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Resumen

RESUMEN

Esta investigacion tuvo por objetivo abordar los aspectos de la fisiologia
digestiva de tres ciclidos de importancia acuicola del sureste mexicano,
con el fin de optimizar los requerimientos de alimentacion en las
diferentes etapas de desarrollo de los peces nativos Petenia splendida
(Tenguayaca) y Mayaheros urophthalmus (Castarrica) y el pez exdtico
Oreochromis niloticus (Tilapia) que permitan mejorar el cultivo controlado
en granjas y sistemas de produccion de crias. Como primer ensayo, se
evalud el cambio de la actividad enzimatica digestiva durante la ontogenia
inicial de la mojarra tenguayaca (P. splendida). Los resultados mostraron
que las actividades de las enzimas digestivas estan presentes desde su
eclosion y fueron variando gradualmente con cambios en el esquema
alimenticio y el desarrollo del sistema digestivo; de acuerdo con los
resultados las larvas de las P. splendida pueden ser alimentadas con
dietas artificiales a partir de los 10 dias después de la eclosiéon (DDE).
Posteriormente, se llevo a cabo la evaluacion de la eficiencia enzimatica
en la digestion de las proteinas en juveniles de la mojarra tilapia (O.
niloticus), se establecié que se requiere 7.15 h de recorrido del alimento a
través del tracto digestivo; por lo que el calculo de la eficiencia enzimatica
indica que en el intestino proximal se lleva a cabo principalmente la
digestion de las proteinas. Por otra parte, se evalu6é el efecto de los
inhibidores de proteasas en concentraciones crecientes de harinas
vegetales sobre los extractos enzimaticos de los digestivos de las tres
especies de ciclidos. Se detect6é que la actividad de proteasas digestivas
de los peces presentan una alta sensibilidad desde 24 hasta con una
inhibicibn méaxima del 95%, por lo que se determiné6 que el valor
nutricional de las harinas vegetales presentan inhibidores del tipo Kunitz y
Bowman-Birk, los cuales afectan principalmente enzimas de tipo tripsina y
quimotripsina presentes en el tracto digestivo de los peces. Por dltimo, se
realizé la evaluacion in vitro empleando el modelo gastrointestinal de la

membrana semipermeable y se determind la bioaccesibilidad vy
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Resumen

biodisponibilidad de las proteinas presentes en las harinas de origen
animal y vegetal a nivel industrial utilizadas en la formulacion de
alimentos balanceados, frente a los extractos multienziméaticos obtenidos
de estdmagos e intestinos de tilapias, tenguayacas y castarricas. Los
resultados muestran que la harina de pescado, fue la que presento el
mayor grado de hidrdlisis de aminoéacidos liberado de 39.5 mg/mL con las
enzimas digestivas de juveniles de P. splendida; por lo que se determind
una digestibilidad in vitro del 79%. Asi como el tiempo de liberaciéon de
1.99 h del 50% del total de la hidrélisis a partir de 500 g kg™ de proteina
cruda. Los resultados obtenidos a partir de los estudios realizados,
sugieren que se debe profundizar sobre la fisiologia digestiva de las
citadas especies, con el fin de lograr la formulacion de alimentos
especificos para cada estadio de cultivo para ciclidos del Sureste de

México.



Capitulo 1

I. Introduccion

1.1 Situacién actual de la acuicultura

El pescado representa una fuente importante de proteina animal en la
dieta de la poblacibn humana, su extraccion esta respaldada por
aproximadamente 2,500 especies, principalmente peces 60seos (Shiau
2001, FAO 2019). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que una de las
principales fuentes para obtener este recurso es la pesca comercial. Se ha
observado que la produccidn pesquera se ha mantenido en 91 millones de
toneladas para 2016 (FAO 2018a). En este sentido, la produccion acuicola
compenso los efectos de este estancamiento, siendo el sistema de
produccion de alimentos que tuvo la mayor tasa de crecimiento en la
ultima década, por lo que aument6 de 55.1 millones de toneladas en 2009
a 110 millones de toneladas en 2016 (FAO 2010, FAO 2018b). La
produccion de organismos en agua marina domina con 51.2 millones de
toneladas (46.5%) seguido por el cultivo en agua dulce con 50.3 millones
de toneladas (45.7%) y finalmente el cultivo de organismos en aguas
salobres con una produccién de 8.5 millones de toneladas (7.7%), segun

FAO (2018b).

