. Todos los andlisis se realizaron utilizando el programa

estadistico MINITAB (version 13.32) (MINITAB INC).

Resultados

Durante el periodo experimental no hubo un efecto significativo de la vitamina C sobre el
crecimiento de los reproductores (tabla 5), ni se presentaron signos de escorbuto en los
peces alimentados con suplemento de vitamina C (N2). La dieta suplementada con Artemia
congelada, enriquecida Gnicamente con aceite de higado de bacalao (N1), no tuvo un efecto

negativo en el crecimiento o en las reservas de acido ascorbico en los huevos producidos
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durante el periodo de evaluacion, y tampoco ocasion6 signos de deficiencia de vitamina C
en los reproductores. En la tabla 5 se muestran el nimero de desoves, el nimero de huevos
por desove, el numero de huevos fertilizados y el % de huevos viables, después de la
alimentacion suplementaria. No se presentaron diferencias significativas en ninguno de
estos parametros entre los dos tratamientos (p>0.05). De la misma manera, la produccioén
de huevos viables, no varid significativamente entre los primeros siete desoves

consecutivos en ambos tratamientos (tabla 6).

Tabla 5. Datos de crecimiento, numero de desoves, numero de huevos por desove, nimero de huevos
fertilizados y % de huevos viables después de alimentar reproductores de pez blanco con alimento

balanceado y Artemia adulta con los dos niveles de enriquecimiento (N1 y N2). (Los datos se expresan como

promedio £ E.S.; valores con el mismo superindice no presentan diferencias significativas: p>0.05).

Alimento balanceado Alimento balanceado

+Artemia N1* +Artemia N2?
Concentracion de Vitamina C del
alimento® (pg g peso seco) 117.74+11.09° 180.47+17.90°
Peso inicial reproductores (g) 12.27+0.14* 10.37+0.89"
Peso final hembras (g) 23.9£1.56" 22.4+1.70°
Peso final machos (g) 21.5+1.24* 20.5£1.29%
Peso Ganado (%) @ 94.99+12.71° 120.11+17.93°
Peso Ganado (%) & 75.69+9.89° 96.31£11.62*
N° de desoves Promedio* 16+2.0° 10+1.73%
N° total promedio de huevos 5218.0+£1950° 2978.7+£1462.66"
N° huevos/desove’ 315.82+82.40° 271.41491.16*
N° huevos/desove/hembra 238.06+£160.16" 90.47+30.38"
N° huevos fertilizados 3916.5+1333.5° 2341.7+£1154.19%
Fertilizacién (%) (huevos viables)’ 78.45+2.37° 79.4245.11°

! Artemia N1: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao.
2 Artemia N2: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao + vitamina C (L-

Ascorbyl-2-Polifosfato /AsPP/, Rovimix Stay C 35, Roche)

* Concentracion de Vit. C del alimento = Concentracion Vit. C de la Artemia enriquecida en peso seco +
Concentracidn Vit. C del alimento balanceado en peso seco.
*NGmero de desoves promedio durante el periodo de evaluacién

® La proporcién sexual causa un efecto sobre este parametro.
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Tabla 6. Porcentaje de huevos viables después de alimentar reproductores de pez blanco con alimento
balanceado y Artemia adulta con los dos niveles de enriquecimiento (N1 y N2), durante los primeros siete
desoves. Los datos se expresan como promedio £+ E.S. No se presentan diferencias significativas (p>0.05)

entre los siete desoves de ambos tratamientos, ni entre los tratamientos.

Desove Alimento balanceado Alimento balanceado

+Artemia N1* +Artemia N22

1 85.88+7.19 70.52+15.79

2 77.71£11.14 90.24+2.52

3 81.16£11.73 97.18+0.97

4 77.16+£5.37 79.61+13.72

5 94.26+5.04 87.95+£2.14

6 75.25+13.58 56.35+£10.32

7 83.91+8.10 85.62+11.04

Aunque las diferencias en vitamina C entre tratamientos no causaron un efecto sobre el
numero de huevos por desove y las tasas de fertilizacion, la proporcion sexual si lo causo;
después de analizar los datos, la proporcion sexual de 1:1 (1 hembra por 1 macho) es la

que ofrece mejores resultados en cuanto a estos dos parametros.

Al incubar los huevos viables del primer desove, se obtuvieron diferencias significativas
(p<0.05) en el porcentaje de huevos oculados y en las tasas de eclosion (%) entre los dos
tratamientos; los reproductores que se alimentaron con la Artemia enriquecida con
vitamina C (N2) mostraron los valores mds altos (Tabla 7). Sin embargo, en el segundo
desove, no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) de estos parametros entre los
tratamientos y en el tercer desove tampoco se presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de huevos oculados, pero hubo un valor significativamente mayor del porcentaje

de huevos eclosionados en el tratamiento N2.
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Tabla 7. Huevos oculados (%) y eclosionados (%) de pez blanco obtenidos de los tres primeros desoves de
reproductores sometidos a los dos tratamientos de alimentacion. Valores con diferente superindice indican
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). No se presentaron diferencias significativas en estos

parametros entre los tres desoves.

Alimento balanceado Alimento balanceado
+Artemia N1 +Artemia N2

Primer desove
Huevos Oculados (% ) 36.89+6.03" 39.01+5.04°
Huevos Eclosionados (% del 20.46+6.07* 25.18+5.07°
total de huevos incubados)

Segundo desove

Huevos Oculados (% ) 42.7+4.50° 34.5+4.26°
Huevos Eclosionados (% del 26.06+2.22% 18.31+2.01°
total de huevos incubados)

Tercer desove
Huevos Oculados (% ) 36.82+3.26" 35.24+7.08"
Huevos Eclosionados (% del 15.35+3.54* 24.97+7.17°

total de huevos incubados)

Artemia N1: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao.

Artemia N2: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao + 35 % de vitamina C

(L-Ascorbyl-2-Polifosfato /ASPP/, Rovimix Stay C 35, Roche)

Los desoves consecutivos tampoco mostraron un efecto sobre la calidad de los huevos con
respecto a los porcentajes de oculacion y eclosion, pues no se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) en estos valores entre desoves. De la misma manera, no se
presentaron diferencias en los valores de indice gonadosomatico (IGS), ni en las
concentraciones de vitamina C (4cido ascorbico total: AAT) de las gonadas, entre los
tratamientos (p>0.05) (Tabla 8). Sin embargo, en ambos tratamientos, las hembras
presentaron una concentracion significativamente mayor de AAT en las gonadas que los

machos.
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Tabla 8. Indices gonadosomaticos y niveles de acido ascorbico total (AAT) (ug.g”") encontrados en las
gonadas después de alimentar reproductores de pez blanco con alimento balanceado y Artemia adulta con dos
niveles de enriquecimiento. (Los valores se expresan como promedio = E.S.; valores con el mismo

superindice no presentan diferencias significativas entre tratamientos: p>0.05)

Alimento balanceado Alimento balanceado
+Artemia N1 +Artemia N2
IGS (%) hembras 3.54+2.04° 2.86+0.72°
IGS (%) machos 2.39+0.25° 2.03+0.22%
AAT (ug.g”") hembras* 130.25+21.96" 139.57+8.26"
AAT (pg.g”") machos* 83.35+7.97° 85.73+7.7°

Artemia N1: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao.

Artemia N2: Artemia franciscana adulta enriquecida con aceite de higado de bacalao + 35 % de vitamina C

(L-Ascorbyl-2-Polifosfato /AsPP/, Rovimix Stay C 35, Roche)

* Al comparar los valores de AAT entre sexos, se presentan diferencias significativas (p<0.05).

En la figura 1 se observan las concentraciones de vitamina C (AAT) encontradas tanto en
huevos fertilizados y oculados, como en larvas recién eclosionadas producidas por los
reproductores sometidos a los dos tratamientos. No se presentaron diferencias significativas
entre tratamientos en dichas concentraciones tanto de los huevos oculados y fertilizados
como de las larvas (p>0.05). Sin embargo, al comparar los niveles de AAT entre estadios
de desarrollo (huevos fertilizados, huevos oculados y larvas) si se presentaron diferencias
significativas: las larvas contenian concentraciones de AAT significativamente mayores
que los huevos fertilizados. Mientras tanto, los tratamientos por si solos, asi como la
interaccion entre tratamientos y estadios de desarrollo, no causaron un efecto significativo

en las concentraciones de esta vitamina en los huevos y las larvas.

Discusion

Al analizar el contenido promedio de vitamina C de la Artemia proporcionada a los
reproductores como suplemento alimenticio, no se obtuvo el nivel de enriquecimiento
esperado para el caso de la Artemia enriquecida con vitamina C. Aunque la diferencia en

las concentraciones de vitamina C de la Artemia entre los tratamientos N1 y N2 fue
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significativa (p<0.05), esta sélo fue de aproximadamente 63 pg g™ en peso seco, cuando se
esperaba una diferencia aproximada de 250 pg g™, de acuerdo a las pruebas preliminares de
enriquecimiento. El haber obtenido niveles de vitamina C mas bajos de lo esperado, mas
que deberse a un inadecuado almacenamiento, pudo deberse a la densidad de Artemia en
los medios de enriquecimiento, la cual fue mayor que la utilizada en las pruebas
preliminares. Este error metodologico fue inevitable, debido a que no se contaba con el
suficiente nimero de tanques en el momento de la experimentacion, y por ello fue

necesario incrementar la densidad de Artemia con respecto a la utilizada en dichas pruebas.

35
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Figura 1. Concentraciones de 4cido ascorbico total (AAT) (ug.g') en los huevos fertilizados, huevos
oculados y larvas recién eclosionadas obtenidas de los reproductores de pez blanco sometidos a los dos
tratamientos de alimentacion. (AB + N1: Alimento balanceado + Artemia N1; AB + N2: Alimento balanceado

+ Artemia N2)

Durante los 200 dias de alimentacion (aproximadamente 6.5 meses), los peces alimentados
sin suplemento de vitamina C (N1) incrementaron su peso entre 75.69% (machos) y

94.99% (hembras), mientras que los alimentados con suplemento de vitamina C (N2)



58 Capitulo 2

crecieron entre 96.31% (machos) y 120.11 % (hembras). Dabrowski & Blom (1994)
obtuvieron crecimientos menores, entre 33.6% y 74.3%, en reproductores de trucha arco
iris alimentados con una dieta deficiente de vitamina C y una dieta suplementada con una
cantidad equivalente de 300 pg g™ de ascorbil-2-monofosfato, durante 8 meses. A pesar de
que en el presente estudio la Artemia enriquecida contenia un suplemento de sélo 63 pg g’
y el tiempo de duracion del experimento fue menor, se obtuvieron crecimientos mayores a
los obtenidos por los autores mencionados, tanto en los reproductores alimentados sin
suplemento de vitamina C como en los alimentados con suplemento de esta vitamina. Es
importante aclarar que el peso inicial de los peces en ambos estudios fue diferente y que
cada especie presenta patrones de crecimiento particulares; en el caso de este estudio se
inici6 con juveniles (entre 10.37 y 12.27 g) y se evalud su primera reproduccion, mientras
que en el estudio con trucha arco iris se inicid con peces adultos (977220 g). Los peces
juveniles por lo general presentan mayores tasas de crecimiento que los adultos, lo cual,
ademas de las caracteristicas particulares de la especie, puede explicar las diferencias en

crecimiento.

Lee & Dabrowski (2004) realizaron un experimento con perca canadiense (Perca
flavescens) en el que también empezaron con juveniles y evaluaron los efectos de la
vitamina C en el crecimiento y la reproduccion, después de alimentar los peces durante 8
meses, con dietas con y sin vitamina C, y obtuvieron mayores tasas de crecimiento que las
obtenidas en el presente trabajo. Por otro lado, mientras que los autores obtuvieron las
mayores tasas de crecimiento y supervivencia en peces alimentados con dietas
suplementadas con vitamina C, en el presente estudio no se observéd un efecto significativo

de la vitamina C sobre el crecimiento de M. estor.

Tampoco hubo un efecto significativo de la vitamina C sobre la fecundidad del pez blanco,
en términos de numero promedio de desoves y nimero de huevos producidos por desove,
asi como tampoco sobre el porcentaje de fertilizacion. Existen varios estudios en otras
especies de peces como el bacalao (Gadus morhua), la perca europea (Dicentrarchus
labrax) y el lenguado (Scophthalmus maximus), en los que no encontraron un efecto

significativo del ascorbato sobre la fertilizacion y la supervivencia de los embriones
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(Mangor-Jensen and Holm,1994; Terova et al; 1998; Lavens et al; 1999). Dabrowski &
Ciereszko (2001) atribuyen dichos resultados a la corta duracion de estos experimentos (de
2 a 3 meses), lo que no permite que haya una reduccion suficiente de las reservas de acido
ascorbico en los peces que se alimentan con dietas deficientes de vitamina C. En el caso de
este estudio, el experimento tuvo una duracion de 6.5 meses, y los resultados obtenidos
pudieron deberse mas que a una corta duracion, a que la diferencia de vitamina C entre la
Artemia congelada con suplemento y aquella sin el suplemento de esta vitamina, fue solo
de 63 pg g ' (peso seco), que pudo no ser suficiente para mejorar la fecundidad y las tasas

de fertilizacion.

Pavlidis et al. (2004) encontraron que la proporcion sexual tiene un efecto en el
rendimiento de los desoves en Dentex dentex, y que con una relacion 1:1 (hembras:
machos) habia mayor produccion de huevos, porcentajes mas altos de huevos viables,
mayor numero de desoves y fecundidades relativas mas altas, que con proporciones de
492:18 y 19:43. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, la proporcion
sexual causo un efecto sobre el porcentaje de huevos viables y las tasas de fertilizacion de
M. estor, siendo también la proporcion 1:1, la que ofrecidé mejores resultados. Sin embargo,
estos resultados no son conclusivos, debido a que no se sabe si todos los machos aportaron
esperma o si todas las hembras ovipositaron, durante los desoves. Asi, aunque una
proporcion igual de hembras y machos ofreciera los mejores resultados, puede llegar a
suceder que solo pocos de los machos sean los padres de los huevos fertilizados y que las
tasas de fertilizacion obtenidas, se deban mas a la proporcion hembras “sexualmente
activas” : machos “sexualmente activos” que a la proporcion sexual de cada tanque. En el
presente estudio fue imposible determinar si todos los peces se reprodujeron, ni cuantas
hembras y cuantos machos de cada tratamiento aportaron huevos y esperma. Por tal razén,
no se pueden tener conclusiones precisas acerca de la influencia de la proporcion sexual

sobre las tasas de fertilizacion obtenidas en M. estor.

Como se menciond anteriormente, la produccion de huevos viables no varid
significativamente entre los primeros siete desoves consecutivos (tabla 6), en ambos

tratamientos; lo cual significaria que se puede tener una produccion continua de huevos sin
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que se reduzca su viabilidad, por lo menos durante siete desoves consecutivos, lo cual seria
deseable para propositos de produccion de crias de pez blanco. La calidad de los huevos
con respecto a los porcentajes de oculacion 'y eclosidbn tampoco vario
significativamente entre los tres primeros desoves consecutivos. Seria necesario evaluar la
calidad de huevos con respecto a estos parametros durante mas desoves para poder

determinar con cuantos desoves sucesivos se pueden producir huevos sin que se reduzca su

calidad.

Se ha encontrado en algunos camarones cultivados con capacidad de desoves multiples, un
deterioro en la calidad de los huevos en desoves sucesivos después de la ablacion, debido
presumiblemente a que el tiempo disponible entre desoves es insuficiente para la
acumulacion de nutrientes (Beard and Wickins, 1980). Racotta et al. (2003) hacen una
revision de las consecuencias del agotamiento reproductivo por desoves consecutivos en la
calidad de huevos y larvas de diferentes especies. Sin embargo, segiin Marsden et al.
(1997) esta influencia negativa puede ser contrarrestada con dietas de mejor calidad para
los reproductores. Wyban et al. (1997) confirman esta aseveracion al encontrar que la
influencia negativa del tiempo en los desoves consecutivos se contrarresta al suplementar
las dietas de reproductores de camardén con paprika (que ademds de aportar ciertos
pigmentos, aporta calcio, vitamina A y vitamina C). Es posible que el suplemento con
vitamina C en las dietas de los reproductores de pez blanco, pudiera tener un efecto similar

sobre el desempefio reproductivo durante los primeros siete desoves.

Sin embargo, la hipdtesis anterior quedaria rebatida, si se tiene en cuenta que se tomo el
nimero de huevos producidos y el porcentaje de huevos viables por tanque y no por
hembra. Es posible que no todas las hembras desovaran sincronicamente y que cada desove
no correspondiera a huevos producidos por todas (o la mayoria de) las hembras. Asi puede
ser que cada desove correspondiera a  huevos de diferentes hembras, sin que
necesariamente fueran desovadoras consecutivas. Durante el experimento fue imposible
determinar si las hembras de pez blanco desovaron sincronicamente o si los siete desoves
evaluados correspondieron a hembras diferentes. Por ello, es necesario realizar mas

estudios para determinar si las hembras de M. estor desovan cosecutivamente o no y poder
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afirmar que se puede tener una produccion continua sin afectar la calidad de los huevos y

las larvas.

En el primer desove se presentd una mejora significativa en el % de huevos oculados y las
tasas de eclosion en los huevos producidos por los reproductores que se alimentaron con
la Artemia enriquecida con vitamina C (N2), con respecto a los reproductores del
tratamiento N1 (Tabla 6). Igualmente, en el tercer desove hubo una mayor tasa de eclosion
de los huevos de reproductores alimentados con suplemento de vitamina C. Resultados
similares se han encontrado en otros peces en los que las tasas de eclosion de los huevos se
mejoran significativamente en peces alimentados con dietas con suplemento de vitamina C

(Lee and Dabrowski, 2004).

Se ha encontrado que el nivel de acido ascorbico de la dieta afecta las concentraciones del
mismo en las gonadas de variedad de peces como el bacalao (Gadus morhua), la trucha
arco iris (Oncohynchus mykiss, antes Salmo gairdneri) y otras especies como la tilapia
(Oreochromis mossambicus), que presenta incrementos significativos del nivel de AAT en
los ovarios cuando se suplementa la dieta con vitamina C (Soliman et al., 1986; Waagbo et
al., 1989; Mangor-Jensen and Holm, 1994; Bloom and Dabrowski, 1995). En la trucha arco
iris las concentraciones de AAT en los testiculos también se incrementan en respuesta al
incremento de vitamina C en la dieta, al igual que en machos de la perca canadiense (Perca
flavescens) (Ciereszko and Dabrowski, 1995; Lee and Dabrowski, 2004). Sin embargo, en
este estudio el suplemento de 4cido ascorbico en la dieta no afectod significativamente las
concentraciones de AAT en los ovarios y los testiculos de los reproductores de pez blanco,
lo que indica que no hubo un consumo Optimo de vitamina C para obtener mejoras

significativas en el potencial reproductivo.

Como se observa en la tabla 8, se presentaron diferencias significativas en los contenidos
de AAT de las gonadas entre hembras y machos del pez blanco. Resultados similares se han
encontrado en otras especies de peces como el lenguado (Limanda limanda) (Saborowski et
al., 1997); sin embargo, al parecer estas diferencias pueden variar de acuerdo a la capacidad

de los peces para sintetizar el dcido ascorbico. Moreau & Dabrowski (1998) no encontraron
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diferencias significativas en los niveles de ascorbato entre ovarios y testiculos en peces
capaces de sintetizar acido ascorbico. Aun se desconoce si el pez blanco puede sintetizar
de nuovo la vitamina C, pero se presume que no puede hacerlo y por lo tanto requiere

consumirla en la dieta.

Tampoco se presentaron diferencias significativas en el indice gonadosomatico (IGS) entre
los reproductores de M. estor que consumieron las dos dietas (N1 y N2), resultado que
concuerda con el obtenido en trucha arco iris por Ciereszko & Dabrowski (1995). Otros
autores reportan valores significativamente mas bajos de IGS en peces alimentados con
dietas sin vitamina C, comparado con peces alimentados con dietas suplementadas con la
vitamina (Lee and dabrowski, 2004). Seria importante observar en estudios posteriores los
efectos de una mayor inclusion de vitamina C en las dietas de pez blanco, sobre el indice

gonadosomatico de hembras y machos.