En México, la acuicultura tiene enorme potencial de desarrollo por la
diversidad de organismos que presenta y su posicion geografica, con una
elevada disponibilidad de recursos hidricos; 11,122 km de costa, 3
millones de km? de area exclusiva de explotacién entre mar territorial y
plataforma maritima continental, 12,500 km? de lagunas salobres y 6,500
km? de aguas continentales (INEGI 2010; SAGARPA 2011; SEMARNAT
2016). Destaca el Programa de Vinculacion Productiva de la Comision
Nacional de Acuicultura y Pesca (CONAPESCA) que ejerci6 durante el
periodo de 2014 a 2017 logro una inversion de 1,400 millones de pesos en
el desarrollo de innovacion tecnoldgica para el cultivo y reproduccion de

especies como como tilapia, carpa y camarones. Con estas acciones,
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México pretende consolidar la acuicultura como una de las principales
actividades que proporcionan fuentes de proteinas para consumo humano
(SAGARPA 2017).

1.2 Cultivo de especies nativas

En México se cuenta con un registro de 2,171 especies de peces, lo que
corresponde al 8,8% a nivel mundial, de las cuales 41 especies son
organismos introducidos y/o exoéticos. Sin embargo, es importante
destacar que dentro de la ictiofauna un ndmero importante de especies
(375) corresponde a peces nativos (Martinez et al., 2004). La situacion de
las especies nativas en habitats naturales en algunos casos ha llegado a
ser critica como consecuencia de diversos fendbmenos de competencia y
depredacion por parte de las especies exéticas introducidas (Rojas y
Mendoza, 2000, Molnar et al., 2008; Liu y Li, 2009; Sanguinetti et al.,
2014).

De esta forma, el impacto de las especies exoéticas se refleja a nivel
biologico (ecoldgico y genético) y socioecondmico. La base de datos sobre
introduccion de especies acuaticas de la FAO revela que la mayor parte de
los efectos biolégicos de especies introducidas han sido negativos,
mientras que los impactos socioecondmicos han sido en su mayor parte
positivos. Asi, la alteracion del habitat, la contaminacion, la hibridacion, la
consanguinidad y la introduccion de organismos son actividades
vinculadas a la acuicultura que conducen a la disminucion de la
biodiversidad nativa de organismos acuaticos (Pérez, 1996; Soto et al.,
2001; Pérez et al., 2003; Ross et al., 2008; Brufao, 2012; Contreras-
MacBeath et al., 2014). De igual manera, se ha sefialado que el desarrollo
de las actividades acuicolas fundamentada en especies exoéticas puede ser
un problema mas que una solucion (Pérez et al., 2000 y 2003; Naylor et

al., 2010; Mendoza et al., 2014). Por este motivo se han destinado
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recursos para la creacion de proyectos de investigacion y redes para

contrarrestar las invasiones biologicas (Savini et al., 2010).

En este mismo sentido, los cultivos de peces de agua dulce que se
realizan en México, se llevan a cabo con especies introducidas como
truchas, tilapias y carpas (Arismendi, 2009; Arthur, 2010; Copp et al.,
2016). La razén de la introduccion de estas especies en los paises en
desarrollo, se debe en mayor grado al desconocimiento de la biologia y
potencial de cultivo de las especies nativas (Harfush, 1992). De éstas
dltimas, se han hecho intentos aislados y poco organizados para
desarrollar su tecnologia de cultivo. En cambio, las especies exdticas se
encuentran mas desarrolladas y fueron facilmente adaptadas a las

condiciones de nuestro pais (Lozano, 2000).

Por su parte, las instituciones de investigacion y desarrollo de tecnologia
(1+D) realizan diversas acciones para ampliar el conocimiento y métodos
que permitan aplicarlo a los procesos de producciéon de alimentos con
especies nativas, asi como para identificar nuevas especies para
integrarlas al catalogo de peces con potencial acuicola del pais. Con estas
acciones se pretende reducir la introduccidon de especies exoéticas y
consigo las consecuencias negativas que estas generan sobre la
biodiversidad (Dominguez y Rodiles, 1998; Harfush, 1992; Mendoza,
1994; Ruiz-Campos et al., 2014).