Los huevos viables obtenidos de reproductores alimentados con Artemia enriquecida con
vitamina C (N2), tuvieron una concentraciéon promedio de AAT de 15.08 + 2.28 pg g de
peso humedo. Sandnes et al. (1984) propusieron niveles de AAT en los huevos de 20 pug g
de peso himedo como limite minimo para un desarrollo normal de los alevines en trucha
arco iris, y sugirieron que el nivel de acido ascorbico de la dieta debe ser suficiente para
que los huevos tengan minimo esta concentracion de vitamina C. De acuerdo a esto,
Soliman et al. (1986) sugirieron que dietas con 125 mg de acido ascorbico / 100 g en peso
seco, son adecuadas para obtener mayores tasas de eclosion y una mejora en el rendimiento
reproductivo de la tilapia (Oreochromis mossambicus), al encontrar un contenido de AAT
en los huevos de 201.83 pg g de peso hiimedo. Por otro lado, Blom & Dabrowski
reportaron niveles de acido ascorbico por encima de 200 pg g en huevos obtenidos de
peces alimentados con dietas suplementadas con vitamina C (30 mg de acido ascorbico /
100 g en peso seco). Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente estudio, la dieta
suplementada con vitamina C contenia un nivel insuficiente de ascorbato (18.05 mg /100 g
en peso seco) para que los huevos alcanzaran la concentracion minima critica de 20 pg g

(peso huimedo).
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La cantidad de acido ascorbico total en los huevos colectados de las hembras fue de
11.78% y 10.81% del contenido de AAT en los ovarios para los tratamientos N1 y N2
respectivamente. Soliman et al. (1986) encontraron en Oreochromis mossambicus que los
huevos obtenidos de hembras alimentadas con dietas suplementadas con vitamina C,
contenian el 47% del contenido de ascorbato de los ovarios, valor mas alto que los
encontrados para los dos tratamientos en el presente estudio. Los autores sugirieron que el
bajo porcentaje de AAT de los huevos con respecto al de las gonadas, probablemente se
debe a limitaciones en la transferencia de ascorbato del ovario a los huevos y al
metabolismo del acido ascorbico. Los bajos porcentajes encontrados en este estudio,
ademas de deberse a esto, podrian deberse a la insuficiente cantidad de ascorbato

proporcionada en la dieta.

Al parecer, en algunos peces existe una transferencia activa de ascorbato del saco vitelino
al cuerpo de las larvas. En algunos peces Perciformes se ha observado que las
concentraciones de acido ascorbico se incrementan significativamente entre los huevos no
fertilizados y las larvas recién eclosionadas, mientras que en otros peces como la trucha
arco iris se ha observado que durante el desarrollo embrionario y la alimentacion exdgena
hay una reduccion entre el 20 y el 50% en las concentraciones de ascorbato (Knox et al.,
1988; Terova et al., 1998). Algunos autores (Dabrowski and Blom, 1994) atribuyen estas
discrepancias a que aparentemente haya problemas analiticos en los estudios en que se
encontrd un incremento de vitamina C entre los huevos y las larvas. A pesar de esto, en el
caso de M. estor se encontrd un incremento significativo en las concentraciones de AAT
entre los huevos fertilizados y las larvas de ambos tratamientos (Figura 1); seria necesario
realizar un nuevo experimento para observar si estos resultados se repiten y confirmar que

efectivamente hay un incremento en los niveles de ascorbato.

Las formas de ascorbil fosfato pueden ser una excelente fuente de acido ascorbico para los
peces (Wilson et al., 1989; Mustin and Lovell, 1992; Dabrowski et al, 1994; Shiau and
Hsu, 1995) y se ha comprobado que son formas biologicamente disponibles que se
transfieren a las génadas (Dabrowski and Blom, 1994). Aunque, en el caso del pez blanco,

se utilizé una de estas formas de vitamina C, esta no se incluy6 en un nivel suficiente en la
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dieta, para observar cambios significativos en las concentraciones de AAT en las gonadas y
mejorar el desempefio reproductivo. Seria necesario incluirlo en dietas artificiales para
obtener concentraciones mas altas de vitamina C que permitan determinar el requerimiento

de esta vitamina en los reproductores de pez blanco.

De los pardmetros de rendimiento reproductivo evaluados en el presente estudio, el
suplemento de vitamina C en la dieta inicamente afect6 las tasas de eclosion en el primer y
tercer desoves y la tasa de oculaciéon del primero. A pesar de que la vitamina C
proporcionada en el alimento suplementado (N2), fue suficiente para un crecimiento
normal, no fue suficiente para producir mejoras en los parametros reproductivos evaluados.
Con lo anterior, podria pensarse que, dentro de los pardmetros evaluados, las tasas de
eclosion y oculacion son los indicadores reproductivos mas sensibles a la deficiencia de
vitamina C y que no se presentaron diferencias en los demas, debido al bajo nivel de

suplemento.
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EFECTO DEL USO DE NAUPLIOSDE Artemia franciscana ENRIQUECIDOS CON
DIFERENTESNIVELESDE VITAMINA C SOBRE EL CRECIMIENTO Y
SUPERVIVENCIA DE JUVENILESDE PEZ BLANCO DE PATZCUARO (Menidia
estor Jordan 1880)
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Resumen

Se evaluo € efecto del uso de nauplios de Artemia franciscana enriguecidos con vitamina
C (L-Ascorbil-2-Polifosfato), en el crecimiento y supervivencia de juveniles de Menidia
estor. Se llevaron a cabo cinco tratamientos de enriquecimiento: AO: nauplios de Artemia
sin enriquecer; APO: enriquecimiento con aceite de higado de bacalao (AHB); AP15:
enriquecimiento con AHB y 15% de vitamina C; AP25: enriquecimiento con AHB y 25%
de vitamina C y AP35: enriquecimiento con AHB y 35% de vitamina. Los contenidos de
vitamina C promedio de los nauplios enriquecidos fueron 56.29, 71.30, 142.59, 345.82 y
509.45 g g™ en peso seco, respectivamente. Juveniles de pez blanco de 1.08 + 0.09 g de
peso inicia se aimentaron ad libitum tres veces a dia, con los nauplios de Artemia
enriquecidos a los diferentes niveles de vitamina C, durante 90 dias, tiempo en € cual se
evaluo e crecimiento de los peces, la eficiencia aimenticiay la supervivencia. Igualmente
se evalud €l contenido de vitamina C del higado de los peces. Se observé un claro efecto
del nivel de enriquecimiento de los nauplios, sobre €l crecimiento y la supervivencia de los
juveniles de M. estor. Los mejores crecimientos (p<0.05), en cuanto a peso final, peso
ganado (%), ganancia de peso individual (mg dia™) y tasa especifica de crecimiento (%), se
obtuvieron con los tratamientos AP25 (345.82 pg g) y AP35 (509.45 pg gb). Las més
bajas supervivencias se observaron con los tratamientos A0 y APO; |os demas tratamientos
no presentaron mortalidad. No hubo un efecto del nivel de enriquecimiento sobre la
acumulacion de vitamina C en € higado de los peces. Se concluye que los tratamientos
AP25 y AP35 son los mejores, a producir las mejores respuestas de crecimiento,
utilizacion de alimento y supervivencia en los juveniles de pez blanco. Bgjo las condiciones
del experimento, niveles de vitamina C entre 345.82 y 509.45 pg g* (base seca) en los
nauplios de Artemia enriquecidos, serian apropiados para obtener mejor crecimiento y

supervivenciaen los juveniles de M. estor.

Palabras Clave: nauplios de Artemia franciscana; enriquecimiento con L-Ascorbil-2-

Polifosfato (AsPP); juveniles de Menidia estor; crecimiento; supervivencia.
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I ntroduccion

El pez blanco de Patzcuaro, Menidia estor, es un pez de agua dulce que aparentemente
conserva caracteristicas de sus antecesores marinos, tales como la eurihalinidad, un destete
tardio y sus preferencias zooplanctofagas (Martinez-Palacios et al; 2006). Es por esto que
en e cultivo de esta especie se utiliza aimento vivo (Brachionus plicatilis y Artemia
franciscana) para las primeras etapas de desarrollo e incluso para los juveniles y adultos.
Debido a gue aliin no se cuenta con unaformulacién artificial que substituya completamente
la Artemia, aln se depende del uso de este alimento vivo en e cultivo de esta especie.

Aungue ya se conocen |os requerimientos de proteina del pez blanco (Martinez-Palacios et
al; in press), los requerimientos de otros nutrientes para los juveniles de esta especie aln
no estén suficientemente documentados. Durante el desarrollo de las técnicas de cultivo del
pez blanco, se han observado diferentes signos patol 6gicos tales como lordosis, escoliosis,
hemorragias y exoftalmia entre otros, los cuales pueden ser indicios de deficiencias
nutricionales, especificamente de algunas vitaminas como e acido ascorbico y otros

micronutrientes.

El &cido ascorbico es generalmente considerado como un componente esencial de la dieta
para los organismos en las diferentes etapas de cultivo (Merchie et al; 1997). Debido a que
la mayoria de peces no pueden sintetizar la vitamina C, son dependientes de un suministro
constante de cantidades adecuadas de esta vitamina a través de la dieta. El pez blanco
parece no ser la excepcion, por lo que es importante determinar |os requerimientos de &cido

ascorbico para un dptimo rendimiento de los peces en cultivo.

El valor nutritivo de la Artemia puede cambiar entre poblaciones geograficas, entre
especies y entre desoves de diferentes afios. Por € emplo, estos factores pueden influenciar
significativamente las concentraciones de vitamina C en los quistes y en los nauplios
recién eclosionados, y por consiguiente su valor nutricional paralos peces (Sorgeloos et al;
2001).
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Debido a que los nauplios de Artemia son consumidores no selectivos de particulas, es
posible manipular su valor nutritivo, con laincorporacion de diferentes clases de productos,
mediante métodos simples como la bioencapsulacion o enriquecimiento. El
enriquecimiento de Artemia es ampliamente utilizado en la produccion de peces marinos'y
crustaceos para incrementar su valor nutritivo. Se ha tenido un progreso considerable en €l
incremento del valor nutritivo de la Artemia para su uso como alimento, mediante €l
desarrollo de procedimientos de enriquecimiento con acidos grasos esenciales (L éger et al;
1987) y mas recientemente con otros componentes especificos como vitaminas y
pigmentos, con e fin de suplir los requerimientos nutricionales de los peces y crustéceos
cultivados. Por gemplo, se ha demostrado que se pueden incorporar niveles altos de
vitamina C en el alimento vivo mediante estas técnicas de bioencapsulacion (Merchie et al;
1995 a).

Para incorporar vitamina C extra en los nauplios de Artemia en una forma estable y
biodisponible mayormente se utiliza ascorbil pamitato, fuente estable de acido ascérbico
de caracter lipofilico, € cua es incorporado mediante técnicas de bioencapsulacion
utilizadas para e enriquecimiento con &cidos grasos (HUFA). Recientemente se ha
empezado a utilizar ascorbil-2-fosfato, forma particulada de acido ascorbico préacticamente
insoluble en agua (Smith et al, 2004 a) para enriquecer la Artemia. Smith et al (2004 b)
demostraron que los niveles enddgenos de acido ascérbico en nauplios y juveniles de
Artemia se pueden incrementar efectivamente utilizando técnicas de bioencapsulacion con
esta forma particulada de vitamina C, la cual puede ser til parala suplementacion de acido
ascorbico en e cultivo de peces marinos y crustéceos, especia mente aquellos que requieren

presas de mayor tamario.

Numerosos estudios han demostrado el efecto positivo del alimento vivo enriquecido sobre
el crecimiento y la supervivencia de varias especies de peces cultivadas (Tuncer and
Harrell, 1992; Mourente et al., 1993; Ozkizilcik and Chu, 1994; Merchie et al., 1997,
Gapasin et al., 1998). Se ha encontrado en algunas especies de peces y crustaceos que la

incorporacion de écido ascorbico en el alimento vivo tiene un efecto pronunciado en el
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crecimiento y la resistencia al estrés, ademas de estar correlacionada con niveles altos de

esta vitamina en los tgjidos (Merchie et al.,1995 a, b).

Para evaluar las necesidades dietéticas de acido ascorbico en los juveniles de M.estor se
utilizaron nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con acidos grasos y vitamina C
estabilizada (L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35). Para ello se evalud
el efecto de la alimentacién con los nauplios con cinco niveles de enriquecimiento en €

crecimiento y supervivenciade los juveniles.

M etodologia

Peces experimentales

Se obtuvieron juveniles de pez blanco M. estor a partir de huevos en € Laboratorio de
Nutricion y Acuicultura del Ingtituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturaes
(Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo), Morelia, Michoacan, México.
Después de la eclosion, las crias fueron mantenidas con rotiferos (Brachionus plicatilis) y
nauplios de Artemia franciscana durante los primeros 30 dias, a cabo de los cuales fueron
destetadas y mantenidas con una dieta estandar (40% proteina, 10% lipidos) y Artemia
hasta 15 dias antes del experimento. Durante los 15 dias previos a experimento, |os peces
fueron aclimatados al sistema experimental y se alimentaron Unicamente con nauplios de

Artemia franciscana.

Protocolo experimental

Se realizd un experimento que consté de 5 tratamientos con tres repeticiones cada uno,

teniendo un total de 15 unidades experimentales:

Tratamiento 1: Alimentacion con nauplios de Artemia franciscana sin enriquecer (A0)
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Tratamiento 2: Alimentacion con nauplios de Artemia enriguecidos con aceite de higado de
bacalao (APO)

Tratamiento 3: Alimentacion con nauplios de Artemia enriguecidos con aceite de higado de
bacalao y 15% de vitamina C* (AP15)

Tratamiento 4: Alimentacion con nauplios de Artemia enrigquecidos con aceite de higado de
bacalap y 25% de vitamina C* (AP25)

Tratamiento 5: Alimentacion con nauplios de Artemia enriguecidos con aceite de higado de
bacalao y 35% de vitamina C* (AP35)

* Porcentaje de inclusion de vitamina C en la emulsion.

El experimento se llevo a cabo en un sistema cerrado de recirculacion consistente en 15
tanques de fibra de vidrio de 50 litros de capacidad (cada uno con aireacion constante y un
flujo continuo de agua de 1L / min.) un sedimentador y un filtro bioldgico. La temperatura
del agua se mantuvo a 25.0 + 0.58° C y la salinidad @ 5.5 + 0.90 g L™, con un fotoperiodo
de 12L: 120. Los valores promedio de oxigeno disuelto, pH, nitritosy amonio fueron 6.1 +
0.27mgL™ 81+0.14,0.03+0.00 mg L™y 0.0 mg L™, respectivamente.

Juveniles de pez blanco de 1.08 + 0.09g de peso promedio fueron sembrados al azar en los
15 tanques (10 peces por tanque; cada tanque correspondio a una unidad experimental) y se
alimentaron ad libitum tres veces a dia con los nauplios de Artemia enriquecidos a los
diferentes niveles de vitamina C, durante 90 dias. Cada mes los animales fueron pesados
mediante el uso de anestesia con benzocaina a una concentracion de 24 mg/L. Diariamente
se anoto la supervivencia en cada uno de los tanques. Al final del experimento, un grupo de
peces se sacrificoO para evaluar €l contenido de vitamina C del higado, para lo cua se
congelaron a -80°C hasta el momento de su andlisis. Ademés de evaluar la supervivenciaen
cada tratamiento, con los datos de peso y aimento consumido, se evalud el crecimiento de
los pecesy laeficiencia alimenticia
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Enriguecimiento de los nauplios de Artemia franciscana

L os nauplios de Artemia se enriquecieron con emulsiones (aceite/agua) de aceite de higado
de bacalao y vitamina C (L-Ascorhil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35)' en
diferentes proporciones, para las cuales se utilizo lecitina de soya liquida como agente
tensoactivo. (Los nauplios para €l tratamiento AO no fueron enriquecidos). Las emulsiones

se prepararon de la siguiente manera:

Se pesaron el aceite de higado de bacalao, la lecitina de soya y la vitamina C" (tabla 1)
(paralaemulsién del tratamiento APO no se utilizo vitamina C). Para el tratamiento APO, se
disperso la lecitina de soya en € aceite y para los demas tratamientos (AP15, AP25 y
AP35), se dispersaron la lecitina y la vitamina C en e aceite. En cada caso, una vez
obtenida la dispersién, se empez6 a afadir gota a gota a un litro de agua, mientras se
homogenizaba a baja velocidad en un homogenizador Power Gen® Fisher Scientific®.
Durante e proceso de homogenizacion se utilizd un recipiente con hielo alrededor del
contenedor de la emulsién para evitar el calentamiento de la misma y mantener una
temperatura menor a 30° C, evitando asi la separacién de las fases (aceite/ agua). Una vez
que se termind de incorporar la dispersion, se homogenizo la mezcla a méxima velocidad
durante un minuto. Las emulsiones asi obtenidas, estaban listas para € proceso de

enriquecimiento.

Se utilizaron quistes de Artemia Franciscana Salt Creek®, los cuales, después de un

proceso de decapsulacion'" fueron incubados por 24 horas en agua ¥ aunasalinidad de 35y

' Para garantizar un tamafio de particula adecuado para los nauplios de Artemia, antes de preparar las
emulsiones € L-Ascorbil-2-Polifosfato fue pasado por un molino (cyclotec®, Foss tecator® 1093) para
obtener particulas menores a 20pm.

"' La vitamina C utilizada contenia € 35% de ingrediente activo, factor que se tuvo en cuenta a la hora de
pesarla para la preparacion de las emulsiones. Asi 0.26g (tabla 1) contienen 0.09g de ingrediente activo,
valor que corresponde al 15% del peso del aceite de pescado + la lecitina de soya; 0.43g contienen 0.15¢g de
ingrediente activo, correspondiendo a 25% y 0.6g contienen 0.21g de ingrediente activo, que corresponde al
35%.

"' El proceso de decapsul acion de los quistes se llevo a cabo de acuerdo ala metodol ogia descrita por Dhont
et al. (1993).
V0.8 g de quistes de Artemia franciscana por litro de agua.
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una temperatura de 28° C, con iluminacién constante, hasta su eclosion. Una vez
eclosionados, se mantuvieron los nauplios en agua limpia a la misma salinidad y una
temperatura de 25° C durante 24 horas mas, para esperar a que los nauplios pasaran al
segundo estado larvario y garantizar que se alimentaran a la hora de enriquecerlos. Al cabo
de este tiempo se enriquecieron los nauplios en 24 horas. Para cada tratamiento la emulsion
fue adicionada en dos dosis: una al inicio del enriquecimiento y la segunda a las 12 horas
(Dhont et al., 1993; Merchie et al., 1995); se mantuvo aireacion constante para mantener
los niveles de oxigeno disuelto por encima de 4 mg L™y una temperatura controlada de
25°C.

Tabla 1. Composicién de las emulsiones preparadas para |os tratamientos de enriquecimiento. Los datos se

expresan en g para cada Litro de medio de enriquecimiento.

Ingrediente APO AP15 AP25 AP35
Aceitedepescado’ 0.4 0.4 0.4 0.4
L ecitina de soya 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina C? 0 0.26 0.43 0.6
! Aceite de higado de Bacalao

\itamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Say-C® 35 (DSM Nutritional
Products)

El sistema en e que se enriquecieron las Artemias consistio en 12 cubetas plésticas de 5L
de capacidad, con aireacion constante (3 cubetas por nivel de enriquecimiento), en un
sistema de bafio Maria para mantener la misma temperatura (=25° C) en todos los
tratamientos. Después de las 24 horas de enriquecimiento, se colectaron los nauplios, se
lavaron y se mantuvieron en agua salina limpia a 4° C con aireacion leve', entre las tres
dosis de alimentacion de los peces. Este procedimiento se llevé a cabo diariamente. En la

tabla 2 se muestran las concentraciones promedio obtenidas de vitamina C en los nauplios

V' Los nauplios se almacenan vivos a dicha temperatura con aireacion leve para evitar que se precipiten al
fondo y sufran sofocacion. Segin Merchie et al.(1995) los nauplios enriquecidos mantienen su valor
nutricional con respecto a la vitamina C si se amacenan a 4° C durante maximo 24 horas. De la misma
manera a temperaturas menores a 10° C se asegura que los écidos grasos altamente insaturados (HUFAS) no
sean metabolizados durante el almacenamiento (Dhont et al., 1993).
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enriquecidos con los diferentes tratamientos, los cuales se proporcionaron a los peces

durante el experimento.

Tabla 2. Concentracién de vitamina C (é&cido ascorbico total) (g g™ peso seco) obtenida en los nauplios
enriquecidos con los diferentes tratamientos (L os datos se expresan en valores promedio + S.E. Vaorescon €

mismo superindice no presentan diferencias significativas).

Tratamiento Contenido de vitamina C
(ug g™ peso seco)

A0 56.29+ 7.74%
APO 7130+ 4.19°
AP15 142.59 + 18.19°
AP25 345.82 + 4.49°
AP35 509.45 + 29.73"

Parametros de crecimiento

Con los datos de peso y aimento consumido, se evalud el crecimiento y eficiencia
alimenticia de los peces alimentados con las diferentes dietas. Se calcularon el peso ganado
(PG), la ganancia de peso individual (GPl), la tasa especifica de crecimiento (TEC), €
alimento consumido individual (ACl) y latasa de conversion aimenticia (TCA), utilizando

las siguientes formulas:

PG (%) = 100 * (Peso final - Pesoinicial) / Peso inicial
GPI (mg dia™) = Peso Ganado individual (mg) / tiempo (dias)

TEC (% dia™) = 100 * [Ln(Peso final) — Ln(Peso inicial)] / Tiempo (dias)

ACI (mg dia®) = [¥. (aimento consumido (mg) / nimero de individuos) ty, ta,... ty] /
Tiempo (dias)

TCA =ACI / GPI
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M étodos analiticos

Andlisis de vitamina C

L os peces congelados fueron disectados en frio para extraer los higados, utilizando como
base una lamina de acero inoxidable sobre hielo. Los tejidos hepaticos extraidos se pesaron
y se analiz6 su contenido de vitamina C. Se determind € acido L-ascorbico de los nauplios
enriquecidos y de los higados de los peces por cromatografia de liquidos de alta resolucion.
Tanto nauplios como tejidos, se homogenizaron en un buffer de acetato de sodio frio (pH
4.8). Los extractos se dividieron en dos partes. la primera para la deteccion de la linea base,
tratandola con enzima ascorbato-oxidasa durante 30 minutos; la segunda para la deteccién
de &cido L-ascorbico, afiadiendo 1,4-Ditioeritritol. Previo a andisis en e cromatégrafo los
extractos se deproteinizaron con &cido perclorico a 10% y se centrifugaron a 12000 G, a
una Temperatura de 2° C durante 10 minutos (Papp et al., 1998). Los sobrenadantes se
filtraron (utilizando filtros de membrana de 0.45 pum) y se inyectaron en el cromatégrafo de
liquidos (isocratic single column system, Agillent 1100 series). Se utilizo un buffer (fase
movil o eluente) de acetato de sodio 0.04M (con EDTA 0.05 mM y fosfato de
tetrabutilamonio 0.5mM, pH 3.76), a una temperatura de 23° C, con un flujo de 0.5 mL/min
y una presion de 65 Bar. Se utiliz6 una columna Lichrosorb RP-18 (4.6 x 200mm, Agillent)
y lalectura de picos se realiz6 en e espectro UV visible a unalongitud de onda de 254 nm.
Para todos los andlisis se utilizaron reactivos ultrapuros de J.T. Baker (EUA), Fluka
(Suiza), SIGMA (Alemania) y Aldrich (EUA), y para la filtracion de buffers y
homogenados se utilizaron filtros de membrana Durapore (Millipore) de 0.45 pum.

Andlisis de datos

Con los datos de peso de peces e higados se determiné el indice hepatosomatico (IHS) de los

peces de cada tratamiento, mediante la siguiente formula:

IHS (%) = [peso del hepatopancreas (g) / peso del pez (g)] * 100
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Tanto los resultados obtenidos del contenido de vitamina C de los nauplios de Artemia 'y de
los higados de los peces, como |os de parametros de crecimiento, se sometieron a andlisis
de varianza (ANOVA) a una via y para comparar las medias entre los tratamientos se
llevaron a cabo pruebas post-hoc de Tukey (o = 0.05). Los datos de supervivencia se
sometieron a un andlisis de Kruskal-Wallis, debido a que no cumplian los supuestos de
normalidad. Para cada uno de los tratamientos se aplicO un modelo de regresion
logaritmica (y = a Ln(x) + yo) con los datos de peso promedio contra tiempo y se
compararon las pendientes obtenidas, mediante un ANOVA de una via utilizando
igualmente una prueba post-hoc de Tukey (o = 0.05). Todos los andlisis se realizaron
utilizando el programa estadistico MINITAB (versiéon 13.32) (MINITAB INC).

Resultados

El nivel de enriquecimiento de los nauplios de Artemia franciscana, tuvo un claro efecto
sobre el crecimiento de los juveniles de M. estor (Figura 1). En la tabla 3 se muestran los
pardmetros de crecimiento y utilizacién del alimento de los juveniles de pez blanco
sometidos a los diferentes tratamientos. Los mejores crecimientos, en cuanto al peso final
(mg), peso ganado (%) y ganancia de peso individual (mg dia®), se obtuvieron en los
tratamientos AP35 y AP25, mientras que la mejor tasa de conversion aimenticia se
presentd en los peces del  tratamiento AP35. Como se observaen lafigura 2, se presentaron
diferencias significativas de supervivencia entre los peces aimentados con Artemia sin
adicion de vitamina C y los alimentados con Artemia adicionada con esta vitamina
(p<0.05). Por otro lado, hubo incidencia de algunos signos de deficiencia de vitamina C,
aungue esta no fue significativa (p>0.05). En €l tratamiento A0 se presentaron signos como
cataratas (1 individuo), exoftaimia (1 individuo) y hemorragias (2 individuos), después del
dia 19 de experimentacion. En el tratamiento APO después del dia 43 se observaron casos
de exoftalmia (3 individuos) y lordosis (2 individuos), mientras que en el tratamiento AP15
sblo se observé un caso de cataratas después del dia 31. En ninguno de los demés

tratamientos se presentaron signos patol dgicos de deficiencia de vitamina C.
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No hubo un efecto del nivel de enriquecimiento de los nauplios de Artemia sobre la
acumulacion de vitamina C en el higado de los peces. Al analizar € contenido de vitamina
C, como acido ascorbico total (AAT), de este 6rgano en los peces muestreados no se

observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes tratamientos (figura 3).
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Figural. Crecimiento (Valores promedio de tres repeticiones + S.E.) de los juveniles de pez blanco alo largo
del experimento (AO: Artemia sin enriquecer; APO: Artemia enriquecida con aceite de pescado (AP); AP15:
Artemia enriquecida con APy 15% de vitamina C; AP25: Artemia enriquecida con APy 25% de vitamina C;
AP35: Artemia enriquecida con AP y 35% de vitamina C). Indices diferentes indican diferencias

significativas (p<0.05) entre las pendientes de las curvas de regresion, representadas por |lineas punteadas.
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Figura 2. Supervivencia (Valores promedio de tres repeticiones + S.E.) de los juveniles de pez blanco
aimentados con nauplios de Artemia a diferentes niveles de enriquecimiento. (AO: Artemia sin enriguecer,
APO: Artemia enriguecida con aceite de pescado, AP15: Artemia enriquecida con aceite de pescado y 15% de
vitamina C, AP25: Artemia enriquecida con aceite de pescado y 25% de vitamina C, AP35: Artemia
enriquecida con aceite de pescado y 35% de vitamina C). Indices diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05).
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Figura 3. Concentracion de &cido ascorbico total (AAT) (ug.g™) (valores promedio + S.E., n> 8) en el higado
de los peces alimentados con los nauplios de Artemia con diferentes niveles de enriquecimiento. No se

presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05).



Tabla 3. Parametros de crecimiento y eficiencia alimenticia (valores promedio de tres grupos £ S.E.) de los juveniles de pez blanco

sometidos a |os diferentes tratamientos. Valores con el mismo superindice no presentan diferencias significativas entre tratamientos.

TRATAMIENTO Peso inicial Peso final Peso ganado Peso ganado GPI ACI TCA TEC
(mg) (mg) (mg) (%) (mg/dia) (mg /dia) (%/dia)
A0 063.33+18.56°  2190.48+97.71%  1227.14+59.59% 127.17+581%  13.63+0.88°  20.39+0.0° 151+0.09*  0.91+0.03%
APO 1100.00+63.50° 2594.44+229.61%  1494.44+283.61%  139.34+31.92° 16.60+3.15%  20.39+0.0° 1.35+0.31*  0.95+0.16%
AP15 1066.67+32.83%  2833.05£53.43°  1766.36+46.62% 165.94+7.26°  19.63+t0.52®  20.39+0.0° 1.04+0.03®  1.09+0.03%
AP25 1123.33+56.962 3226.67+99.05*°  2103.33+102.03" 188.50+15.75% 23.37+1.13°  20.39+0.0° 0.88+0.04°  1.17+0.06®
AP35 1133.33+54.57% 3633.33+132.83°  2500.00+83.27° 220.98+5.66°  27.78£0.92°  20.39+0.0°  0.74+0.02°  1.29+0.02°

GPI: Ganancia de peso individual
ACI: Alimento consumido individual en base seca
TCA: Tasa de conversion alimenticia

TEC: Tasa especifica de crecimiento
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Discusion

Los niveles promedio de &cido ascérbico obtenidos en los nauplios de Artemia enriquecidos
(entre 142.6 y 509.4 ug g, peso seco) difieren notablemente de aquellos obtenidos por
otros autores que utilizaron la misma forma de acido ascorbico particulada (Ascorbil-2-
polifosfato: A2P), bajo condiciones similares de enriquecimiento. Por gemplo, Smith et
al. (2004) a enriquecer nauplios de dos dias de edad durante 24 horas a 28 °C,
obtuvieron niveles de 4cido ascorbico de 11080 pg g™ en peso seco. Sin embargo, cabe
anotar que los niveles originales de la vitamina en los nauplios no enriquecidos utilizados
por |os autores, fueron notablemente més altos (485 pg g*) que los niveles originales de
los nauplios en el presente experimento (entre 56.3 y 71.3 pg g). Esto reflgja la gran

variabilidad del valor nutricional que puede tener la Artemia entre un lugar y otro.

El suplemento de vitamina C tuvo un claro efecto dosis-dependiente sobre el crecimiento
de los juveniles de M. estor (Figura 1; tabla 3). Estos resultados concuerdan con los de
otros autores como Gapasin et al. (1998), quienes a proporcionar alimento vivo
enriquecido con &cidos grasos (HUFA) y vitamina C obtuvieron mayores crecimientos que
al proporcionar alimento sin enriquecer, en crias del sabalote Chanos chanos. De la misma
manera, Merchie et al (1995a) observaron efectos significativamente positivos de la
incorporacion de atos niveles de &cido ascorbico en el alimento vivo sobre el crecimiento
de larvas del bagre africano Clarias gariepinus. Otros autores no han encontrado el mismo
efecto sobre el crecimiento de otras especies de peces, debido a que los requerimientos de
vitamina C para un crecimiento 6ptimo son més bajos que los contenidos originales de los
nauplios de artemia utilizados (Merchie et al 1995 b; Merchie et al., 1996; Merchie et al.,
1997).

Los juveniles de M. estor que recibieron suplemento de vitamina C presentaron
supervivencias significativamente mayores que aguellos que no lo recibieron. Se ha
reportado para crias de peces como €l bagre africano, la perca europea (Dicentrarchus

labrax) y el rodaballo (Scophthalmus maximus), que la supervivencia no se vio influenciada
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por € nivel de &cido ascorbico en la dieta debido a que los niveles de vitamina C del
alimento vivo no enriquecido superaba |os requerimientos de los peces (Merchie et al 1995
b; Merchieet al., 1996).

Como se observa en lafigura2 y en latabla 3, no se presentaron diferencias significativas
en la supervivencia y las respuestas de crecimiento y eficiencia alimenticia de los peces
alimentados con nauplios sin enriquecer y agquellos gque recibieron nauplios enriquecidos
con €l aceite de pescado, € cua contiene acidos grasos poli-insaturados (PUFA) y
dtamente poli-insaturados (HUFA). Es posible que la vitamina C por si sola hubiera
mejorado la supervivenciay el rendimiento en crecimiento de los juveniles de pez blanco,
pero no puede desecharse un efecto sinergistico de esta vitamina y los acidos grasos del
aceite utilizado. Se requiere llevar a cabo otros estudios para poder determinar si existe tal

efecto del &cido ascorbico junto con los acidos grasos sobre el rendimiento del pez blanco.

Como se menciond anteriormente, los peces sometidos a los tratamientos con mas bajos
niveles de vitamina C, es decir, los que recibieron Artemia sin suplemento de esta vitamina,
presentaron signos patolégicos de deficiencia, pero los casos fueron pocos para obtener
diferencias significativas. Estos peces, tuvieron un menor crecimiento que los que
recibieron alimento vivo enriquecido, lo cual indica que los niveles de acido ascérbico de
los nauplios de Artemia sin enriquecer no ocasionaron una presencia significativa de signos
patoldgicos y pudieron ser suficientes para suplir las necesidades bésicas de |os peces, pero

Nno para obtener crecimientosy supervivencia optimos.

La incorporacién de écido ascorbico (AA) en el aimento vivo esta correlacionada con altos
niveles de la vitamina en los tegjidos de los peces. El contenido de AA en los tejidos del
depredador se incrementa con el nivel de vitamina C del alimento vivo hasta el punto en
que hay una saturacion en las reservas de AA en los mismos (Merchie et al; 1995b).
Dabrowski (1990) sugiere que los niveles éptimos de vitamina C en la dieta son aquellos
que permiten e mantenimiento de una concentracion constante de AA en los tejidos de los
peces. En el presente estudio las concentraciones de AA en el higado de los peces no se

incrementaron con €l nivel de vitamina C de la Artemia y no se puede decir que las
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concentraciones llegaron a un nivel de saturacion; los resultados obtenidos pudieron
deberse a que los niveles de vitamina C suministrados en € alimento vivo, no fueron
suficientes para causar diferencias significativas en las concentraciones de AA del higado
entre |os peces de | os diferentes tratamientos.

Hilton et al. (1978) encontraron que la trucha arco iris mantiene relativamente constantes
los niveles de AA hepéticos a alimentarla con dietas suplementadas con 80 a 320 mg AA
Kg!, pero cuando se alimenta con niveles de AA de 1280 mg AA Kg* (12 veces €
requerimiento para un crecimiento normal), lavitamina C del higado se incrementa més del
doble. Los niveles de vitamina C proporcionados a los juveniles de pez blanco a través de
la Artemia en el presente estudio estuvieron entre 56 y 510 mg Kg™, y los niveles de AA
del higado se mantuvieron constantes. Seria necesario proporcionar alimento con mayor
inclusion de vitamina C para observar si ocurre un efecto parecido a observado en la

trucha.

Los niveles de AA del higado de los juveniles de pez blanco en este estudio no
sobrepasaron los 10 pg g™+ en peso hiimedo, concentraciones que se puede pensar, no
alcanzan los niveles de saturacion. Estas concentraciones son mas bajas que las encontradas
en e higado de los adultos silvestres de pez blanco (capitulo 1), entre 25y 46 ug g™ (peso
himedo), las cuales indican un buen estatus de la vitamina C en los peces. Para otras
especies como latrucha arco iris se han reportado niveles de saturacion de AA en el higado
de 109 pg g* (Blom and Dabrowski, 1995), los cuales son mucho mayores que los

encontrados en |os juveniles de pez blanco sometidos a | os diferentes tratamientos.

Merchie et al. (1997) concluyeron que en general los niveles de &cido ascorbico en los
nauplios de Artemia son suficientes para obtener un crecimiento y supervivencia normales
de la mayoria de larvas de peces y crustaceos; cosa que no se puede afirmar en el presente
estudio, debido a que los nauplios utilizados”' contenian niveles mucho més bajos que los
encontrados por los autores. En este caso, los nauplios de Artemia enriquecidos con aceite

V! Los nauplios utilizados se obtuvieron a partir de quistes de Artemia marca Salt Creek, provenientes del
Lago Salado, Utha, U.S.A.
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de higado de bacalao y vitamina C resultaron ser una dieta apropiada para €l crecimiento y
supervivencia de los juveniles de pez blanco, mientras que la Artemia sin enriquecer no
suplié completamente los requerimientos nutricionales de estos peces. Sin embargo, como
se menciond anteriormente, 1os niveles de vitamina C de la Artemia no enriquecida fueron

suficientes para no causar signos patol 0gicos de deficiencia de manera significativa.

No fue posible determinar los requerimientos de vitamina C para los juveniles de pez
blanco mediante el presente estudio, debido a que no se acanzaron niveles mayores de
&cido ascérbico en los nauplios de Artemia, que permitieran obtener una meseta en las
respuestas de crecimiento. Sin embargo, €l trabajo atestigua laimportancia de lavitaminaC
en e crecimiento, desarrollo y supervivencia del pez blanco. Bgjo las condiciones del
experimento, niveles de vitamina C entre 345.82 y 509.45 ug g™ (base seca) en los nauplios
de Artemia enriquecidos, serian apropiados para obtener mejor crecimiento y supervivencia

en los juveniles de M. estor.
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EVALUACION DE LOSREQUERIMIENTOSDE VITAMINA C EN
JUVENILES DE PEZ BLANCO DE PATZCUARO (Menidia estor Jordan 1880)
MEDIANTE EL USO DE DIETASARTIFICIALES
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Resumen

Se llevd a cabo un experimento para detlerminar € requerimiento de Vitamina C de
juveniles de Pez blanco (Menidia estor). Se eaboraron Sete dietas isoenergéticas (72222
KJ100g), con diferentes niveles de vitamina C (L-Ascorbil-2-Polifosfato) (25, 40, 80, 100,
125, 480 y 660 mg/Kg), y se evaduaron sus efectos sobre € crecimiento, supervivencia y
eficiencia dimenticia en juveniles de pez blanco de 1.3 + 0.08 gde peso inicid. Los peces
fueron dimentados a saciedad seis veces d dia con las diferentes dietas, durante 90 dias y

Se observaron los posibles sgnos externos de deficiencia de vitamina C.

Los dgnos de deficiencia obsarvados fueron hemorragias, lordoss, escolioss,
maformaciones Oseas, erosén de detas, exoftdmia, y cataratas, entre otros. Los peces
adimentados con las dietas con mayores concentraciones de vitamina C, presentaron una
menor incidencia (p<0.05) de signos de deficiencia que los dimertados con los niveles mas
bgos de edta vitamina. Los peces dimentados con los niveles mas bgos de vitamina C (25
y 40 mg/Kg) presentaron las més bgas supervivencias (19.3 y 30% respectivamente). No se
presentaron diferencias ggnificativas en la supernvivencia de los peces sometidos a los
demés tratamientos, la cud fue mayor (entre 35 y 52%). En generd, las tasas de conversion
dimenticia fueron dtas, bs mejores se presentaron a partir de los 80 mg Kg' (con vaores
entre 3.3 y 4.4). De acuerdo a los resultados obtenidos de crecimiento (Peso ganado %), se

obtuvo un requerimiento de vitamina C de 255 mg K g paralosjuveniles de Menidia estor.

Palabras Clave: Reguerimiento de vitamina C; juveniles de Menidia estor; crecimiento;

upervivencia; Sgnos de deficiencia externos.
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I ntroduccion

Debido a que muchas especies de peces no pueden sntetizar la vitamina C a partir de la D
glucosa, debido a la fdta de la enzima L-gulonolactona-oxidasa, Ultima enzima en la
biosintess ddl é&cido ascorbico (Sato and Undenfriend, 1978), es necesario suplir sus
requerimientos a través de la dieta El requerimiento de vitamina C para los peces varia de
acuerdo a la especie, la edad, la tasa metabdlica, € estado de sdud, las interrelaciones entre
nutrientes en la dieta, etc. (Gabaudan and Verlhac, 2001).

Se ha edablecido d requerimiento cuantitativo de la vitamina C para & crecimiento normd
de especies de peces de agua dulce como son € bagre de canal (chtalurus punctatus),
samon chinook Oncorhynchus tshawytscha), la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), la
tilgpia aurea (Oreochromis aureus) y la capa comun (Cyprinus Carpio), cuyos
requerimientos van desde 15 a 50 mg de vitamina C por Kg de dieta (NRC, 1993;
Gouillou-Coustans et al., 1998; Robinson and Li, 2002). Otras especies tienen un mayor
requerimiento, como es € caso de la tilgpia nildtica (Oreochromis niloticus), que requiere
420mg Kg ™ (Soliman et al., 1994).

También = ha establecido € requerimiento de vitamina C para € crecimiento norma de
algunas especies de peces marinos como la perca europea (Dicentrarchus labrax), que tiene
un requerimiento menor a 50 mg/ Kg (Kaushik, 2002); € pargo japonés Pagrus major),
que requiere menos de 200 mg/ Kg (Furuichi et al., 1990); €& sdmon atlantico (Salmo
salar), que crece normamente con niveles de &ido ascorbico de 50 mg/Kg (Ldl et al;
1989) y & hdibut (Hippoglossus hippoglossus), que requiere 750 mg/Kg en su estado
larvario (Rennestad et al., 1999). Por otro lado, se ha establecido € requerimiento de
vitamina C de especies de peces diadromos como € ayu ((Plecoglossus altivelis) que
requiere 116 mg de écido ascorbico por Kg de dieta (Xie and Niu, 2006).