1.3 Descripcion de especie en estudio

De las especies de peces nativos que habitan en el sureste de México el
pejelagarto (Atractosteus tropicus), la mojarra castarricas (Mayaheros
urophthalmus), la mojarra paleta (Vieja bifasciata) y la mojarra
tenguayaca (Petenia splendida), son las que se han estudiado desde hace

varios afnos.
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1.3.1 La mojarra tenguayaca (P. splendida)

La mojarra tenguayaca se distribuye desde el Sureste de México (Tabasco,
Chiapas, Campeche y Quintana Roo0), hasta Centroamérica. Es comun en
el estado de Tabasco sobre todo en lagunas, rios y en lugares
denominados popales (Reséndez y Salvadores, 1983; Dominguez y
Rodiles, 1998; Torres-Orozco, 1991). Es una especie tolerante a
variaciones ambientales; se ha adaptado como un organismo resistente a
intervalos de temperatura que fluctian de 24 a 34 °C (Reséndez y
Salvadores, 1983; Gamboa et al., 1997; Pérez-Sanchez y Paramo-
Delgadillo, 2008). En lo que se refiere a oxigeno disuelto, puede soportar
rangos amplios, desde aguas anoxicas (1.6 mg/L) hasta agua
sobresaturada (7.7 mg/L), pH entre 7.03 a 8.45 (Paramo, 1984). La
tenguayaca es un pez que tiene un rango amplio de distribucion desde

dulceacuicola hasta aguas salobres (Caro et al., 1994).

La citada especie alcanza tallas de 37.5 cm de longitud total y 1,500 g de
peso, su cuerpo es alto y estrecho, presenta aleta caudal redondeada,
mandibulas protractiles, siendo la inferior muy sobresaliente. Tiene boca
grande y cada mandibula estd armada con hilera de dientes filiformes, y
otra serie de dientes largos y coénicos (Toral, 1970). Paramo (1982) indica
que esta especie no presenta vaina escamosa en la base de las aletas
dorsal y anal. En el lago de Peten Itza, Guatemala, se identificaron dos
formas diferentes de tenguayaca, la plateada y la amarilla (Méndez et al.,
2011).

Esta especie presenta un solo par de aberturas nasales en la cabeza, con
linea lateral interrumpida, una sola aleta dorsal continda formada por una
porcion espinosa y otra de radios; la aleta anal similar a la dorsal, pero
mas corta. En la parte media del cuerpo presenta siete manchas de color
negro, que van desde el opérculo hasta el pedunculo caudal, teniendo en
la base de este una mancha mas fuerte y definida. El cuerpo es grisaceo

con tintes amarillos en la porcibn media, sobre todo en el opérculo y las
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mejillas (Velasco, 1976; Chavez-Lomeli et al., 1989; Contreras, 2003;
Vidal, 2004).

La talla minima de maduracion sexual que se tiene registrada para la
tenguayaca es de 14 cm de longitud total. Esta especie pone sus huevos
adheridos a superficies solidas y tersas, asimismo se sefiala que las
hembras ponen cerca del millar de huevos; este niumero varia de acuerdo
con el peso de la hembra (Pérez-Vega, 2006). Los huevos tardan en
eclosionar de 3 a 5 dias segun la temperatura del agua. Los ovarios se
encuentran bien definidos hasta el estadio IV, son de color anaranjado y
se encuentran dos tipos de huevos: unos muy pequefios y otros grandes y
alargados. Estos ultimos cuando se encuentran en una fase muy cercana a
la maduracion miden de 1.0 a 2.0 mm de largo y tienen un color amarillo
claro (Reséndez y Salvadores, 1983). Se puede confirmar que la
tenguayaca es un pez de reproduccion precoz y potencialmente capaz de
reproducirse durante todo el afio. Sin embargo, presenta un periodo
preferencial de reproduccion; este periodo comprende de marzo a

septiembre con temperaturas de por lo menos 28 °C (Martinez, 2004).