La formacion de coldgeno es necesaria para un crecimiento  normal, debido a que este es €

mayor componente del esqueleto. Ademés de ser uno de los componentes principales de los
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huesos y catilagos, € colageno también es un componente importante de la pid y €
endotdio de los vasos sanguineos. La vitamina C juega un pape importante en la
formacion de colégeno. En los peces se ha encontrado que € &cido ascdrbico es consumido
rgpidamente en areas del cuerpo donde se forma @ coldgeno, como la pid, la deta caudd,
e catilago dd hocico, cabeza y mandibula, € cartilago de soporte de las branquias y los
huesos (Halver, 1972).

La sinteds de colageno es un proceso complgo que incluye sintess de proteinas,
modificaciones podtraducciondes, secrecion de proteinas y formacion de matrices
extracdlulares, cuyos pasos se dectan con las vaiaciones de vitamina C en la dida
(Basabe, 2000). Los componentes esenciales del coldgeno son los amino&cidos
hidroxiprolina e hidroxilisna La hidroxilacion de los resduos prolil y lisl, especificos dd
procolageno, es cadizada por enzimes hidroxilasas dependientes dd écido ascorbico. El
acido ascorbico mantiene € &omo de hierro progtético de las enziimas  Prolil y Lisl
hidroxilasa en @ estado reducido (ferroso), manteniendo asi su actividad. Los residuos de
hidroxiprolina contribuyen a la rigidez de la triple hélice dd  procoldgeno y une

carbohidratos para formar enlaces cruzados que le dan laintegridad estructural a colégeno.

Un inadecuado consumo de vitamina C en la dieta ocasona una actividad reducida de la
hidroxilisna en la formacién de colégeno. Este colégeno anorma produce la deformacion
de los tgidos catilaginosos (lordoss, escolioss, etc) (Masumoto et al, 1991).
Adiciondmente d coldgeno anorma tiene un punto de fusdén més bgo que d coldgeno
norma y la temperatra del agua parece afectar la incidencia de deformacion. Sato et al.
(1983) encontraron en trucha arco iris, que existe una mayor tasa de deformacion a mayores

temperaturas del agua, cuando los peces reciben dietas bgas en vitamina C.

Para determinar @ requerimiento de vitamina C de una especie de pez dada, @ primer paso
es edudiar su efecto sobre @ crecimiento, su edtatus fisologico y la capacidad de
dmacenamiento. En & capitulo 3 s evdud d crecimiento, supervivencia y
dmacenamiento dd &cido ascorbico en € higado de juveniles de pez blanco utilizando

dimento vivo enriquecido con diferentes niveles de vitamina C; sn embargo no fue posble
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edtablecer € requerimiento para los peces. En € presente etudio se utilizaron dietas
preparadas con diferentes nivees de vitamina C paa evduar € requerimiento de los
juveniles de edta epecie, en términos de crecimiento, supervivencia y aparicion de sgnos

externos de deficiencia

M etodologia

Peces experimentales

Se obtuvieron juveniles de pez blaxco M. estor a partir de huevos en € Laboratorio de
Nutricion y Acuicultura dd Indituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturdes
(Universdad Michoacana de San Nicolés de Hiddgo), Mordia, Michoacan, México.
Después de la ecloson, las crias fueron mantenidas con rotiferos (Brachionus plicdtilis) y
nauplios de Artemia franciscana durante los primeros 30 dias, a cabo de los cuaes fueron
destetadas y mantenidas con una dieta estandar (40% proteina, 10% lipidos) y Artemia
hasta 15 dias antes del experimento. Durante los 15 dias previos a experimento, los peces

fueron aclimatados d sstemaexperimenta y se dimentaron con Artemia franciscana.

Dietas experimentales

Se eaboraron sete digtas isoenergéticas (72222 KJ100g) en hojueas, con diferentes
nivdes de vitamina C (25, 40, 80, 100, 125, 480 y 660 mg/Kg), utilizando filetes de jure
(Caranx sp.) y huachinango (Lutjanus sp.), génada de atin (Thunnus sp.) y caamar (Loligo
$.) como fuentes de proteina (Tabla 1). Para enriquecer las dietas se utiliz vitamina C
edabilizada:  L-Ascorbil-2-Polifosfato  (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM  Nutritiona
Products).

Los filetes, d cdamar y las gbnadas se molieron separadamente en un Moalino de carne
(Torrey®), y se homogenizaron con agua en una licuadora (Ogterizer®). Pogteriormente se
pasaron por un homogenizador Power Gen® (Fisher Scientific®) hasta obtener una pasta

liquidasnfibras. Aparte se preparé una emulson con aceites de maiz y de pescado,
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Tabla 1. Composicién de las dietas daboradas para la evauacion dd requerimiento de vitamina C
de juveniles de M. estor. Los datos se expresan en g Kg™.

INGREDIENTE D25 D40 D80 D100 D125 D480 D660
Filetedejurel 246.6 246.6 246.6 246.6 246.6 246.6 246.6
Filete de Huachinango 108.6 108.6 108.6 108.6 108.6 108.6 108.6
Calamar 1018 1018 1018 1018 1018 1018 1018
Génada de attin 86.1 86.1 86.1 86.1 86.1 86.1 86.1
Almidén de maiz 226.1 226.0 2258 2256 2255 2231 2219
Aceite de pescado 61.7 61.7 61.7 61.7 61.7 61.7 61.7
Aceite de maiz 469 46.9 469 46.9 469 46.9 46.9
Lecitinade soya 100 100 100 100 100 100 100
BHT 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Premezcla de vitaminas® 400 40.0 400 40.0 400 40.0 400
Colina 10 10 10 10 10 10 10
VitaminaE 10 10 10 10 10 10 10
Vitamina C? 017 0.27 054 0.67 084 3.20 4.40
Premezclade minerales® 150 150 150 150 150 150 150
Mezclade Aglutinantes® 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0

1 Premezclas de vitaminasy minerales (DSM Nutritional Products).

2 Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM Nutritional
Products).

% Mezcla de cuatro aglutinantes; Goma aréabiga : suero de leche : alginato de sodio : carragenina ( 5:1:1:1) .

lecitina de soya y BHT (antioxidante), a la que se afiadié posteriormente una mezcla de
cuatro aglutinantes goma ardbiga, suero de leche, dginato de sodio y caragenina (en una
proporcion 5:1:1:1), disudtos en agua Més tarde se mezcld la pasta con los demés
ingredientes  (emuldon de aceites con los aglutinantes, dmidon, vitaminas, minerdes)
usando una mezcladora Hobart®, después de lo cud se obtuwo una pasta suave para
obtener hojudas. Las hojudas se eaboraron manuadmente, esparciendo la pasta en capas
finas sobre papd pladtificado con ayuda de una espétula y luego se secaron a 35° C durante
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12 horas en un secador de aire forzado. Las hojuelas obtenidas se quebraron manuamente,
Se pasaron por tamices de diferentes tamafios y se dmacenaron en un congelador a-20° C
hasta su uso. Se llevaron a cabo andliss de la composicion proxima y de contenido de
vitamina C de cada dieta (tablas 2 y 3).

Tabla 2. Composicién proximal de las dietas. Los datos se expresan en porcentaje del peso seco.
(ELN: Extracto libre de nitrogeno).

Dieta Proteina Lipidos Cenizas EL N* Humedad Energia
(%) (%) (%) (%) (%) (MJ/Kg)
D25 51.00 1040 324 35.36 11.31 223
D40 50.72 10.37 267 36.24 945 231
D80 52.49 1040 281 34.30 9.82 2240
D100 50.33 9.82 301 36.84 10.99 2210
D125 52.45 10.06 298 3451 1185 2230
D480 51.13 10.69 448 3370 10.06 2209
D660 50.54 1024 3.44 35.78 1047 213

* ELN = 100- (%proteina + %lipidos + %cenizas + %humedad)

Tabla 3. Concentracién de Vitamina C de las dietas experimentales

Concentracion devitaminaC

Dieta
(mg/Kgdieta)
D25 2517
D40 4041
D80 7825
D100 100.30
D125 127.28
D480 478.71

D660 658.60
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Protocol o experimental

El experimento constd de 7 tratamientos (correspondientes a las Sete dietas con diferentes
nivees de vitamina C), con tres repeticiones cada uno, teniendo un total de 21 unidades
experimentdes. Se llevd a cabo en un ssema cerrado de recircuacion consstente en 21
tanques de fibra de vidrio de 50 litros de capacidad (cada uno con aireacion congtante y un
flujo continuo de agua de 1L / min.) un sedimentador y un filtro bioldgico. La temperatura
del agua se mantuvo a 24.6 + 049 Cy la sdinidad a 5.9 + 0.95 g L%, con un fotoperiodo
de 12L:120. Los vaores promedio de oxigeno disudto, pH, nitritos y amonio fueron 6.2 +
0.77mgL™?, 7.8+ 0.25,0.05+0.02mg L™ y 0.0 mg L™, respectivamente.

Juveniles de pez blanco de 1.3 = 0.08 g de peso promedio, provenientes de diferentes
desoves, fueron sembrados d azar en cada tanque (cada tanque correspondié a una unidad
experimentd), a una densidad de 1 pez L™ (50 peces por tanque) y se dimentaron a
saciedad s&is veces d dia con las diferentes dietas, durante 90 dias. Diariamente se llevo un
registro del dimento consumido y de la supervivencia Mensudmente los animaes fueron
pesados mediante € uso de anestesia con benzocaina a una concentracion de 24 mg L.
Cada dia se observaron los peces con € fin de detectar posibles sgnos de deficiencia, taes
como: opérculos cortos, hemorragias, erosdn de detas, nado erré@tico, lordosis y escolios's,

entre otros.

Parametros de crecimiento

Con los datos de peso y dimento consumido, se evdud € crecimiento y €fidencia
dimenticia de los peces dimentados con las diferentes dietas. Se cacularon € peso ganado
(PG), la ganancia de peso individuad (GPl), la tasa especifica de crecimiento (TEC), €
dimento consumido individud (ACl) y la tasa de converson dimenticia (TCA), utilizando

las dguientes formulas:

PG (%) = 100 * (Peso find - Peso inidd) / Peso inicid

GPI (mg dia™) = Peso Ganado individua (mg) / tiempo (dias)
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TEC (% dia*) = 100* [Ln(Peso findl) — Ln(Peso inicid)] / Tiempo (dias)

ACI (mg dia™) = [? (dimento suministrado (mg) / nimero deindividuos) ty, ta,... t] /
Tiempo (dias)

TCA = ACI/ GPI

Métodos analiticos
Analisis proximales (bromatol 6gicos) de las dietas

Los andiss proximdes de las dietas s llevaron a cabo utilizando métodos esténdar
(AOAC, 2000). La humedad se anaiz6 mediante € secado de muestras a 105° C por 24
horas en una estufa de aire forzado; la proteina cruda (N x 6.25) por d méodo de Dumas
(Ebling, 1968), utilizando un andizador de Nitrogeno (Leco FP-528); € extracto etéreo
(lipidos) por extraccion, utilizando una unidad de extraccion automética Foss Tecator (2050
Soxtec Avanti); las cenizas por cacinacion en una mufla a 550° C y d extracto libre de
nitrogeno (carbohidratos) se cadculd mediante la formula ELN = 100 — (%proteina +
%lipidos + %cenizas + %humedad). Todos los andiss se llevaron a cabo por triplicado.

La estimacion de la energia de las diferentes dietas se caculd utilizando los vaores tipicos
de energia para proteinas (23.60 kJ.g?), lipidos (36.23 kd.g) y carbohidratos (17.2 kd.g™)
(NRC, 1993), multiplicandolos por € contenido de proteing, lipidos y carbohidratos de la
dieta respectivamente.

Andlisis de vitamina C

Se determiné d &cido L-ascorbico de las digtas por cromatografia de liquidos de dta
resolucion. Las dietas se homogenizaron en un buffer de acetato de sodio frio (pH 4.8). Los
extractos se dividieron en dos pates. la primera para la deteccion de la linea base,
tratandola con enzima ascorbato-oxidasa durante 30 minutos, la segunda para la deteccion

de &cido L-ascorbico, afadiendo 1,4-Ditiogritritol y la enzma fosfatasa acida
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(Fosfohidrolasa  Ortofosférica-monoester)  para romper los enlaces fosfato. Previo d
andisis en @ cromatografo los extractos se deproteinizaron con écido perclérico d 10% y
se centrifugaron a 12000 G, a una Temperatura de 2° C durante 10 minutos (Papp et al.,
1998). Los sobrenadantes se filtraron (utilizando filtros de membrana de 045 uym) y =
inyectaron en € cromatografo de liquidos (isocratic single column system, Agillent 1100
seies). Se utilizd un buffer (fase mévil o duente) de acetato de sodio 0.04M (con EDTA
0.05 mM vy fosfato de tetrabutilamonio 0.5mM, pH 3.76), a una temperatura de 23° C, con
un flujo de 0.5 mL/min y una presion de 65 Bar. Se utilizd una columna Lichrosorb RP-18
(4.6 x 200mm, Agillent) y la lectura de picos e rediz0 en @ espectro UV vishle a una
longitud de onda de 254 nm. Para todos los andisis se utilizaron reactivos ultrapuros de
JT. Baker (EUA), Fluka (Suiza), SIGMA (Alemania) y Aldrich (EUA), y para la filtracidn
de buffers y homogenados se utilizaron filtros de membrana Durgpore (Millipore) de 0.45

Jm.
Andlisis de datos

Los resultados obtenidos de parametros de crecimiento, consumo de dimento, presencia de
sgnos de ddficiencia y supervivencia s2 sometieron a andisis de varianza (ANOVA) a una
via 'y para comparar las medias entre los tratamientos se llevaron a cabo pruebas post-hoc
de Tukey (? = 0.05). Para cada tratamiento, se aplic6 un modelo de regresén de
crecimiento exponencid (y = a?®) con los datos de peso promedio contra tiempo; las
pendientes obtenidas se compararon mediante un ANOVA de una via utilizando igudmente
una prueba post-hoc de Tukey (? = 0.05). Todos los andiss se redizaron utilizando d
programa estadistico MINITAB (verson 13.32) (MINITAB INC).

La edimacion dd requerimiento de vitamina C se llevd a cabo mediante la obtencion de
una curva de dosis-repuesta, gplicando un modelo de regresén log normd, de cuatro
parametros, del Peso ganado (%) contra d nivel de vitamina C de la dieta, para lo cud se
utilizo d programa SSIGMA-PLOT (version 8.0).
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Resultados

En genead, € crecimiento de los juveniles dimentados con las diferentes dietas fue lento a
lo largo de experimento (Figura 1), con respecto a crecimiento observado en los peces
dimentados con nauplios de Artemia (capitulo 3). En la tabla 4 se observan las pendientes
obtenidas a aplicar los modelos de regresion de crecimiento exponencia (y = &) con los
datos de peso promedio contra tiempo. Las mayores pendientes se obtuvieron a partir de los
80 mg Kg?!, sn presentarse diferencias sgnificativas (p>0.05) con las dietas de mayor
contenido de vitamina C. Como se observa en la tabla 5, las meores respuestas de
crecimiento en cuanto ad peso ganado (PG) (%), y la tasa especifica de crecimiento (TEC)
(% diat) fueron obtenidas con las dietas con niveles de vitamina C entre 80 y 660 mg Kg>.
Tanto d peso find (mg), como & peso ganado (Mg) Yy la ganancia de peso individud (mg
dia!) de los peces, se incrementaron con @ aumento de vitamina C en la dieta hasta los 80
mg Kg!, a partir de los cudes no se presentaron diferencias significativas, d llegar a un
nive de 660 mg Kg' se presentd una reduccion significativa de estos pardmetros (p<0.05).
Las mejores tasas de conversion dimenticia (TCA) se presentaron en los peces dimentados
con niveles de vitamina C entre 80 y 660 mg Kg* (tabla 5. Las menores supervivendias se
obtuvieron con las dietas con mas bgo contenido de vitamina C (D25 y D40); no se
presentd diferencia Sgnificativa en la supervivencia de los peces dimentados con las deméas

dietas, que mostraron los mayores vaores (Figura 2).

Se observaron signos de deficiencia externos taes como eroson de detas, hemorragias,
lordosis, escoliosis, acortamiento del cuerpo, maformaciones Gseas a nivel de la cabeza y
hocico, exoftamia, cataratas, nado erdtico, protruson de intetino y heridas sin sanar con
desarrollo de hongos (Figura 3), siendo la eroson de detas y las hemorragias los Sgnos
més frecuentes (Figura 4). Se observé una clara tendencia a reducirse la presencia de signos
a medida que se incrementaba @ nivel de vitamina C de la digta. Los peces dimentados con
la digta D25 mostraron una mayor incidencia de signos de deficiencia (47 casos en
promedio) que los demas tratamientos (p<0.05), mientras que los peces dimentados con la
dieta D660 presentaron lamenor incidencia de sgnos (18 casos en promedio) (Figura5).
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Bgo las condiciones dd experimento, d andizar la curva de dods-respuesta del peso
ganado (%) contra el nve de vitamina C de la dieta, se obtuvo un requerimiento de 255 mg
K g paralosjuveniles de Menidia estor (figura6).
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Figura 1. Crecimiento de los juveniles de M. estor (valores promedio de tres repeticiones) alimentados con las
dietas a diferentes niveles de vitamina C (25, 40, 80, 100, 125, 480 y 660 mg vit C / Kg de dieta) durante 90

dias. Las lineas punteadas representan curvas de regresion.

Tabla 4. Comparacién entre las pendientes (b) de las curvas de crecimiento, obtenidas a aplicar el modelo de
crecimiento exponencial (y = a?), alos datos de peso promedio (mg) en relacion al tiempo (dias). Los datos

se presentan como el promedio de tres repeticiones. Indices diferentes indican diferencias significativas

(p<0.05).

Tratamiento Pendiente
D25 000287
D40 0.0027%
D80 0.0054°
D100 0.0065°
D125 0.0051™
D480 0.0060°

D660 0.0045%°




Tabla 5. Parametros de crecimiento y eficiencia alimenticia (valores promedio de tres grupos + S.E.) de los juveniles de pez blanco

alimentados con las diferentes dietas. Valores con los mismos superindices no presentan diferencias significativas entre tratamientos

(p>0.05).
Tratamiento Peso inicial Peso final (mg) Peso ganado (mg) Peso ganado GPI ACI (mg/dia) TCA TEC (%/dia)
(mg) (%) (mg/dia)

D25 1287.00+29.7 1642.86+57.14° 355.86+78.14° 27.76+6.52° 3.95+1.23% 38.29+4.63° 9.90+1.00° 0.27+0.06"
D40 1433.00+38.2 1807.20434.47% 374.20+7.47° 26.11£0.029°  4.16+0.08" 32.3243.17°  7.79+£0.92%  0.26+2.8e-4°
D80 1284.00+19.8 2105.95+44.05° 821.95+30.05™ 64.00+1.64° 9.13+0.33" 30.29+1.56° 3.33+0.29° 0.55+0.01°
D100 1193.00+55.1 2077.16+154.1° 884.16+115.09° 73.88+7.23° 9.82+1.28° 36.3140.15° 3.76+0.50° 0.61+0.05"
D125 1330.00£45.0 2061.12+67.78° 731.12+49.93% 54.93+3.25° 8.12+0.55™ 34.25+1.49°  4.27+0.43"™ 0.49+0.02°
D480 1253.33+14.7 2057.20+99.13° 803.87+92.41™ 64.07+7.01° 8.93+1.03% 35.53+1.70° 4.07+0.42° 0.55+0.05"
D660 1164.67+83.9 1764.72+113.9° 600.05+98.85" 51.65+8.93° 6.67+1.10 28.10+1.15°  4.44+0.70" 0.46+0.07°

GPI: Ganancia de peso individual
ACI: Alimento consumido individual

TCA: Tasa de conversién alimenticia

TEC: Tasa especifica de crecimiento
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Figura 2. Supervivencia (valores promedio de tres repeticiones) de los juveniles de pez blanco alimentados
con dietas a diferentes niveles de vitamina C (25, 40, 80, 100, 125, 480 y 660 mg Kg'l), durante 90 dias de
experimentacion. Indices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los datos finales de

supervivencia.
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Figura 3.
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Figura 3.
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Figura 3. Signos externos de deficiencia encontrados en los juveniles de M. estor: Hemorragias (a); erosion de
aletas (b); lordosis (c); escoliosis (d); malformaciones dseas (e), exoftalmia (f); cataratas (g); protrusion de

intestino (h); heridas sin sanar con desarrollo de hongos (i).
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O Exoftalmia

O cataratas

O Malformaciones éseas
O Otros signos

O Hemorragias

| Erosion de Aletas

Ndmero individuos

Tratamiento

Figura 4. Namero de individuos promedio por signo de deficiencia en los diferentes tratamientos (Dietas con

diferentes niveles de de vitamina C: 25, 40, 80, 100, 125, 480 y 660 mg Kg'l).
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Figura 5. Presencia de signos de deficiencia externos (nimero de individuos promedio) en los peces
alimentados con las dietas a diferentes niveles de vitamina C (25, 40, 80, 100, 125, 480 y 660 mg Kg™). (Las

lineas rojas dentro de cada caja indican el promedio, mientras que las lineas negras indican la mediana)
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Figura 6. Curva de dosis-respuesta usada para determinar el requerimiento de vitamina C de los juveniles de
pez blanco Menidia estor, aplicando un modelo de regresion Log Normal de 4 parametros, del Peso ganado
(%) contra el nivel de vitamina C de la dieta (mg Kg™) (Los puntos representan valores promedio de tres

grupos de peces + S.E.).