Es una especie de habitos diurnos, principalmente carnivoro y en menor
intensidad se alimenta de restos vegetales principalmente en etapa adulta
(Santiago et al., 1997; Valtierra, 2000). Se han realizado evaluaciones
donde se observan mayores rendimientos de crecimiento empleando un
requerimiento de proteina del 45 al 50% vy lipidos del 12% (Uscanga et
al., 2012; Arredondo-Figueroa et al., 2012). Jiménez-Martinez et al.
(2009) demostraron que es factible la reproduccién de tenguayaca en
sistemas de recirculacion. Asi mismo, se han descrito los cromosomas del

cariotipo en meiosis y mitosis (Arias-Rodriguez et al., 2008).
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1.3.2 La mojarra castarrica (M. urophthalmus)

La castarrica (Cichlasoma urophthalmus= Mayaheros urophthalmus) es
una especie que presenta una distribucion geografica, desde los estados
del sureste del pais (Veracruz, Oaxaca, Tabasco, Campeche, Yucatan y
rios de Quintana Roo) se extienden hasta los paises de América Central
(Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua) (Martinez, 1987, Martinez-
Palacios y Ross, 1992). Se han reportado registros de la especie en el sur

de Florida desde 1983 como una especie exotica (Adams y Wolfe, 2007).

Esta especie muestra un fenotipo de corporacion alto y estrechado, en la
cabeza presenta un solo par de perforaciones nasales, los dientes
centrales de la mandibula superior son mas grandes que el resto de los
dientes todos ellos se muestran en forma de conos; la linea lateral es
interrumpida, exhibe una aleta dorsal y anal, la aleta caudal es
redondeada (Alvarez-Gonzalez et al., 2013). Presenta un color castafio
rojizo a verde violaceo, la caracterizan siete franjas perpendiculares en
color azul verdoso en la longitud del cuerpo que llegan hasta la base de la
aleta caudal. Presenta una cabeza pequefia en comparaciéon del cuerpo en
colores rojizos como pecho y garganta. Las aletas son de color verde y
alrededor muestran un color rojo y las aletas pectorales se presentan de
color amarillas (Martinez-Palacios y Ross, 1994). Es un organismo que
muestra una amplia capacidad de adaptacién a una diversidad de habitats
(agua dulce, lagunas salobres y manglares) para su crecimiento como su
reproduccion, asi como habilidad para tolerar una amplia gama de
condiciones ambientales (Schmitter-Soto, 1996; Chavez-Sanchez et al.,
2000). Es un pez que alcanza de 22 a 30 cm de longitud y de 400 a 600 g
de peso (Miller et al., 2009; Alvarez-Gonzélez et al., 2013).

Esta especie presenta habitos de alimentacion con afinidad de ser
icti6fagas, con tendencia a la omnivora (Chavez et al., 1989). Su dieta se
compone principalmente de materia organica (detritus), crustaceos,

anfipodos, moluscos, poliquetos, huevos de invertebrados e insectos
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(Martinez-Palacios y Ross, 1994; Barrientos-Medina, 2003; Bergmann y
Motta, 2005).

Si bien es un pez con alto potencial acuicola, no existe un alimento
especifico comercial para sus etapas de cultivo, razén por la cual Cuenca
et al. (2013) evaluaron en el pH-STAT fuentes de proteina de origen
animal y vegetal. Asi mismo, han realizado pruebas utilizado harina de
pescado Astyanax aeneus Yy el caracol Pomacea flagellata como fuentes de
proteinas (Cuenca et al., 2016). Se ha descrito la caracterizacion
enzimatica lo que confirma las caracteristicas omnivoras y capacidad de
ingerir sustratos propios de organismos carnivoros (Cuenca-Soria et al.,
2014).