Discusion

El crecimiento de los peces en general fue bajo (tasas especificas de crecimiento entre 0.26
y 0.6 1% dia™), comparado con los peces alimentados con nauplios de Artemia (tasas de
crecimiento entre 0.91 y 1.29 % dia™) (capitulo 3). Considerando que los peces fueron
mantenidos a las mismas condiciones de temperatura, salinidad y densidad, e incluso en el
mismo sistema de recirculacion, ademas de que los experimentos iniciaron con peces de
tallas similares, es evidente que las dietas preparadas, no suplen los requerimientos para un
maximo crecimiento y supervivencia de los juveniles de pez blanco. Sin embargo, el nivel
de vitamina C de la dieta si tuvo influencia en el crecimiento y la supervivencia de los

peces.
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Como se observa, el nivel de vitamina C de la dieta tiene un efecto en el crecimiento de los
juveniles de M. estor, el cual se incrementa hasta un nivel de 80 mg Kg™', a partir del cual
no presenta diferencias significativas, hasta el punto en que a 660 mg Kg™' se reduce. Este
comportamiento se ha observado en otros peces como el hibrido de tilapia (Oreochromis
niloticus X O. aureus), cuyo crecimiento se incrementa con el nivel de vitamina C hasta un
nivel de 67.7 mg Kg™', después del cual, se reduce significativamente, cuando se utiliza L-
ascorbil-2-monofosfato-Mg como fuente de 4cido ascorbico (Shiau & Hsu, 1999). Como se
menciond anteriormente, el acido ascorbico tiene un efecto especifico sobre el crecimiento
de los peces; esto se ve reflejado en el menor crecimiento que presentaron los peces
alimentados con las dietas con mas bajos niveles de vitamina C. Se han reportado
resultados similares para una importante variedad de especies de peces marinos como el
lenguado (Paralichthys olivaceus), el pez roca (Sebastes schlegelii), la corvina (Sciaenops
ocellatus), la perca gigante (Lates calcarifer), el mero (Epinephelus malabaricus) y la
anguila (Anguilla japonica), entre otras (Phromkunthong et al., 1997; Aguirre & Gatlin,
1999; Wang et al., 2003a; Wang et al., 2003b; Kojima & Tokumitsu, 2005).

De acuerdo a los resultados obtenidos de crecimiento, se obtuvo un requerimiento de
vitamina C de 255 mg Kg™' para un mejor crecimiento de los juveniles de Menidia estor.
Dicho requerimiento es superior al encontrado para otras especies de peces marinos como
el lenguado, Paralichthys olivaceus, que es de 93 mg/Kg (Wang et al.,2002), el de Sebastes
schlegelii que es de 106 mg/Kg (Wang et al., 2003) y el del pez loro (Oplegnathus
fasciatus), que requiere niveles de vitamina C de 118 mg/Kg para un maximo crecimiento
(Wang et al., 2003a) . Otras especies de peces marinos, requieren niveles mas bajos en la
dieta; tal es el caso de la corvina (Sciaenops ocellatus) que tiene un requerimiento minimo
de vitamina C de 15 mg/Kg (Aguirre & Gatlin, 1999), el mero (Epinephelus malabaricus)
que requiere 17.8 mg/kg (Lin & Shiau, 2005) y la perca gigante (Lates calcarifer) cuyo
requerimiento es de 30 mg/Kg (Phromkunthong et al., 1997). Cabe aclarar que los modelos
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utilizados para el andlisis del requerimiento de vitamina C en las otras especies han sido

diferentes’.

Aunque los peces fueron alimentados a saciedad aparente y durante el proceso de
alimentacion se tuvo el cuidado de que el alimento no se sedimentara al fondo y fuera
siempre consumido por los peces, los valores obtenidos de consumo de alimento tuvieron
gran variabilidad y no se observdo una tendencia clara entre el alimento consumido
individual (ACI) (mg dia™) y el nivel de vitamina C de la dieta; sin embargo, la tasa de
conversion alimenticia (TCA) si se vio influenciada por el contenido de vitamina C del
alimento. Como se observa en la tabla 4, los valores de TCA en general fueron altos, lo que
evidencia una pobre eficiencia en la conversion del alimento en todos los tratamientos, sin

embargo, esto es mucho mas evidente en los tratamientos D25 y D40.

Los peces empezaron a exhibir signos patologicos externos a partir del dia 10 de
alimentacion con las diferentes dietas, independientemente del contenido de vitamina C,
resultados que distan de parecerse a los obtenidos en otras especies de peces. Como
ejemplos se encuentran la trucha arco iris, cuyos juveniles empiezan a mostrar sintomas de
deficiencia a las 6 semanas de alimentacion con dictas escorbuticas (Dabrowski et al.,
1990); la corvina, Sciaenops ocellatus, que empieza a acusar signos de deficiencia como
lordosis y escoliosis, después de 8 semanas de alimentacion con dietas sin vitamina C
(Aguirre & Gatlin, 1999) y el pez roca Sebastes schlegeli, que comienza a mostrar sintomas
de deficiencia tales como anorexia, nado erratico y crecimiento reducido entre otros,
después de 9 semanas (Wang et al., 2003b). Por otro lado, en juveniles del lenguado
Paralichthys olivaceus, Wang et al (2002) observaron la aparicion de signos de deficiencia
tales como anorexia, escoliosis, cataratas, exoftalmia y hemorragias después de 12
semanas de alimentacion con dietas deficientes de vitamina C, mientras que en otras
especies como el pez loro (Oplegnathus fasciatus) los peces empiezan a mostrar sintomas a

las 3 semanas (Wang et al., 2003a). En hibridos de tilapia también se ha observado que al

! Segun Shearer (2000) el modelo estadistico utilizado puede influir notablemente en la estimacion de

requerimientos nutricionales; cuando este no es el mas apropiado se pueden subestimar tales requerimientos.



112 Capitulo 4

alimentar los peces con dietas sin vitamina C, empiezan a aparecer signos patologicos de

deficiencia después de 8 semanas (Shiau & Hsu, 1999).

Aunque al inicio, la aparicion de signos de deficiencia se dio independientemente del nivel
de vitamina C de la dieta, al final del experimento, si se observo una influencia del nivel de
esta vitamina en la incidencia de sintomas. Asi, se observa una incidencia
significativamente mayor de signos en los peces alimentados con niveles bajos de acido

ascorbico, la cual se va reduciendo con el incremento del mismo en la dieta.

Si bien los juveniles de pez blanco mostraron signos de deficiencia similares a las demas
especies mencionadas, estos se presentaron mucho antes que en los otros peces, incluso en
aquellos alimentados con los niveles més altos de vitamina C. Podria pensarse, que quizas
el pez blanco no utilizara efectivamente el L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP) y que esta fuera
la causa de la presencia de estos signos patologicos en los peces de todos los tratamientos.
Sin embargo, como se demostrd en el capitulo 3, el pez blanco si tiene la capacidad de
utilizar efectivamente el AsPP como fuente de acido ascorbico; por tanto esta razon
quedaria descartada. Esto indica posibles deficiencias de otros nutrientes importantes en
las dietas elaboradas o quizds exceso de algunos nutrientes que pudieran causar tales

efectos.

Si se observa la composicion proximal de las dietas elaboradas (tabla 2) los niveles de
carbohidratos (ELN) estan alrededor del 35% del peso seco, que probablemente pudo ser
una cantidad excesiva de estos nutrientes para los juveniles de pez blanco, que tiene habitos
carnivoros y cuyos requerimientos son desconocidos. Las especies de peces difieren
grandemente en su habilidad para digerir carbohidratos. Esta variabilidad refleja las
diferencias anatomicas y funcionales en el tracto gastrointestinal y 6rganos asociados. Asi,
los peces herbivoros y omnivoros han desarrollado funciones digestivas capaces de
hidrolizar gran variedad de alimentos que contienen carbohidratos, en contraste con los

peces carnivoros, que no poseen las mismas capacidades (Krogdahl et al; 2005).
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Varios autores han encontrado cambios histologicos en diferentes especies como resultado
del consumo de altos niveles de carbohidratos en la dieta, lo cual sugiere una pobre
utilizacion de los carbohidratos en los peces (Sandholm et al., 1976; Spannhof &
Plantikow, 1983). También se ha encontrado en varias especies de peces que altos niveles
de carbohidratos en la dieta ocasionan un incremento en el tamafio del higado (mayores
indices hepatosomaticos) y en el contenido de glicogeno (Furuichi & Yone, 1971; Lee &
Putnam, 1973; Cowey et al., 1975; Bergot 1979; Hilton & Atkinson, 1982; Mohapatra et
al., 2003; Stone et al; 2003a; Krogdahl et al; 2004). En el presente estudio, en todos los
peces se encontraron indices hepatosomaticos (IHS) promedio entre 2.67 y 3.47 %, los
cuales son significativamente mayores que los IHS promedio de juveniles de pez blanco
alimentados con nauplios de Artemia (1.08%) (capitulo 3), lo cual puede ser reflejo del alto

nivel de carbohidratos en las dietas.

Los carbohidratos de la dieta pueden ejercer una importante influencia indirecta en el
metabolismo intermediario de los peces; son uno de los ingredientes de la dieta que afectan
en gran medida la utilizacion del alimento (Hemre et al., 2002). Se ha observado en peces
carnivoros estrictos como el Bacalao (Gadus morhua), el Halibut (Hippoglossus
hippoglossus) y el salmon, que incrementos en los niveles de almidon mayores al 10% del
contenido en la dieta seca, resultan en una reducida utilizacion del alimento (Hemre et
al., 1993, 1995; Helland & Grisdale-Helland, 1998). Quizas esta puede ser una de las causas
del pobre crecimiento en los juveniles de M. estor. Segun varios autores, los peces
carnivoros pueden compensar esto con un mayor consumo de alimento para mantener el
crecimiento (Bergot, 1979; Hilton & Atkinson, 1982; Stephan et al.,1996), lo cual podria

explicar las altas tasas de conversion alimenticia obtenidas en el pez blanco.

Un exceso de carbohidratos puede causar reduccion en el crecimiento y un incremento en la
mortalidad debido a que puede haber una sobrecarga metabdlica (Hilton et al., 1987; Stone
et al; 2003b). Lo anterior puede ser una causa de que, en el presente estudio, se obtuviera

un reducido crecimiento y supervivencias menores al 52 % en todos los tratamientos.

Los peces carnivoros alimentados con dietas con altos niveles de almidon parecen tener una

pobre habilidad para manejar el exceso de glucosa, y se asume que por ello estan bajo
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constante estrés metabolico (Pieper & Pfeffer, 1980), lo cual puede causar una supresion de
las funciones inmunes. Adicionalmente un incremento en los nutrientes no digeridos como
el almidon, puede representar un medio selectivo para el crecimiento de diferentes especies
de bacterias, que pueden afectar en detrimento la poblacion natural de microbios en el
intestino y puede causar cambios en los mecanismos de virulencia (Hoff, 1989). Es posible
que la aparicion temprana de signos patologicos en los juveniles de M. estor se debiera a un
estrés metabolico, adicional al estrés al que estdn sometidos en cultivo, lo que los pudiera
hacer mas susceptibles a las enfermedades. Un signo patolégico muy comun fue la
protrusion del intestino y la inflamacion e irritacion del ano, que podria indicar problemas a

nivel intestinal, los cuales, no se descarta, pudieran ser causados por bacterias.

Con lo anterior, se puede pensar que los efectos de la vitamina C de las dietas sobre el
crecimiento, la supervivencia y la aparicion de signos patologicos, pudieron haber sido
“enmascarados” por los efectos de los altos niveles de carbohidratos. A pesar de ello, se
pudo obtener, con base en los resultados de crecimiento, el punto de quiebre que indicaria

los requerimientos de los juveniles de M. estor, para un mejor crecimiento y supervivencia.

Aun no se cuenta con una formulacion artificial que substituya completamente la Artemia
en el cultivo del pez blanco, por ello, es necesario formular dietas que suplan mejor las
necesidades de esta especie, para obtener maximos crecimientos, sin depender del uso de
alimento vivo. Si bien las dietas formuladas en el presente estudio no mostraron ser idoneas
para el reemplazo del alimento vivo en el cultivo de M. estor, sirvieron para tener una
mayor aproximacion al conocimiento de los requerimientos nutricionales de los juveniles
de esta especie, contribuyendo asi al conocimiento de los requerimientos de otros

atherindpsidos, de los cuales existen pocos estudios a nivel nutricional.
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CAPITULO 5

EFECTOS DEL NIVEL DE VITAMINA C DE LA DIETA SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE ACIDO ASCORBICO DEL HIGADO EN
JUVENILES DE PEZ BLANCO Menidia estor (Jordan 1880) SOMETIDOS A
ESTRES POR HIPOXIA AGUDA
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Resumen

Se elaboraron cuatro dietas isoenergéticas (=2224 KJ/100g) en hojuelas, con diferentes
niveles de vitamina C (L-Ascorbil-2-Polifosfato: AsPP) (15, 80, 100 y 650 mg Kg') y se
proporcionaron a juveniles de pez blanco de 1.3 + 0.08 g de peso inicial. Los peces fueron
alimentados a saciedad seis veces al dia con las diferentes dietas, durante 90 dias. Al cabo
de los 90 dias de alimentacion, los peces de cada tratamiento se dividieron en dos grupos:
un grupo problema y un grupo control, y se trasladaron a un sistema cerrado de
recirculacion donde los grupos problema se sometieron a hipoxia aguda (=40% de
saturacion de oxigeno) y los grupos control a condiciones de normoxia durante una hora. Al
cabo de este tiempo se restablecieron las condiciones de saturacion de oxigeno (retorno a
normoxia) en 35 minutos para los grupos problema, mientras que los grupos control
permanecieron en condiciones de saturacion de oxigeno, anotando la supervivencia de los
peces durante este proceso. Al inicio y al final del experimento se tomaron muestras de
peces para realizar mediciones de vitamina C en el higado y determinar el indice
hepatosomatico (IHS). No se presentaron diferencias significativas de supervivencia entre
los tratamientos (p>0.05), después de someterlos a las condiciones de normoxia e hipoxia
aguda. En los dos grupos de peces, a medida que se incrementé el nivel de vitamina C en la
dieta, hubo mayor acumulacion de acido ascorbico total (AAT) en el higado. Existe una
tendencia a incrementar el contenido de vitamina C (AAT) hepatica cuando los peces son
sometidos a estrés por hipoxia aguda. Se presentd un cambio significativo en los valores del
indice hepatosomatico después de alimentar los peces con las diferentes dietas, pero no se
presentaron diferencias significativas en estos valores entre los peces alimentados con las
diferentes dietas, ni entre los peces de los grupos control y los de los grupos problema
(estresados). Se concluye que el estrés por hipoxia aguda durante una hora y el retorno a
normoxia durante 35 minutos, influyen en las concentraciones de acido ascorbico total del

higado en juveniles de M. estor.

Palabras Clave: Menidia estor; estrés por hipoxia aguda; niveles de acido ascorbico en

higado, indice hepatosomatico.
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Introduccion

En la acuicultura existen muchas situaciones estresantes para los organismos cultivados
tales como el manejo, transporte, confinamiento, y en algunos casos, una deteriorada
calidad del agua, que pueden ocasionar respuestas al estrés. Por otro lado, en la acuicultura
intensiva pueden ocurrir disminuciones agudas en las concentraciones de oxigeno disuelto
en el agua, especialmente cuando los peces son mantenidos a altas densidades. Estos
factores estresantes tienen influencia en el estado de salud de los peces y ocasionan que las
reservas de micronutrientes del cuerpo dejen de cumplir las funciones fisiologicas
esenciales, pues se hacen necesarias para la supervivencia inmediata. Uno de los principales
efectos secundarios en las respuestas de un organismo al estrés es la inmunodepresion. Ante
una situacion de estrés, el pez reacciona secretando altos niveles de corticosteroides y
catecolaminas (hormonas responsables de las respuestas al estrés), las cuales, ademas de
ocasionar cambios fisiologicos importantes, son inmunodepresivas. Estas hormonas son
producidas en las células interrenales y cromafines del rifion y normalmente su liberacion
estd acompanada de un alto consumo de 4cido ascorbico, por lo que se sugiere que esta

vitamina participa en la sintesis de tales hormonas (Gabaudan and Verlhac, 2001).

Las bajas concentraciones de oxigeno (hipoxia) pueden afectar el crecimiento, el consumo
de alimento y el estado fisiologico de los peces (Jobling, 1994). Las condiciones de hipoxia
también afectan severamente la supervivencia de los peces, debido a que se afecta
negativamente el metabolismo energético en el cerebro, higado y tejido muscular (Van
Raaij et al., 1994). Se ha encontrado en la trucha que la hipoxia aguda ocasiona cambios
fisiologico severos, comparados con peces mantenidos bajo condiciones de normoxia (Van
Raaij et al., 1996); dentro de estos cambios fisioldgicos se encuentran una disminucion en
el CO; sanguineo y un incremento en el nivel de glucosa de la sangre (Smit and Hattingh,

1978).

La hipoxia en el ambiente ocasiona en los peces reflejos ventilatorios y cardiovasculares

inmediatos, para mantener la saturacion del oxigeno arterial en su nivel 6ptimo, a pesar del
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reducido gradiente de oxigeno a nivel de las branquias (Fritsche & Nilsson, 1993). La
respuesta tipica de un pez a la hipoxia consiste en un incremento en la tasa y amplitud de
ventilacion, ademds de bradicardia (disminucion del ritmo cardiaco), procesos controlados
por las catecolaminas (Maxime et al., 1995). Cambios en los niveles de catecolaminas
resultan en numerosos efectos fisioldgicos, directos e indirectos, para permitir el
incremento o el mantenimiento del flujo de energia y suministro de oxigeno (Randall &
Perry, 1992). Las catecolaminas también actan directamente sobre el higado para
estimular la glicogenolisis. Estas junto con el cortisol son responsables de la movilizacion
de las reservas de energia mediante la activacion de la glicogendlisis en el higado y la
inhibicién de la glicdlisis, lo cual resulta en un incremento moderado de la concentracién
de glucosa en el plasma (Donaldson, 1981; Maxime et al., 1995). En humanos se ha
demostrado que la vitamina C actia como un donador de electrones para enzimas que
participan en la biosintesis de hormonas como las catecolaminas y que también esta
involucrada en la biosintesis de corticosteroides (Levine et al., 1996); al parecer en los
peces también esta vitamina estd involucrada en estos procesos de biosintesis durante los

periodos de estrés.

En algunos estudios se ha reportado la relacion entre el estrés en los peces y los nutrientes
de la dieta (Thompson et al., 1993; Montero et al., 1998). Montero et al., (1999)
concluyeron que la suplementacién con vitaminas como el 4cido ascérbico parece influir
sobre las repuestas de juveniles de dorada (Sparus aurata) sometidos a estrés de
confinamiento, al prevenir la inmunodepresion que conlleva este estrés. Se ha encontrado
que bajo condiciones de hipoxia, el 4cido ascorbico cumple un papel preventivo contra el
dafio mitocondrial y consecuentemente en el mantenimiento de la integridad de la
membrana (Dabrowski et al., 2004). Al proporcionar altas dosis de vitamina C en la dieta,
las reservas de acido ascérbico son suficientes para satisfacer los cambios hormonales
durante una situacion de estrés, mantener la inmunocompetencia y permitir un crecimiento
normal, por ello se ha sugerido que la vitamina C tiene un papel positivo en las respuestas
al estrés (Fletcher, 1997; Gabaudan and Verlhac, 2001). También se ha reportado que la
vitamina C mejora la resistencia a concentraciones bajas de oxigeno y a condiciones de

estrés e infecciones bacterianas en camarones (Wang et al; 1996; Merchie et al., 1997).
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Los factores ambientales que pueden causar una respuesta fisiologica, pueden afectar el
requerimiento de acido ascorbico. Thomas (1990) demostrd que varios factores ambientales
causan cambios en el estatus de acido ascorbico de la lisa rayada (Mugil cephalus).
Después de que los peces fueron sujetos a cambios en factores ambientales como la
temperatura, salinidad y niveles de contaminantes, se observaron cambios en las
concentraciones de acido ascorbico de diferentes tejidos como las branquias, el rifion, el
higado y el cerebro. Sin embargo, segiin el autor, estos cambios fueron tejido-especificos,
debido a que en unos tejidos puede incrementarse el nivel de vitamina C, en otros puede

reducirse y en otros parece no haber cambios significativos.

El contenido de acido ascorbico del higado es usualmente considerado como un indicador
del estatus de vitamina C (Hilton et al., 1977; Gabaudan et al., 1991; White et al., 1993) y
se ha descrito como un indicador fisiologico de estrés (Wedemeyer & Yasutake, 1977,
Wedemeyer & McLeay, 1981; Thomas et al., 1982; Thomas, 1990), debido a que se
incrementa la demanda de esta vitamina durante las situaciones estresantes. Aun no es bien
conocida la influencia del estatus del 4cido ascorbico sobre la magnitud de los cambios en

las concentraciones de ascorbato en tejidos vitales como el higado, debido al estrés.

El presente estudio se llevd a cabo con el fin de evaluar las concentraciones de acido
ascOrbico en el higado de juveniles de pez blanco, Menidia estor, alimentados con
diferentes niveles de vitamina C y su posible variacion después de someterlos a estrés por

hipoxia aguda.

Metodologia

Peces experimentales

Se obtuvieron juveniles de pez blanco, Menidia estor, a partir de huevos en el Laboratorio
de Nutricion y Acuicultura del Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales

(Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo), Morelia, Michoacan, México.
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Después de la eclosion, las crias fueron mantenidas con rotiferos (Brachionus plicatilis) y
nauplios de Artemia franciscana durante los primeros 30 dias, al cabo de los cuales fueron
destetadas y mantenidas con una dieta estandar (40% proteina, 10% lipidos) y Artemia
hasta 15 dias antes del experimento. Durante los 15 dias previos al experimento, los peces

fueron aclimatados al sistema experimental y se alimentaron con Artemia tinicamente.

Dietas experimentales

Se elaboraron cuatro dietas isoenergéticas (<2224 KJ/100g) en hojuelas, con diferentes
niveles de vitamina C (L-Ascorbil-2-Polifosfato: AsPP) (15, 80, 100 y 650 mg Kg™),
utilizando filetes de jurel (Caranx sp.) y huachinango (Lutjanus sp.), gonada de atin
(Thunnus sp.) y calamar (Loligo sp.) como fuentes de proteina (Tabla 1). Para enriquecer
las dietas se utiliz6 vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix®

Stay-C® 35 (DSM Nutritional Products).

Los filetes, el calamar y las gonadas se molieron separadamente en un Molino de carne
(Torrey®), y se homogenizaron con agua en una licuadora (Osterizer®). Posteriormente se
pasaron por un homogenizador Power Gen® (Fisher Scientific®) hasta obtener una pasta
liquida sin fibras. Aparte se preparé una emulsion con los aceites de maiz y de pescado,
lecitina de soya y BHT (antioxidante), a la que se afadi6 posteriormente una mezcla de
aglutinantes (goma arabiga, suero de leche, alginato de sodio y carragenina, 5:1:1:1)
disueltos en agua. Més tarde se mezclo la pasta con los demds ingredientes (emulsion de
aceites con los aglutinantes, almidon, vitaminas, minerales) usando una mezcladora
Hobart®, después de lo cual se obtuvo una pasta suave para obtener hojuelas. Las hojuelas
se elaboraron manualmente, esparciendo la pasta en capas finas sobre papel plastificado
con ayuda de una espatula y luego se secaron a 35° C durante 12 horas en un secador de
aire forzado. Las hojuelas obtenidas de esta manera se quebraron manualmente, se pasaron
por tamices de diferentes tamafios y se almacenaron en un congelador a -20° C hasta su
uso. Se llevaron a cabo analisis de la composicion proximal y del contenido de vitamina C

de cada dieta (tablas 2 y 3).
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Protocolo experimental
El experimento se llevé a cabo en dos etapas: la primera correspondié a la etapa de
alimentacion con las diferentes dietas y en la segunda, se sometieron los peces a estrés por

hipoxia aguda.

Tabla 1. Composicion de las dietas elaboradas. Los datos se expresan en g Kg™.

INGREDIENTE D15 D80 D100 D650
Filete de jurel 246.6 246.6 246.6 246.6
Filete de Huachinango 108.6 108.6 108.6 108.6
Calamar 101.8 101.8 101.8 101.8
Gonada de atiun 86.1 86.1 86.1 86.1
Almidon de maiz 226.2 225.8 225.6 221.9
Aceite de pescado 61.7 61.7 61.7 61.7
Aceite de maiz 46.9 46.9 46.9 46.9
Lecitina de soya 10.0 10.0 10.0 10.0
BHT 5.0 5.0 5.0 5.0
Premezcla de vitaminas' 40.0 40.0 40.0 40.0
Colina 1.0 1.0 1.0 1.0
Vitamina E 1.0 1.0 1.0 1.0
Vitamina C* 0.11 0.54 0.67 4.40
Premezcla de minerales' 15.0 15.0 15.0 15.0
Mezcla de Aglutinantes® 50.0 50.0 50.0 50.0

! Premezclas de vitaminas y minerales (DSM Nutritional Products).
2 Vitamina C estabilizada: L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), Rovimix® Stay-C® 35 (DSM Nutritional
Products).

® Mezcla de cuatro aglutinantes; Goma arébiga : suero de leche : alginato de sodio : carragenina ( 5:1:1:1)
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Tabla 2. Composicion proximal de las dietas. Los datos se expresan en porcentaje del peso seco.

(ELN: Extracto libre de nitrogeno).

Dieta Proteina Lipidos Cenizas ELN* Humedad Energia
(%) (%) (%) (%) (%) (MJ/Kg)
D15 50.72 10.37 2.67 36.24 9.45 22.31
D80 52.49 10.40 2.81 34.30 9.82 22.40
D100 50.33 9.82 3.01 36.84 10.99 22.10
D650 50.54 10.24 344 35.78 10.47 22.13

* ELN = 100 - (%proteina + %lipidos + %cenizas + %humedad)

Tabla 3. Concentracion de Vitamina C de las dietas experimentales

Concentracion de vitamina C

Dieta

(mg /Kg dieta)
D15 16.78
D80 78.25
D100 100.30
D650 658.60

Primera etapa: Alimentacion de los peces

La alimentacion de los peces se llevd a cabo en un sistema cerrado de recirculacion
consistente en 12 tanques (3 réplicas por cada dieta) de fibra de vidrio de 50 litros de
capacidad (cada uno con aireacion constante y un flujo continuo de agua de 1L / min.),
un sedimentador y un filtro biologico. La temperatura del agua se mantuvo a 24.6 + 0.49°
C y la salinidad a 5.9 £ 0.95 g L', con un fotoperiodo de 12L:120. Los valores promedio
de oxigeno disuelto, pH y nitritos fueron 6.2 + 0.77 mg L, 7.8 £ 0.25 y 0.05 £0.02 mg L™

respectivamente, mientras que los valores de amonio fueron no detectables.
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Juveniles de pez blanco de 1.3 + 0.08 g de peso promedio fueron colocados al azar en cada
tanque, a una densidad de 1 pez/L y se alimentaron a saciedad seis veces al dia con las
cuatro diferentes dietas, durante 90 dias. Al inicio del experimento se tomaron muestras de

peces para medicion de vitamina C en el higado.

Segunda etapa: Tratamiento de hipoxia aguda

Al cabo de los 90 dias de alimentacion, se mezclaron los peces alimentados con las mismas
dietas (es decir, se mezclaron los peces de las tres repeticiones de cada tratamiento), para
tener un total de cuatro tanques, correspondientes a las cuatro dietas proporcionadas. Los
peces de cada tanque se dividieron al azar en dos grupos: un grupo control y un grupo que
seria sometido a hipoxia aguda, teniendo un total de 8 grupos (4 grupos control y 4 grupos

de hipoxia aguda).

El sistema disefiado para evaluar el estrés por hipoxia const6 de 8 tanques de 50 L de
capacidad, con flujo continuo de agua de 1.5L / min ', un tanque elevado y un reservorio
con aireacion fuerte para mantener el agua a saturacion de oxigeno; una bomba para agua
marina de 0.5 caballos de fuerza, para mantener el sistema en recirculacién y un tanque de
Nitrogeno gaseoso conectado por mangueras a los tubos de alimentacion de agua de los

tanques (Figura 1).

Los ocho grupos se trasladaron al sistema cerrado de recirculacion, donde permanecieron 3
semanas mas en condiciones de saturacion de oxigeno disuelto y se continuaron
alimentando 3 veces al dia con las diferentes dietas, para aclimatarlos al nuevo sistema

experimental.

! Cuatro de los tanques correspondieron a los grupos control alimentados con las diferentes dietas y los otros
cuatro a los grupos de hipoxia aguda alimentados con las diferentes dietas.
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48 horas antes de someter los peces a la condicion de estrés se dejaron de alimentar. Se
sometieron luego 4 de los grupos a hipoxia aguda" durante 1 hora. Al cabo de este tiempo
se restablecieron las condiciones de saturacion de oxigeno (retorno a normoxia) en 35
minutos. Mientras tanto, los grupos control permanecieron en condiciones de saturacion de

oxigeno (figura 2). Se anot6 la supervivencia de los peces durante este proceso.

Posteriormente, una hora después del retorno a la normoxia, se tomaron muestras de peces,
tanto de los grupos estresados, como de los grupos control, y se congelaron en nitrogeno
liquido (-196° C), para realizar mediciones de vitamina C en el higado. Las muestras se

almacenaron en un ultracongelador a -80° C, hasta el momento del analisis.

Métodos analiticos

Analisis proximales (bromatoldgicos) de las dietas

Los analisis proximales de las dietas se llevaron a cabo utilizando métodos estandar
(AOAC, 2000). La humedad se analizé mediante el secado de muestras a 105° C por 24
horas en una estufa de aire forzado; la proteina cruda (N x 6.25) por el método de Dumas
(Ebling, 1968), utilizando un analizador de Nitrogeno (Leco FP-528); el extracto etéreo
(lipidos) por extraccion, utilizando una unidad de extraccion automatica Foss Tecator (2050
Soxtec Avanti); las cenizas por calcinacion en una mufla a 550° C y el extracto libre de
nitrogeno (carbohidratos) se calculd6 mediante la formula: ELN = 100 — (%proteina +

%lipidos + %cenizas + %humedad). Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado.

" Las condiciones de hipoxia aguda se lograron inyectando nitrégeno gaseoso a un flujo de 1.4 L/min, con lo
cual se bajo el Oxigeno disuelto de los tanques de 6.23 mg L™ (valor de saturacion de oxigeno a una altitud
de 1800 m.s.n.m.) a 2.46 mg L' (=40% de saturacion).
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Figura 1. Sistema cerrado de recirculacion de agua donde se sometieron los juveniles de Menidia estor a

hipoxia aguda y normoxia.

La estimacion de la energia de las diferentes dietas se calcul6 utilizando los valores tipicos
de energia para proteinas (23.60 kJ g™), lipidos (36.23 kJ g™') y carbohidratos (17.2 kJ g™)
(NRC, 1993), multiplicandolos por el contenido de proteina, lipidos y carbohidratos de la

dieta respectivamente.
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Figura 2. Tratamiento de hipoxia aguda a la que fueron sometidos los grupos problema, comparado con las
condiciones de normoxia a las que fueron sometidos los grupos control.

Andlisis de vitamina C

La cuantificacion de acido ascorbico total (AAT) en las muestras se llevo a cabo por
HPLC, utilizando el método modificado por Papp etal. (1998). Los peces congelados
fueron disectados en frio para extraer los higados, utilizando como base una lamina de
acero inoxidable sobre hielo. Los tejidos hepaticos extraidos se pesaron y homogenizaron
en un buffer de acetato de sodio frio (pH 4.8). Los extractos se dividieron en dos partes: la
primera para la deteccion de la linea base, tratindola con enzima ascorbato-oxidasa durante
30 minutos; la segunda para la deteccion de acido ascorbico total, afiadiendo 1,4-

Ditioeritritol. Después de deproteinizar los extractos con acido percldorico al 10%, se
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inyectaron al cromatdgrafo. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos (isocratic single column
system, Agillent 1100 series) con un detector UV-visible y una columna Lichrosorb RP-18
(4.6 x 200mm, Agillent), utilizando la misma fase mévil. Las condiciones cromatograficas
fueron: Flujo= 0.5 ml/min; Presion= 65 bar; Longitud de onda (Detector UV)= 254 nm;
Temperatura= 23°C; Volumen de inyecciéon= 2 pL. Los cromatogramas fueron evaluados

utilizando el software ChemStation Plus (Agillent).

El anélisis de acido ascorbico del alimento utilizado se llevo a cabo de la misma manera
descrita anteriormente, pero afiadiendo la enzima fosfatasa 4cida (Fosfohidrolasa

Ortofosforica-monoester) para romper los enlaces fosfato.

Para todos los andlisis se utilizaron reactivos ultrapuros de J.T. Baker (EUA), Fluka
(Suiza), SIGMA (Alemania) y Aldrich (EUA), y para la filtracion de buffers y

homogenados se utilizaron filtros de membrana Durapore (Millipore) de 0.45 pm.

Analisis de datos

Con los datos de peso de peces e higados se determind el indice hepatosomatico (IHS) de

los peces sometidos cada tratamiento, mediante la siguiente formula:

IHS (%) = [peso del hepatopancreas (g) / peso del pez (g)] * 100

Los resultados obtenidos de supervivencia se sometieron a una prueba de Friedman'", al no
cumplir los supuestos de normalidad. Los datos del contenido de vitamina C de los higados
tampoco cumplieron los supuestos de normalidad por lo que se analizaron mediante una
prueba de Scheirer-Ray-Hare'. Los valores de indice hepatosomatico (IHS) sometieron a
un andlisis de varianza de dos vias con repeticion. Los factores que se combinaron en cada

analisis fueron el tratamiento de alimentacion (contenido de vitamina C de la dieta) y el

" Equivalente a un analisis de varianza de dos vias sin replicacion (una observacion para cada combinacion
de factores) (Dytham, 1999).

V' Equivalente a un analisis de varianza de dos vias con replicacién (varias observaciones para cada
combinacion de factores) (Dytham, 1999).
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tratamiento de estrés (condiciones de hipoxia y normoxia). Todos los anélisis se realizaron

utilizando el programa estadistico MINITAB (version 13.32) (MINITAB INC).

Resultados

No se presentd mortalidad tanto en ninguno de los grupos control como en ninguno de los
estresados, con excepcion del grupo estresado del tratamiento D100, que presentd una
mortalidad de 5.88% después de someter los peces a la condicion de hipoxia aguda. Sin
embargo no se presentaron diferencias significativas de supervivencia entre los tratamientos

(p>0.05).

Se observo un efecto marcado del nivel de vitamina C de la dieta sobre las concentraciones
de la misma en el higado de los juveniles de M. estor. Se presentaron diferencias
significativas en el contenido de vitamina C del higado entre los peces al inicio y al final
del experimento (p<0.05). A medida que se increment6 el nivel de esta vitamina en la
dieta, hubo mayor acumulacién de acido ascérbico total (AAT) en el higado (Figura 3),
patron que se observa tanto en los peces sometidos a normoxia como en los peces
sometidos a hipoxia aguda. En general, se observa una tendencia a incrementar el contenido
de vitamina C (AAT) hepatica cuando los peces son sometidos a estrés por hipoxia aguda,
sin embargo, si se observan la barras de error en la figura 3, pareceria que estos cambios
solo fueran significativos en los peces alimentados con las dietas D80 y D100 (p<0.05).
Asi, las concentraciones de AAT en el higado pudieron haber sido afectadas por el nivel de
vitamina C de la dieta y por los cambios en el nivel de oxigeno disuelto. No hubo una
interaccion entre los dos pardmetros sobre la concentracion de AAT en el higado de los

peces (p>0.05).

Se presentd un cambio significativo en los valores del indice hepatosomatico (IHS) después
de alimentar los peces con las diferentes dietas. Como se puede observar en la tabla 4,
existen diferencias significativas en estos valores entre los peces iniciales y los peces al

final del experimento (tanto los grupos control como los estresados). No se presentaron
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Figura 3. Concentraciones de acido ascorbico total (AAT) (ug.g") (valores promedio + E.S., n = 7) en el

higado de los juveniles de M. estor al inicio (grupo inicial de peces) y al final del experimento (después de
ser alimentados con las dietas a diferentes niveles de vitamina C (D15, D80,D100 y D650) y sometidos a

condiciones de normoxia e hipoxia aguda.)

Tabla 4. Indices hepatosomaticos (IHS) de los peces sometidos a los diferentes tratamientos. Los

datos se expresan como valores promedio = E.S. (n = 7).

IHS (%)

Tratamiento Peces iniciales Grupo Control Grupo estresado
1.08+0.04 °

D15 2.6740.40 ° 3.38+0.56°

D80 2.91+0.62 ° 3.09+0.41°

D100 2.94+0.32° 3.53+0.33 %

D650 3.47+0.58 " 3.59+0.24"

Valores con el mismo superindice no presentan diferencias significativas entre grupos.
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diferencias significativas en estos valores entre los peces alimentados con las diferentes
dietas, ni entre los peces del grupo control y los del grupo estresado. Tampoco hubo una
interaccion significativa entre el nivel de vitamina C de la dieta y el tratamiento de estrés

sobre el IHS de los peces.

Discusion

Como se observa, las concentraciones de acido ascorbico (AA) en el higado de los
juveniles de pez blanco estan relacionadas positivamente con las concentraciones de AA de
la dieta, al igual que se ha encontrado en otras especies (Lim & Lovell, 1978; Sato et al.,
1978; Dabrowski et al., 1990; Dabrowska et al., 1991; Cho & Cowey, 1993; Thompson et
al; 1993; Henrique et al., 1998; Shiau & Hsu, 1999; Wang et al., 2003; Dabrowski et al.,
2004). Estos niveles de AA incorporados en el higado evidencian claramente la

biodisponibilidad del L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP) para el pez blanco.

Los resultados indican que la hipoxia aguda a la que fueron sometidos los juveniles de M.
estor pudo haber sido un factor estresante que ocasiond una respuesta fisioldgica, evidente
en el cambio de las concentraciones de acido ascorbico del higado de los peces alimentados
con las dietas D80 y D100, lo cual sugiere que esta vitamina puede cumplir un papel en
relacion a la respuesta fisiologica al estrés en estos peces. La reduccidon en las
concentraciones de vitamina C, particularmente en el higado y el rifion se ha descrito como
un indicador de estrés fisiologico (Wedemeyer & Yasutake, 1977; Wedemeyer & McLeay,
1981; Thomas et al., 1982; Thomas, 1990). Sin embargo, en el presente estudio el acido
ascorbico hepatico mostré una tendencia incrementarse en los peces estresados en

comparacion con el grupo control.

Al someter a S. aurata a hipoxia durante 6 horas Henrique, et al (1998) encontraron
incrementos en los niveles de ascorbato del bazo. Segun los autores, dichos incrementos se
deben a la captura y liberacion de leucocitos por parte del bazo, los cuales son las células

con mayor contenido de acido ascorbico del cuerpo. Es posible que una de las causas del
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incremento en los niveles de ascorbato del higado de los juveniles de M. estor se deba a un
mayor flujo de sangre, y con esto un mayor flujo de leucocitos hacia este 6rgano, como una
respuesta fisioldgica al estrés. Como se menciono anteriormente, ante situaciones de estrés
como la hipoxia, existen cambios en los niveles de catecolaminas, que resultan en
numerosos efectos fisiologicos, directos e indirectos, para permitir el incremento o el
mantenimiento del flujo de energia y suministro de oxigeno (Randall & Perry, 1992). Las
catecolaminas pueden tener efectos sobre las arterias que distribuyen la sangre a los tejidos;
estos vasos sanguineos responden a variedad de estimulos contréctiles y estan controlados
en parte por nervios catecolaminérgicos, lo cual puede afectar el flujo sanguineo entre los
tejidos y dentro de los mismos (Olson, 1998). Por otro lado, los peces tienen centros
melanomacrofagos a lo largo de todo el cuerpo, pero estan concentrados en el bazo, el
higado y los rifiones, y se supone que son sitios de presentacion de anticuerpos. Muchos
tipos de estrés (ya sea agudo o crdénico), en general causan un incremento rapido en los
neutrdfilos circulantes (Wendelaar-Bonga, 1997). Asi el incremento del flujo sanguineo
hacia el higado podria verse acompafiado de un mayor flujo de neutrofilos, y
consecuentemente de un aporte de vitamina C. Los resultados obtenidos en este estudio
sugieren entonces que la hipoxia aguda puede inducir una movilizacion de vitamina C hacia

el higado.