1.3.3 La mojarra tilapia (O. niloticus)

Pez dulceacuicola y estuarino, que alcanza hasta 50 cm y 2 Kg de peso,
cuerpo alto y robusto, la cabeza es pequefia en relacion con la longitud del
cuerpo. Presenta escamas grandes y fuertes, la linea lateral es
interrumpida (Morales, 1991). La aleta anal tiene 3 espinas y de 8 a 11
radios, presenta colores variables, pero en general, posee un color gris
plateado uniforme, generalmente las tilapias poseen dientes en la boca y
en la faringe, esta es una caracteristica de las especies herbivoras, ya que
éstos ultimos son muy fuertes, lo que les permite mayor trituracion del
alimento, factor que les ayuda a su digestion (Pillay, 1993; Fitzsimmons,
1997).

El sistema digestivo de la tilapia, inicia en la boca, con dientes
mandibulares continua en el es6fago hasta el estbmago. El intestino es de
forma de tubo hueco y redondo que se adelgaza después del piloro,
diferenciandose en dos partes, una inferior corta que corresponde al
duodeno y una posterior mas grande de menor diametro. El intestino es

siete veces mas largo que la longitud total del cuerpo de pez,
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caracteristica que predomina en las especies herbivoras (Egha y Boyd,
1997).

Las tilapias se caracterizan por ser peces de cuerpo comprimido, tipo
discoidal, tienen un solo orificio nasal a cada lado de la cabeza que sirve
simultdneamente como entrada y salida de la cavidad nasal, y
generalmente el macho alcanza mayores tallas que la hembra (Arredondo
et al., 1994). La diferenciaciéon externa de los sexos se basa en que el
macho presenta dos orificios bajo el vientre: el ano y el orificio urogenital,
mientras que la hembra posee tres: el ano, el poro genital (oviducto) y el
orificio urinario (Saavedra, 2006). La tilapia es una especie exdtica que
fue introducida a México por vez primera en 1964 (Arredondo et al.,
1994).

1.4 Nutriciéon

Indudablemente el cultivo exitoso de cualquier especie implica
comprender los diversos aspectos biologicos, econdmicos, sociales y del
ambiente. Es asi que el continuo desarrollo y mejoramiento en la
eficiencia alimentaria en la produccibn acuicola requiere mejoras
sostenidas desde la formulacion y la tecnologia de los alimentos, asi como
el conocimiento fisiolégico de los organismos, hébitos alimenticios,
requerimientos nutricionales, y digestibilidad de los diferentes productos,
entre otros, y ello permitira contribuir a incrementar los rendimientos
econdmicos en esta actividad y de esta forma asegurar un crecimiento

optimo de los organismos (De la Higuera, 1987; Soler et al., 2000).

La nutriciobn es uno de los factores mas importantes en la acuicultura,

siendo la proteina uno de los aspectos mas significativos a considerar para

la alimentacion de los peces (Catacutan, 2001; Moon et al., 2001; Ng et

al., 2001; Kim y Sang-Min, 2005; Wang et al., 2016; Saavedra et al.,

2018; Ren et al., 2019), dada la importancia que tienen en las numerosas

funciones que este nutriente realiza, ya sea como catalizadores,
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elementos estructurales, en los sistemas contractiles, reserva de los
elementos nutritivos, vehiculos de transporte; asi también como
hormonas y elementos de proteccion (Tacon, 1987; Barroso et al., 1994;
Lehninger, 1995; Kang et al., 2005; Ali y Jauncey, 2005; Kaushik vy
Seiliez, 2010). Por lo tanto, esta area de la nutricién es la que genera los
mayores costos de produccion, alcanzando incluso mas de la mitad de los
costos de la operacion del cultivo (National Research Council, 1993; Sang-
Min et al., 2000; Kim et al., 2001; Ng et al., 2003; Meyer y Machado,
2004; Cho et al., 2005; Dong-Fang et al., 2011; Ye et al., 2017).