Bajo ciertas situaciones de estrés, tanto el cortisol como las catecolaminas se incrementan
concurrentemente. Las catecolaminas tienen dos tipos de receptores: los a-adrenoceptores y
los B-adrenoceptores. Cuando las catecolaminas actiian sobre los primeros causan
vasoconstriccion, mientras que al actuar sobre los segundos causan vasodilatacion. El
aumento de los niveles de cortisol en el palsma, incrementa la respuesta de las células
sanguineas y vasculares a las catecolaminas circulantes, debido a que el nimero de f-
adrenoceptores de la superficie de estas células se incrementa. Se ha demostrado que
durante la hipoxia aguda, el numero de P-adrenoceptores en las células se incrementa
rapidamente, las cuales responden al nivel de catecolaminas, ocasionando vasodilatacion

(Perry and Reid, 1993).
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Existe evidencia de vasodilatacion en las branquias y el tejido muscular debida al
incremento en el nivel circulante de catecolaminas bajo situaciones de estrés como la
hipoxia aguda (Bergman et al., 1974; Payan and Girard, 1977; Kiessling et al 1983) y
recientemente se ha identificado una elevacion similar de los B-adrenoceptores por el cortisol y
un aumento en la respuesta a las catecolaminas en los hepatocitos de la trucha (Perry and
Reid, 1993). Asi, en el presente estudio, el incremento de vitamina C encontrado en el
higado después de someter a los peces a hipoxia aguda, pudo deberse a que hubiera
vasodilatacion hepatica y con ello un incremento del flujo sanguineo hacia el higado, como

respuesta a las catecolaminas.

En estudios de las respuestas in vivo del higado a estrés cronico por hipoxia, llevados a
cabo en la carpa comun (Cyprinus Carpio), Randall et al. (2007) encontraron dafio
extensivo del ADN durante los primeros dias de exposicion a tales condiciones, después de
los cuales el dafio empezd a reducirse debido a la reparacion del ADN mediante
mecanismos celulares. Varios autores sugieren que la vitamina C cumple un papel en la
regulacion de las enzimas responsables de la reparacion del ADN y en la prevencion del
dano oxidativo del material genético, demostrando su efecto antioxidante (Cooke et al;
1998; Attri, 2003; Franke, 2005). Como se ha observado en la carpa comun, en el higado,
las repuestas a la hipoxia pueden ocurrir rdpidamente, en términos de horas (Hung et al;
2007); esto nos hace pensar que el estrés por hipoxia aguda podria causar tales efectos de
dafio en el ADN en el higado de M. estor y que el incremento en los niveles de vitamina C
hepaticos pudieran responder a la necesidad de esta vitamina para prevenir el dafo
oxidativo y la reparacién del ADN dafiado en el higado. Sin embargo para poder afirmarlo,

se requiere realizar mas estudios que confirmen esta hipotesis.

Henrique et al. (1998) no obtuvieron cambios notables en los niveles de ascorbato del
higado en juveniles de dorada (Sparus aurata), sometidos a estrés por hipoxia durante 24
horas. Segln los autores, la participacion del acido ascorbico hepatico en las respuestas al
estrés depende del tipo de estrés al cual estan sujetos los peces. Por ejemplo, en peces de la
misma especie, sometidos a estrés por confinamiento agudo durante tres horas en aguas

poco profundas, se observd un decrecimiento en las concentraciones de AA hepdticas,
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mientras que peces sometidos a un ambiente hiposalino durante 24 horas, no presentaron
cambios significativos en los niveles de ascorbato del higado (Henrique et al., 1996).
Thomas et al. (1982) también observaron reduccion en los niveles de ascorbato hepaticos
de la lisa rayada (Mugil cephalus) sometida a estrés por altas concentraciones de cadmio.
Otros tipos de estrés agudo como el manejo y el confinamiento parecen no estar
relacionados con los cambios en las concentraciones de vitamina C del higado, como lo han
encontrado Dabrowska et al. (1991) y Thompson et al. (1993) en la carpa comun (Cyprinus

Carpio) y el salmoén atlantico (Salmo salar).

Cuando se sometieron individuos de M. estor a estrés agudo por transporte (Capitulo 1) se
observd una tendencia similar a la encontrada en el presente estudio. Aunque dicha
tendencia a incrementar los niveles de acido ascoérbico total (AAT) en el higado después del
estrés no fue significativa, existido un incremento significativo en los niveles hepaticos de
acido L-ascorbico (AA) en los machos sometidos a estrés (en las hembras este incremento
no fue significativo). Estos resultados sugieren que bajo condiciones de estrés agudo de
transporte e hipoxia, la vitamina C se moviliza hacia el higado a través del torrente
sanguineo, pero aun no es claro, si el incremento de ascorbato hepatico se deba a una
necesidad mayor de la vitamina en este 6rgano o al mayor flujo de Leucocitos en si.
Adicionalmente, es importante tener en cuenta que estos cambios pueden variar de acuerdo

al sexo de los peces.

Wang et al. (2002) encontraron diferencias significativas en los valores del indice
hepatosomatico (IHS) del lenguado Paralichthys olivaceus, después de 12 semanas de
alimentacion con dietas a diferentes niveles de vitamina C; el IHS se incrementd
significativamente con el nivel de vitamina C de la dieta. Henrique, et al (1996) y Bai
(2001) encontraron resultados similares en la dorada (Sparus aurata L.) y el pez roca
(Sebastes schlegeli). Sin embargo, en el presente estudio, a pesar de que los valores de THS
de los juveniles de pez blanco alimentados con los diferentes niveles de vitamina C
mostraron una ligera tendencia a incrementarse con el nivel de ascorbato de la dieta, no se

presentaron diferencias significativas.
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No obstante, si hubo incrementos significativos en los valores de IHS entre los peces al
inicio del experimento y los peces después de ser alimentados con las dietas (Tabla 4).
También se observé una marcada diferencia en la coloracion y la textura del higado en
todos los peces al final del experimento, con respecto a los peces iniciales. Los peces al
inicio tenian higados normales de coloracion rojiza y de textura suave, mientras que los
peces sometidos a los diferentes tratamientos mostraron higados muy grandes, de
coloraciéon palida y textura dura, que dificultaba la preparacion de muestras para la
evaluacion del acido ascorbico. Esto pudo deberse al alto contenido de carbohidratos de las
dietas. Varios estudios muestran que altos niveles de carbohidratos en la dieta ocasionan un
debilitamiento en la funcion del higado, ademas de que se observan un higado palido o
amarillento y un incremento en el tamafio del mismo. (Austreng et al., 1977; Hilton, 1982;

Baverfjord, 1992).

Henrique, et al (1998) encontraron cambios leves en el IHS con el estrés, mas aparentes en
peces alimentados con dietas no suplementadas con vitamina C, pero no fueron
significativamente diferentes. Estos cambios pueden explicarse por los cambios transitorios
del flujo sanguineo del higado, como consecuencia de la respuesta fisioldgica al estrés. Un
patron similar se obtuvo con los juveniles de pez blanco en el presente estudio, aunque los
peces sometidos a estrés presentaron variaciones leves en los valores de IHS, estas no

fueron significativas.

Dabrowska et al. (1991) encontraron en la carpa comun, Cyprinus Carpio, que la forma de
acido ascorbico utilizada como suplemento en las dietas, juega un papel critico en la
respuesta al estrés, por ejemplo en la reduccion o el incremento de la concentracion de
ascorbato en los tejidos. En el presente estudio s6lo se utilizd como fuente de acido
ascorbico la forma estable L-Ascorbil-2-Polifosfato (AsPP), para comprobar si en M. estor
la forma de 4cido ascorbico utilizada en la dieta ofrece diferentes respuestas en las
concentraciones de vitamina C del higado, seria necesario realizar estudios posteriores con

diferentes formas de la vitamina.
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Se concluye que el estrés por hipoxia aguda durante una hora causa respuestas fisioldgicas
en los juveniles de pez blanco, evidentes en los cambios en las concentraciones de acido
ascorbico del higado. Es evidente la necesidad de realizar mas evaluaciones de las
respuestas fisiologicas al estrés del pez blanco, en las cuales se tengan en cuenta mas
indicadores que permitan tener una idea mas clara de las reacciones de estos peces ante

situaciones de estrés comunes en la acuicultura.
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Discusion general

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar que la vitamina C juega un papel
importante tanto en el crecimiento y la supervivencia, como en el desempeio reproductivo
y las respuestas al estrés en Menidia estor. Sin embargo, debido al grado de dificultad del
manejo de estos peces, ain quedan muchas preguntas por responder acerca del papel que

tiene esta vitamina en el desempefio en cultivo de esta especie.

Con el presente trabajo se tiene una idea de cdmo estd distribuida la vitamina C en los
tejidos del pez blanco al igual del estatus de la misma en los organismos, al cual los peces
no muestran signos de deficiencia. En adultos silvestres con niveles hepaticos de AAT de
25.9 pg/g en hembras y 46.2 ng/g en machos, no se encontraron signos de deficiencia
(capitulo 1). Sin embargo, al observar los niveles de ascorbato en el higado de los peces
alimentados con Artemia enriquecida, concentraciones hepaticas menores a los 10 ug/g
tampoco se asociaron signos de deficiencia (capitulo 2). Puede pensarse que la vitamina C
proporcionada a través de la Artemia con mayores niveles de enriquecimiento, fue
suficiente para un crecimiento y supervivencia Optimos, pero no para acumular mayores
cantidades de AAT en el higado, mientras que los adultos silvestres tuvieran una fuente de
vitamina C suficiente para el crecimiento y para una acumulacion mayor de la vitamina en
este 6rgano. Por otro lado, en juveniles alimentados con dietas artificiales si se observo una
acumulacion de AAT en el higado, que fue en incremento con el aumento de vitamina C en
la dieta (capitulo 5). No obstante, en este caso los niveles de ascorbato de la dieta causaron
mejoras en el crecimiento y la supervivencia mucho menores a las obtenidas con el
alimento vivo. Como se mencioné en el capitulo 3, Hilton et al. (1978) encontraron que la
trucha arco iris mantiene relativamente constantes los niveles de AA hepaticos al
alimentarla con dietas suplementadas con 80 a 320 mg AA Kg', pero si se proporcionan
niveles de Vitamina C, 12 veces el requerimiento para un crecimiento normal, la vitamina
C del higado se incrementa mas del doble. Teniendo en cuenta que los niveles de ascorbato
de las dietas artificiales no fueron mucho mayores a los incluidos en la Artemia, se

evidencia que el alimento vivo ofrece mejores resultados que el artificial. Puede ser que,
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debido al exceso de carbohidratos o a posibles deficiencias de las dietas preparadas, la
vitamina C no se utilizara en la misma proporcion para el crecimiento, ocasionando su

acumulacion.

Segin Moreau & Dabrowski (1998), en peces que no son capaces de sintetizar el acido
ascorbico, los niveles de ascorbato en las gonadas generalmente sobrepasan los del higado
y el rifién, mientras que en peces que sintetizan la vitamina C los niveles de ascorbato en
las gonadas son similares o menores que en estos 6rganos. Como se observa en el capitulo
1, los niveles de AAT de las gonadas tanto de hembras como machos, fueron mucho
mayores a los encontrados en el higado. Estos resultados, aunados a los demas encontrados
en este trabajo, sugieren que Menidia estor es un pez que no puede sintetizar de nuovo la
vitamina C. Sin embargo para poder afirmar esta aseveracidon seria necesario evaluar si
poseen la enzima L-gulonolactona-oxidasa, responsable de la sintesis del acido ascorbico a
partir de la glucosa (Burns et al, 1956; Sato and Undenfriend, 1978; Chaterjee, 1978;
Webster and Lim, 2002).

Al comparar los niveles de AAT de las goénadas entre hembras y machos silvestres (capitulo
1) no se presentaron diferencias significativas, mientras que en adultos mantenidos en el
laboratorio y alimentados con Artemia enriquecida (capitulo 2) se observaron
concentraciones de AAT significativamente mayores en las gonadas de las hembras que en
las de los machos. Es importante anotar que los adultos silvestres estaban inmaduros,
mientras que los mantenidos en el laboratorio se encontraban maduros. Este es un aspecto
muy importante a tener en cuenta a la hora de hacer comparaciones. Por ello, se hace
necesario evaluar las concentraciones de AAT en adultos silvestres maduros y en adultos
mantenidos en laboratorio inmaduros, para tener una mejor idea de las diferencias en las
concentraciones de AAT de las gonadas entre organismos silvestres y en cautiverio, en

relacion al estadio de madurez.

Con el trabajo realizado se constatd que niveles de vitamina C en la dieta de 117 pg g
(peso seco), no ocasionan signos de deficiencia en los reproductores de pez blanco y

fueron suficientes para un crecimiento normal. Al proporcionar niveles de ascorbato de 180
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ng g (peso seco) se ocasionaron mejoras en el % de huevos oculados y las tasas de
eclosion del primer desove, pero no hubo una diferencia significativa en la acumulacion de
AAT en las gonadas, ni una mejora contundente en el desempeio reproductivo. Es
necesario realizar estudios posteriores en los que se incluyan niveles mayores de vitamina
C en la dieta de los reproductores para observar si hay mejoras sustanciales en la

reproduccion de Menidia estor.

Con el presente estudio también se pudo observar la importancia que tiene la vitamina C en
el desempefio en cultivo de Menidia estor, evidente en las respuestas en crecimiento,
supervivencia y presencia o ausencia de signos de deficiencia en los individuos juveniles
alimentados con nauplios enriquecidos (capitulo 3). El efecto positivo de la vitamina C
sobre estos parametros se observd en menor medida en los peces alimentados con las dietas
artificiales (capitulo 4). La evidente la diferencia de crecimiento entre los peces
alimentados con las dietas preparadas y aquellos alimentados con Artemia salina, confirma
que las dietas artificiales proporcionadas tuvieran algun tipo de deficiencia nutricional,
diferente a una deficiencia de 4cido ascérbico, si te tiene en cuenta que las concentraciones

de vitamina C utilizadas en los dos tipos de alimento fueron similares.

Es evidente que las dietas artificiales elaboradas no fueron las idoneas para esta especie, y
por ello se presentaron dificultades a la hora de realizar la evaluacion nutricional. Los
resultados obtenidos sugieren que un el contenido alto de carbohidratos en la dieta, o la
deficiencia de otros nutrientes, pudo causar efectos que enmascararan aquellos producidos
por el nivel de inclusion de vitamina C. Como se pudo observar, al repetir el experimento
con niveles menores de carbohidratos, los signos de deficiencia se redujeron notoriamente;
sin embargo, aun habia aparicién de estos signos incluso en los peces alimentados con los
mayores niveles de ascorbato, y el crecimiento y supervivencia no fueron Optimos,
comparados con los juveniles que recibieron alimento vivo. Esto indica que aunque el nivel
de carbohidratos influy6 en las respuestas de los peces, también pudo haber otros factores
en las dietas que causaran tales problemas a la hora de la evaluacion nutricional. Aunque ya
se conoce el requerimiento de algunos nutrientes para la especie, dichos problemas se

debieron al desconocimiento de los requerimientos de otros nutrientes importantes para



Discusion general y conclusiones 153

Menidia estor, los cuales fueron inevitables, puesto que este estudio es uno de los primeros

trabajos acerca del conocimiento de sus necesidades nutritivas.

A pesar de que se utilizaron ingredientes de primera calidad y de que los peces fueron
mantenidos bajo condiciones ambientales controladas no fue posible obtener dietas
artificiales que no mostraran algin sintoma patolégico de deficiencias nutricionales.
Aunque se creia que los signos mas frecuentemente observados podian ser causa de niveles
deficientes de vitamina C en las dietas artificiales proporcionadas, con los experimentos
realizados se pudo observar que estos sintomas pueden ser propios de deficiencias de otros
nutrientes. A pesar de que la vitamina C en altos niveles de la dieta logra reducir la
incidencia de estos signos, estos siguen apareciendo en los peces evaluados. Ademas los
peces alimentados con dietas a altos niveles de vitamina C presentaron acumulacion de la
misma en el higado, lo cual indicaria que no toda la vitamina C proporcionada se estuviera
utilizando. Aunque bajo las condiciones del experimento, se obtuvo un requerimiento de
255 mg Kg'', para tener mejores crecimientos y supervivencias en los juveniles de Menidia
estor (capitulo 4), debido a lo anterior, no se pudo saber la cantidad minima necesaria de
vitamina C para que los peces no presenten signos patologicos por deficiencia de esta
vitamina. De esta manera aln falta realizar mas estudios para poder dilucidar cuéles son las
causas de los signos patoldgicos presentes en los peces alimentados con las dietas

artificiales.

Si bien en este trabajo no se estudiaron los efectos de la vitamina C sobre algunas
respuestas fisioldgicas al estrés ampliamente estudiadas en otras especies, si se pudo
observar que esta vitamina cumple un papel importante en este tipo de respuestas y que hay
una movilizacion de la misma a través de los tejidos bajo situaciones de estrés. Si se
observan las respuestas al estrés agudo por transporte en las concentraciones de vitamina C
del higado y se comparan con aquellas obtenidas en los peces sometidos a hipoxia aguda, se
observa una tendencia similar a incrementar los niveles de ascorbato en este organo
después del estrés. Seria necesario evaluar otros tipos de estrés agudo, asi como de
diferente duracion, para determinar si estos cambios varian de acuerdo al tipo de estrés. Por

otro lado, también es necesario llevar a cabo estudios mas profundos acerca de las
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respuestas fisiologicas al estrés en M. estor y del papel que cumple la vitamina C en las

mismas.

De acuerdo a lo encontrado en el presente estudio, los signos de deficiencia observados en
los peces cultivados de Menidia estor no son un claro indicativo de deficiencias de vitamina
C en la dieta, lo cual hace imperativa la realizaciéon de nuevos estudios acerca de los
requerimientos nutricionales de esta especie, para asi lograr dietas artificiales que puedan

reemplazar totalmente el alimento vivo en el cultivo de M.estor.

Conclusiones

Estatus de la vitamina C en Menidia estor y efectos del estrés agudo por transporte

sobre las concentraciones de esta vitamina en los tejidos

e De acuerdo a los tejidos evaluados, tanto en hembras como en machos adultos
silvestres de Menidia estor las concentraciones mas altas de TAA se presentan en

el cerebro, seguido de gonadas, higado y musculo.

e Tomando en cuenta el contenido de acido ascérbico del higado como un indicador
confiable del estatus de vitamina C, se puede concluir que en adultos silvestres de
Menidia estor, niveles de ascorbato hepaticos superiores a 25.9 pg/g en hembras y
46.2 ng/g en machos, no reflejan signos de deficiencia. Debido a que estos niveles
no se vieron significativamente afectados al ser sometidos a estrés agudo por
transporte, sugiere que este estrés fisico no influencia significativamente el estatus
de vitamina C de esta especie, cuando es capturada del medio natural. De la misma
manera, el estrés causado por tres horas de transporte no es suficiente para causar
cambios significativos en las concentraciones de acido ascorbico total de los demas
tejidos evaluados de M. estor; sin embargo, si es suficiente para cambiar
significativamente la proporcion de AA y DHAA en las gonadas de las hembras,

organos donde la proteccidn contra el estrés oxidativo es sumamente importante.



Discusion general y conclusiones 155

Efectos de la concentracion de vitamina C de la dieta sobre la primera reproduccién

de M. estor

Al evaluar la primera reproduccion del pez blanco, tanto en peces alimentados con
suplemento de vitamina C como en los alimentados sin el suplemento, la
produccion de huevos, al igual que el % de huevos viables no varid
significativamente entre los primeros siete desoves consecutivos; lo que sugiere que
se puede tener una produccion continua de huevos sin que se reduzca su viabilidad,
por lo menos durante siete desoves consecutivos. La calidad de los huevos con
respecto a los porcentajes de oculacion y eclosién tampoco varid
significativamente entre los tres primeros desoves consecutivos. Es necesario
evaluar la calidad de los huevos durante mas desoves, para poder determinar el
nimero de desoves consecutivos en los que se puedan obtener huevos viables y de

buena calidad.

No se observé un efecto significativo de la vitamina C sobre la fecundidad del pez
blanco, en términos de numero promedio de desoves y numero de huevos
producidos por desove, asi como tampoco sobre el porcentaje de fertilizacion. Sin
embargo, estos parametros si se vieron afectados por la proporcion sexual, siendo la
proporcion 1:1 la que ofrecié mejores resultados. Sin embargo para poder establecer
la influencia de la proporcion sexual sobre las tasas de fertilizacion se requieren
estudios mas profundos. El nivel de ascorbato en la dieta de los reproductores
influye positivamente en el % de huevos oculados y las tasas de eclosion en los
huevos producidos durante la primera reproduccion de Menidia estor. No obstante,
el nivel de vitamina C proporcionado a los reproductores en la Artemia
suplementada no fue suficiente para observar cambios significativos en las
concentraciones de AAT en las gonadas y mejorar notoriamente el desempefio

reproductivo.
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Efecto del uso de nauplios de Artemia franciscana enriquecidos con diferentes niveles

de vitamina C sobre el crecimiento y supervivencia de los juveniles del pez blanco

Al evaluar el efecto del enriquecimiento de nauplios de Artemia con vitamina C
sobre el crecimiento y la supervivencia de juveniles de M. estor se observo una
relacion positiva entre el nivel de acido ascorbico y estos dos parametros. Aunque
se presentaron algunos signos de deficiencia en los juveniles alimentados con los
mas bajos niveles de vitamina C, su incidencia no fue significativa. Por otro lado,
no se observo una influencia de los niveles de vitamina C de la dieta sobre la
incorporacion de ascorbato en el higado de los juveniles. Niveles de vitamina C
entre 345.82 y 509.45 pg g (base seca) en los nauplios de Artemia enriquecidos,
serian apropiados para obtener un crecimiento y supervivencia Optimos en los

juveniles de M. estor.

Requerimiento dietético de vitamina C para juveniles de M. estor, mediante el uso de

dietas artificiales

Al estudiar los requerimientos de vitamina C de juveniles de M. estor, mediante el
uso de dietas artificiales también se observo un efecto positivo del nivel de vitamina
C sobre el crecimiento y la supervivencia, aunque se pudo ver enmascarado por los
efectos del alto nivel de carbohidratos y otras posibles deficiencias nutricionales en
las dietas elaboradas. Se observaron signos de deficiencia de vitamina C como
erosion de aletas, hemorragias, exoftalmia, lordosis, escoliosis y malformaciones
Oseas, entre otros, las cuales tuvieron una mayor incidencia en los peces
alimentados con los mas bajos niveles de vitamina C. Bajo las condiciones del
experimento, se obtuvo un requerimiento de 255 mg Kg'', para tener mejores

crecimientos y supervivencias.
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Efectos del nivel de vitamina C de la dieta sobre las concentraciones de acido

ascorbico del higado en juveniles de M. estor sometidos a estrés por hipoxia aguda

Al utilizar dietas artificiales, las concentraciones de acido ascoérbico (AA) en el
higado de los juveniles de pez blanco estan relacionadas positivamente con las
concentraciones de AA de la dieta. No hubo una relacion significativamente
positiva entre el nivel de vitamina C de la dieta y los valores del indice
hepatosomatico (IHS); sin embargo, las dietas causaron un incremento notorio en el
[HS de todos los peces, posiblemente debido al alto nivel de carbohidratos. La
hipoxia aguda a la que después fueron sometidos los juveniles de M. estor fue un
factor estresante que ocasiond una respuesta fisioldgica, evidente en el cambio de
las concentraciones de acido ascorbico del higado. El acido ascorbico hepéatico
mostr6 una tendencia incrementarse en los peces estresados en comparacion con los
peces no sometidos a estrés; estos resultados sugieren que la hipoxia aguda puede
inducir una movilizacion de vitamina C hacia el higado. No es claro si el
incremento de ascorbato en el higado se debe a una necesidad mayor de la vitamina
en este 6rgano o a un mayor flujo de sangre, y con esto un mayor flujo de

leucocitos hacia el mismo, como una respuesta fisiologica al estrés.
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The Atherinopsid silverside (Chirostoma estor estor
Jordan, 1879) is a native freshwater species from the
Central Mexican Plate. It is the principal species in an
artisanal fishery in Lake Patzcuaro, one of the altiplano
lakes of Central Mexico, where for many years it has
been the basis of the subsistence of the riparian
P’urépecha Indian people. It has a high market demand
and a high commercial value and so is an important in-
come source in the region. However, problems like pol-
lution, introduction of exotic species and overfishing
have caused it to become an endangered species.

C. estor estor has a great potential for aquaculture,
and although there have been several attempts at cul-
ture on experimental scales (Lara, 1974; Armijo and
Sasso, 1976), research on the basic requirements for its
culture began only recently. Martinez-Palacios et al.
(2002a) described techniques for measuring and han-
dling C. estor estor larvae and determined the optimum
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temperature for growth and survival. Other studies have
been conducted on physiology, feeding habits, anatomi-
cal feeding structures and activity of digestive enzymes
of the species (Martinez-Palacios et al., 2002b) and the
effects of saline environments on growth and survival
of eggs and larvae of whitefish are now well known
(Martinez-Palacios et al., 2004). Currently, several stud-
ies are in progress on feeding requirements, in vivo and
in vitro digestibility of different food sources, molecu-
lar biology and stress responses in order to establish the
optimal conditions for aquaculture.

The species is very easily stressed by handling and
changes in environmental conditions such as salinity
and dissolved oxygen, result in high mortality, low
growth, lack of appetite, etc. According to Pankhurst
and van der Kraak (1997), stress can inhibit growth be-
cause of its effect on metabolism and the endocrine path-
ways that regulate this process.

It has been shown that vitamin C (ascorbic acid)
plays an important role in resistance to environmental
stress in fish (Wee, 1996; Papp et al., 1997; Li et al.,
1998; Henrigue et al., 1998; Montero et al., 1999), as
well as acting on numerous physiological processes in-
cluding growth, bone formation, reproduction, wound
healing, and immune responses, amongst others (Lygren
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etal., 1999; Limetal., 2000; Lee and Dabrowski, 2004).
One of the most widely accepted functions of vitamin
C is that it acts as an antioxidant as it interrupts free
radical chain reactions.

Vitamin C occurs at high levels in many vital or-
gans with an active metabolism and its concentration in
various tissues is related to the dietary intake of this
vitamin. In some tissues, such as the brain, it is accu-
mulated in high concentrations and, compared with other
storage organs such as liver and kidney, its levels can
be retained for longer. It seems that Vitamin C has a
great importance in protecting vital tissues against oxi-
dation processes, and this may explain the high levels
found in brain and other organs such as thymus in fish
(Gabaudan and Verlhac, 2001). According to Robinson
(1989), the best tissue for evaluating ascorbic acid sta-
tus in fish is debatable. Blood ascorbate levels are rap-
idly affected by dietary vitamin C intake, thus these lev-
els not appear to be a good indicator of the vitamin C
status. Anterior kidney ascorbate levels have been sug-
gested as a good indicator of ascorbic acid reserves in
fish, but this tissue is small, which causes problems for
vitamin C assays. Some authors consider liver ascor-
bate levels to be a better indicator of ascorbic acid sta-
tus than anterior kidney vitamin C levels. Lim and Lovell
(1978) found highly variable ascorbate concentrations
in anterior Kidney of catfish, while concentrations of
this vitamin in liver were consistent. In other species
like Rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) the liver
ascorbic acid concentration can be used as an index of
the vitamin C status (Hilton et al., 1977).

We evaluated the ascorbic acid concentration in
brain, liver, gonad and muscle of several wild
Chirostoma estor estor! . Total ascorbic acid (TAA), re-
duced ascorbic acid (AA) and Dehydro-ascorbic acid
(DHAA) concentrations were evaluated by HPLC
techniques? (Fig. 1). Tissue ascorbate (TAA, AA and
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DHAA) levels were different with brain having the high-
est values, followed by gonad, liver and muscle in both
sexes. No significant difference (p>0.05) exists in TAA
concentrations of the evaluated tissues between females
and males (Table 1), nor are there significant differences
between females and males in AA and DHAA concen-
trations, except in brain, which has higher levels of AA
in males. As shown in Figure 2, both in females and
males, vitamin C in the evaluated tissues is found in
higher proportion as AA (reduced form) than DHAA
(oxidized form), with the exception of female brain al-
though this difference was not significant (p>0.05).
During changes in environmental conditions ascor-
bic acid fluctuations can occur in fish tissues which
suggests that vitamin C is involved in certain physiologi-
cal adaptation mechanisms. In some species like mullet
(Mugil cephalus L.), during periods of stress, tissue
ascorbate concentrations can be significantly altered
(decrease or increase) (Thomas, 1984). However, there
is no data on vitamin C status in C.estor estor and the
effects of stress on AA concentrations in tissues.

TABLE 1.

Total Ascorbic Acid tissue levels (ng/g) found in wild
Chirostoma estor estor females and males. Data are
expressed as mean = S.E.M.

Tissue Females Males
Brain 121.81+21.682  110.69 + 15.922
Gonad 38.58 + 11.58° 81.43 + 24.612
Liver 25.86 £ 2.942 46.21 + 14.68°
Muscle 11.23 + 3.682 12.88 + 2.80°

Values with the same superscript are not significantly
different (p>0.05).

! Chirostoma estor estor, (Standard length = 14.4 £ 2.03 cm) were collected in lake PAzcuaro, Michoach, M”xico in September 2003. Six males
and six females were sacrificed, in order to extract the brain, liver and gonad and take samples of muscle, which were frozen in liquid nitrogen
within 1 minute. Frozen tissues were then stored at -80%4Cuntil ascorbic acid analysis.

2 Frozen tissues were weighed and immediately homogenized in ice-cold buffer (0.2 M Sodium acetate solution, pH 4.8). Samples of each homogenate
(100 pL) were added to three tubes, one for the base line (BL), one for reduced ascorbic acid (AA) and the last for total ascorbic acid (TAA)
quantification. The scheme of sample preparation is shown in Figure 1. Quantification of ascorbic acid concentration in the prepared samples was
carried out by high performance liquid chromatography (HPLC), using the method modified by Papp et al. (1998). Then, dehydro-ascorbic acid
(DHAA) concentrations were determined by the difference between TAA and AA. Ultrapure chemicals used in the analysis were obtained from J.T.
Baker (USA), Fluka (Switzerland), SIGMA (Germany) and Aldrich (USA), and Durapore (Millipore) membrane filters (0.45 pm) were used for the
filtration of buffers and homogenates. A Liquid chromatograph (isocratic single column system, Agillent 1100 series) was used with UV-visible
detector and a Lichrosorb RP-18 column (4.6 x 200mm, Agillent). The mobile phase was 0.04 M Sodium acetate solution, with EDTA (0.05 mM)
and Tetrabutylamonium dihydrogen phosphate (0.5 mM), pH 3.76. The chromatographic conditions were: Flow rate= 0.5 ml/min; Pressure= 65 bar;
Wave length (UV detector)= 254 nm; Temperature= 23%C;Injection volume= 2 UL. The chromatograms were evaluated with ChemStation Plus

software (Agillent).
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Weighing of Tissues

\'4

Homogenization in 0,2 M Sodium
acetate solution, pH 4.8

/

A 4

\

1000 pL of 1000 pL of 1000 pL of
homogenate homogenate homogenate
BL AA TAA
25 uL Ascox 50 uL DTE
30 min 30 min
A 4 A 4 A 4
150 uL PCA 150 uL PCA 150 uL PCA
A4 A4 \'4
75 uL SA 100 uL SA 50 uL SA
\\\\\\\‘ \'4

Centrifugation at 12,000G; 2°C /
10 min.

Y

Filtration by 0.45 pm

\'4
HPLC analysis

FIGURE 1. Sample preparation for the determination of ascorbic acid by HPLC
method. (BL: Base line determination, AA: reduced ascorbic acid quantifica-
tion, TAA: Total ascorbic acid quantification, Ascox: Ascorbate oxidase, DTE:
4% Dithioerythritol solution, PCA: 10% Perchloric acid solution, SA: 0.2 M
Sodium acetate Buffer).
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We monitored variations in ascorbic acid concen-
trations after transport stress in brain, liver, gonad and
muscle of several C. estor estor adults. We took these
fish as the stressed group and the fish sampled previ-
ously, without transport stress, as the control group?®.
After transport stress, both females and males show the
same pattern of tissue ascorbic acid (TAA, AA and
DHAA) as the controls, with the highest values in brain
and the lowest in muscle. In comparison with pre-stress
vitamin C levels there are not significant changes
(p>0.05) in tissue ascorbate concentrations (Fig. 3).

No significant difference was found between fe-
males and males in tissue TAA concentrations after
stress, with the exception of liver which had lower lev-
els in females than males. As in the control group, post-
stress vitamin C was higher in both sexes as AA than
DHAA. However, there was no significant difference
between these two forms in the brain of females. There
is a trend of an increase of AA levels and a decrease of
DHAA levels in all tissues of both sexes after the trans-
port stress (Fig. 4), although the change in their propor-
tion is only significant (p<0.05) in female gonads. We
can conclude that the stress caused by three hours trans-
portation is not enough to cause significant changes in
tissue TAA concentrations, but it is sufficient to change
significantly the proportion of AA and DHAA in go-
nad of females.

Context and perspectives

Because the evaluated fishes were taken from the
wild, it was inevitable that physical stress was caused
during capture; however, it is not known if such stress
caused significant changes in the normal tissue ascor-

3 A further six males and six females (Standard length = 17.7 + 1.7 cm)
were packed alive in plastic bags with oxygenated freshwater and then
transported for 3 hours at 22-24CGo the laboratory. This group of fish was
captured at the same time as the control group and so capture stress was the
same for the two groups. After transport, fish were sacrificed and samples
of brain, liver, gonad and muscle were taken and frozen in liquid nitrogen
within 1 minute. Frozen tissues were then stored at -80%Cuntil ascorbic
acid analysis.

For each tissue, the mean and standard error (S.E.) were calculated
separately for males and females, before and after transport stress. For each
tissue, differences in AA, TAA and DHAA before and after transport and
differences between sexes were analysed using Student® t-test and the
Minitab Statistical software, version 13.32. The accepted level of
significance was 0.05. When data did not have a normal distribution,
statistical analysis were performed using the Mann-Whitney test with a
confidence level of 95%. Because the fish were captured from the wild,
differences in sizes was unavaiodable; in this case the obtained data were
reported as micrograms of ascorbate per gram of tissue (Hg/g).

ng/g tissue (Concentration)

ugl/g tissue (TAA)
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FIGURE 2. Reduced ascorbic acid (AA) and
Dehydro-ascorbic acid (DHAA) levels in both
females and males of wild Chirostoma estor
estor (FAA: Females reduced ascorbic acid;
FDHAA: Females Dehydro-ascorbic acid;
MAA: Males reduced ascorbic acid; MDHAA:
Males Dehydro-ascorbic acid).
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FIGURE 3. Total Ascorbic Acid (TAA) levels
found in the evaluated tissues of Chirostoma
estor estor females and males before (control
group) and after transport stress (stressed
group) (FBT: Females before transport; MBT:
Males before transport, FAT: Females after
transport, MAT: Males after transport).
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bate levels. Thomas (1984) found that liver and brain
ascorbate contents were relatively unaffected by cap-
ture stress. It was assumed that capture stress does not
alter the vitamin C stores in these tissues in C. estor
estor and that fish sampled without transport stress were
a valid control group.

As has been found in several fish species, highest
concentrations of TAA were found in brain tissue in C.
estor estor and these levels were maintained after the
transport stress, confirming that in brain tissue the pro-
tection against oxidative damage is very important with
vitamin C acting as an electron receptor (Gabaudan and
Verlhac, 2001). According to Patro and Patnaik (1979)
in Ophiocephalus punctatus the ascorbic acid concen-
trations in brain is unaffected by short-term exposure
to physical stress, which agrees with the results of this
study. Thomas (1984) also found this pattern in the brain
and liver of mullet Mugil cephalus L. after short-term
capture stress. In C. estor estor transport stress of three
hours did not alter the ascorbate content of this tissue.

Hilton et al. (1977) have proposed liver ascorbic
acid content as a reliable indicator of vitamin C status

120
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80 1
60 -

40 A

. | ﬁ ul|

120 1 (b)

ng/g tissue (AA)

80 -
60 - %
40 1

20

Ll | il

Brain Gonad Liver Muscle

in fish, and considered liver ascorbate concentrations
of 20 pg/g or below to be an indicator of poor vitamin
C status in rainbow trout. Lim and Lovell (1978) con-
sidered levels of liver ascorbate below 30 pg/g as in-
dicative of vitamin C deficiency in catfish. Robinson
(1989) found that levels of ascorbic acid below 30ug/g
did not reflect a vitamin C deficiency in channel cat-
fish and that levels of 16.5 and 18.2 ug/g did not show
signs of vitamin C deficiency. As shown in Table 1, adult
C. estor estor had liver ascorbate levels of 25.9 ug/g
(females) and 46.2 pg/g (males), which most probably
indicates a good vitamin C status. Because the concen-
tration of vitamin C in tissues is related to the dietary
intake of the vitamin, the liver ascorbate concentrations
found may reflect its natural feeding based on zoop-
lankton, a natural supply of this vitamin. Nonetheless,
further data are needed to establish hepatic ascorbic acid
levels, which could be used as indicators of vitamin C
deficiency in this species. Liver TAA levels in silver-
side were not affected by transport, which suggests that
this physical stress may not significantly influence the
vitamin C status of this fish.
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FIGURE 4. Reduced Ascorbic Acid (AA) and Dehydro-ascorbic Acid (DHAA)
tissue levels found in Chirostoma estor estor (a) females and (b) males
before (control group) and after transport stress (stressed group).
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As has been reported in other scurvy-prone fish
species (Table 2), C. estor estor has significant amounts
of ascorbic acid in the gonads, to guarantee the high
quality of gametes. For the control group, there were no
differences of TAA concentrations in gonads between
males and females. Most of the ascorbic acid found in
testis was in the reduced form, while in ovaries there
were no significant differences between reduced and
oxidized forms. Although TAA level was not influenced
by sex in C. estor estor, the proportion of reduced and
oxidized forms did vary in gonads. In North Sea dab
(Limanda limanda) Saborowski et al. (1997) found dif-
ferences in AA concentrations between male and female
gonads and, as was found in other species (Carassius
carassius, Gadus morhua, Perca flavescens), these lev-
els varied with the reproductive cycle (Seymour, 1981;
Sandnes and Braekkan, 1981; Dabrowski and Ciereszko,
1996). In C. estor estor, although the evaluated gonads
were immature (gonadosomatic indices between 0.11
and 0.25% for males, and between 0.27 to 0.47% for
females), these tissues had higher values than liver and
muscle. Different concentrations of vitamin C may be
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expected in mature individuals, depending on the stage
of the reproductive cycle. Transportation stress did not
affect the TAA levels in either males or females gonads,
but the proportion of AA and DHAA changed signifi-
cantly in ovaries with AA (reduced form) increasing and
DHAA (oxidized form) decreasing. This suggests that
vitamin C would have acted as an electron receptor, ef-
fectively protecting against oxidative damage in ova-
ries in a stress situation.

The lowest concentrations of TAA were found in
muscle of C. estor estor, indicating that this tissue is
not an important storage place for vitamin C. Low
muscle TAA levels have been observed in other fish
such as european sea bass (Dicentrarchus labrax),
gilthead sea bream (Sparus aurata L.) and rainbow trout
(Alexis et al., 1999; Gabaudan and Verlhac, 2001). The
stress caused by transport for three hours did not affect
muscle ascorbate levels of silverside.

Although the changes in tissue TAA levels after the
stress are not significant, low variations did exist and it
may be that longer periods of transport stress could re-
sult in more significant changes.

TABLE 2.

Ascorbic acid (AA) concentrations in gonads of different wild scurvy-prone fishes

GSI

Sex Size (% body AA concentration Reference

Species weight) (Mg o)
Females
Catla catla 4.66+1.44 Kg NA 286.34+16.54 Agrawal and Mahajan (1980)
Labeo rohita 2.45+0.83 Kg NA 225.30+15.36
Cirrhina mrigala 2.751£0.54 Kg NA 206.81+8.94
Gadus morua NA 0.5-20 100-450 Sandnes & Braekkan(1981)
Salvelinus alpinus 12-14 cm 7.5-20 200-344 Dabrowski (1991)
Chirostoma estor estor  13.77+2.46 cm  0.27-0.47  38.58 + 11.58 This work
Males
Catla catla 4.66+1.44 Kg NA 209.56+20.21 Agrawal and Mahajan (1980)
Labeo rohita 2.45+0.83 Kg NA 199+12.64
Cirrhina mrigala 2.75%0.54 Kg NA 135.75+10.24
Salvelinus alpinus 12-14 cm 8-10 60-90 Dabrowski (1991)
Chirostoma estor estor  15.54+1.01cm  0.11-0.25 81.43+24.61 This work

GSI: Gonadosomatic index
NA: Not analized
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