Las proteinas, al ser el componente basico de los tejidos, son esenciales
para el mantenimiento y el crecimiento de los peces (Hepher, 1993),
constituyen alrededor del 50% del peso seco de las células y son
fundamentales en todos los aspectos de la estructura y funcién. Ademas
aportan los aminoacidos necesarios para varios procesos bioquimicos
(Carrillo et al., 1987; Ren et al., 2019). Las proteinas son compuestos
organicos complejos de elevado peso molecular, que contienen al igual
que las grasas y los carbohidratos, oxigeno, carbono e hidrogeno,
nitrogeno y azufre (Soler et al., 2000). Estas moléculas, contienen
frecuentemente varias centenas de aminoacidos ya que estos son los
constituyentes principales de la proteina y se caracterizan por poseer un
grupo nitrogenado basico amino (-NH) y uno carboxilo (-COOH) (Curtis y
Barnes, 2002). Se ha demostrado que, para lograr el maximo crecimiento
en los peces, los aminoacidos esenciales tienen que ser proporcionados en
la alimentacion, ya que no pueden ser sintetizados por el organismo
(Cowye, 1999; Marammazi et al., 2017). Sin embargo, los peces no tienen
requerimientos de proteina cruda o absoluta, como lo describen Menghe
et al. (2003), sino que requieren ciertas cantidades de aminoéacidos
digestibles, mismos que son influidos por varios factores como lo son la
especie, la edad, la raciéon alimenticia, composiciéon de la dieta y su
contenido en energia digestible, la temperatura del agua y el tamafo de la

particula (Ahmed et al., 2019). Una vez que la proteina es hidrolizada, se
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liberan los aminoécidos, los cuales son absorbidos por el tracto intestinal y
distribuidos a través de la sangre a todos los 6rganos y tejidos del pez
(Soler et al., 2000; Alam et al., 2002; Dabrowski et al., 2010).

1.5 Ontogenia

Durante la vida de los peces uno de los momentos méas importantes es el
inicio de la alimentacion exégena, esto ocurre cuando se han agotado las
reservas de nutrientes en el huevo, dicho proceso sucede en los primeros
dias después de la eclosién. Desafortunadamente, esta etapa no es muy
favorable para las larvas, ya que se ha observado tanto en poblaciones
naturales como de laboratorio que durante este cambio ontogénico se
presenta la mayor mortalidad por diversas razones (Yufera y Darias,
2007). En el caso de las larvas de peces de ontogenia indirecta o
transicional, esta situacién obliga a establecer a la par cultivos auxiliares
(fitoplancton y zooplancton) para mejorar la supervivencia de las larvas y
lograr la produccion de semilla (Tucker, 1998; Hamlin y Kling, 2001). De
esta forma, se requiere de una inversion adicional para la produccion de
alimentos vivos, lo que eleva los costes de produccion, ademas de
requerir personal técnico altamente capacitado (Holt, 2000). Por lo tanto,
una manera de garantizar el éxito del cultivo es mediante un alimento
balanceado apropiado para las larvas, el cual debe ser de buena calidad y
se debe administrar en cantidades suficientes (lzquierdo, 1996; Yufera y

Darias, 2007).

Debido a estas probleméticas en los ultimos afios se han realizado
estudios que ayudan a entender cémo funciona el sistema digestivo de los
peces y asi mejorar el cultivo, uno de esos estudios es conocer la
ontogenia digestiva, que refleja la funcionalidad y la capacidad que tiene

el tracto digestivo del organismo (Pradhan et al., 2012).
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Las etapas de vida de los peces pueden ser descritas de acuerdo con sus
condiciones fisiolégicas y morfoldégicas donde se presentan cambios que
podemos clasificar durante su ontogenia. Por lo tanto, existen tres tipos
de ontogenia la directa (embrién, larva, juveniles, adulto y adulto en
senectud) la indirecta esta se caracteriza por no tener un periodo larvario
pasando directamente a la etapa juvenil y la transicional comprende las
etapas de embrién, alevin (presenta un vestigio larvario), juvenil, adulto y

senectud (Balon, 1984; Balon, 2002; Alarcon et al., 2017).

En la ontogenia indirecta se presenta un desarrollo embrionario, que se
inicia con la fecundacion donde se fusionan los gametos, seguidamente de
la fertilizacion, el paso siguiente es la division celular, y se forma el
embrion, cuando el embrién ha reabsorbido el vitelo y los glébulos de
aceite se dice que el periodo embrionario ha terminado. Esta etapa, con
lleva tres fases segmentacion, embrion y eleuteroembrion (Lagler et al.,
1977; Balon, 1984)

La segunda etapa de este tipo de ontogenia inicial consiste en el periodo
larvario que esta comprendida por tres fases (preflexion, flexion vy
posflexion) en ella las larvas presentan cambios morfo-estructurales y
fisiolégicos al pasar de una estructura cartilaginosa (notocorda) hasta la
formacién del hueso, con la estructuraciéon completa de la placa hipuarica
hasta que se forman las aletas, escamasion y pigmentaciéon semejante a
la de un adulto (fases prejuvenil y juvenil), aunque sin la capacidad de
realizar el proceso de reproduccion; pero si la captura de organismos para
su alimentacion (Kendall et al., 1984 y Hubbs, 1958 modificado por Ortiz-
Galindo, 1991).

Inmediatamente después que todos estos cambios han ocurrido inicia el
periodo adulto. El principal indicador de este periodo, es la presencia de
las gdénadas, y obviamente aparecen las caracteristicas de la reproduccion,

en este periodo la tasa de crecimiento disminuye, debido a que el
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organismo ocupa la energia en el crecimiento de las gonadas y los

gametos (Alvarez-Gonzalez, 2003).

El ultimo periodo de la ontogenia indirecta es la de senectud, suena légico
que en este periodo disminuya o inclusive finaliza la capacidad de
reproduccion del pez, otra caracteristica de esta ultima etapa es que la
tasa de crecimiento disminuye considerablemente. Lo que provocara que
el organismo muera (Kendall et al., 1984). Sin embargo, el desarrollo de
un pez y los cambios morfolégicos, no serian exitosos sin una adecuada
alimentacion, esta ayudara a la perfecta ingesta de alimento y la

absorcion de nutrientes.

1.6 Fisiologia digestiva

El comienzo de la funcidén digestiva sera determinado por cada especie,
esto establece la capacidad que tienen las larvas para la digestion y
absorcion de los diferentes tipos de nutrientes. Muchas veces en la
literatura se ha mencionado como referencia que, durante el periodo
larvario, el pancreas e higado estan completamente desarrollados y son
funcionales, por lo que se asume que las enzimas digestivas estan

presentes (Kendall et al., 1984, Pradhan et al., 2012).

Las enzimas son el grupo de proteinas notables y altamente
especializadas. Poseen un grado alto de especificidad con respecto a su
sustrato y funcionan en soluciones acuosas en condiciones muy suaves

(en general no extremas) de temperatura y pH (Lehninger et al., 1995).

Las enzimas dependiendo de la reaccion que catalizan se clasifican en 6
grandes grupos, esto segun la Comision de Enzimas (EC) de la Unién
Internacional de Bioquimica (Lehninger, 1984): al primer grupo se le

conoce como Oxido-reductasas: estas enzimas se encargan de la

trasferencia de electrones (iones hidruro o atomos de H), el siguiente

grupo son las enzimas transferasas: que catalizan transferencias de
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grupos funcionales de una molécula a otra. El tercer grupo esta formado
por las hidrolasas: estas producen reacciones de hidrolisis (trasferencia
de grupos funcionales al agua). El cuarto grupo lo integran las liasas: su
funcion es adicionar grupos a dobles enlaces, o formar dobles enlaces por
eliminacion de grupos. Las isomerasas: entran en el quinto grupo, estas
se encargan de trasferir los grupos dentro de la molécula dando formas
isoméricas. Por ultimo, el sexto grupo lo integran las ligasas. Estas
forman enlaces entre atomos de C-C, C-S, C-O, y C-N. Mediante
reacciones de condensacion acopladas a la rotura de moléculas de ATP
(Lehninger et al., 1995).

Con respecto a las enzimas digestivas, la funcidén de las proteasas consiste
en catalizar la hidrélisis de los enlaces peptidicos que unen a los
aminoacidos y forman la estructura primaria de las proteinas (Dixon y
Webb, 1979). Algunas proteasas estan implicadas en procesos como la
digestion, la activacion de proenzimas, prehormonas y muchos otros
(Stroud, 1975).

Por otra parte, existe otro tipo de enzimas altamente necesarias
denominadas lipasas se clasifican dos tipos 1) esterasas actuan sobre
esteres simples de &cidos grasos de bajo peso molecular y poseen la
capacidad de hidrolizar triglicéridos; Il) lipasas verdaderas por su
preferencia a sustratos de cadenas largas especificamente sobre los
enlaces éster; hidrolizan sustratos poco solubles (Canioni et al., 1977).
Estas enzimas las podemos encontrar en los lisosomas de la célula, como
por ejemplo en las células del pancreas. Algunos estudios indican que
también se han encontrado lipasas en el plasma de la sangre, la saliva y

el jugo gastrico (Paniagua et al., 2003).

Otras enzimas digestivas importantes son las carbohidrasas, estas
enzimas actiuan sobre carbohidratos como almidén y glucégeno, su

funcién es hidrolizar los enlaces que unen a dichos monosacaridos, es
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decir el enlace glicosidico que se forma entre los carbonos al y 4
(Lehninger et al., 1995). Se dividen en alfa (o) y beta (), o endo y exo
amilasas. Un grupo particular es la a-amilasa, la cual esta presente en el
jugo pancreatico de gran cantidad de animales (Archibal, 1987) Actua
sobre los enlaces glucosidicos de la cadena del polimero hidrocarbonado,
los productos de dicha reaccion es la liberacion de moléculas de glucosa,
maltosa y oligosacaridos. Por su parte la B-amilasa hidroliza a los
carbohidratos por el extremo no reductor, liberando moléculas de maltosa.
Se han encontrado en bacterias, hongos y plantas (Hirikado et al., 1994;

Ji et al., 2012).

Finalmente, las fosfatasas que catalizan la separacion de P inorgéanico a
partir de fosfato organico. Se encuentran en los epitelios intestinales y en
diferentes capas tisulares del estdmago. Su papel fisiolégico en los
vertebrados superiores esta relacionado con los procesos de
mineralizaciéon de los huesos (Harris, 1989), asi como en procesos de
transporte a través de membrana. De hecho, ambas fosfatasas se asocian
con el transporte activo de glucosa, proteina y lipidos, e incluso de iones
como ha sido reportado para la fosfatasa alcalina (Dupuis et al., 1991,

Zacarias et al., 2013).

1.7 Digestibilidad In vivo e In Vitro

Para la elaboracién de alimentos en la acuicultura, son innumerables las
fuentes proteinicas que se utilizan; entre ellas destacan harinas y aceites
de animales y plantas, los cuales sirven de base para la formulacion y
fabricacion de los piensos. Desafortunadamente, la mayoria de esas
fuentes de proteina no son valoradas desde el punto de vista de la
capacidad digestiva de los organismos que las consumen. La formulacion y
fabricacion de los alimentos se basa en los denominados analisis
proximales que relacionan la cantidad de combustibles que presentan los

alimentos y no en funcion de la cantidad que requiere el organismo
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respecto al tiempo. Una aproximacién, que permite valorar la capacidad
digestiva de los organismos se da por la utilizacion de métodos “in vivo”,
en los que se determina una serie de parametros o indices relacionados
con el grado de aprovechamiento de los ingredientes con relacion en el
combustible que las compone. Todos estos ensayos resultan costosos,
tediosos y largos debido a la necesidad de instalaciones adecuadas,
mantenimiento de los animales y el andlisis de éstos y sus excretas
(Lovell, 1998). Por otra parte, el empleo de marcadores no digeribles
como el 6xido de cromo (Crp03) y Oxido de itrio (Y203) estan siendo mas
aceptados (Ringo, 1993; Austreng et al., 2000). Sin embargo, el uso de
estos marcadores conlleva algunos problemas como el efecto téxico o el
aletargamiento en el paso de los nutrientes (Morales et al., 1999),
ademas de que son una medida indirecta de la digestibilidad, lo cual
resulta complicado debido al lento crecimiento de las especies, la
dificultad de recolectar las heces en el medio acuéatico y la influencia de los
niveles de inclusion de éstos sobre el aprovechamiento de algunos
combustibles (March et al., 1985; Shiau y Liang, 1995).

Debido a lo anterior, se han desarrollado métodos “in vitro” que simulan la
digestién de los organismos y podria permitir predecir la digestibilidad de
las diferentes harinas que son susceptibles de utilizarse en la formulacion
de alimentos. De esta manera, algunos investigadores recomiendan que
los estudios se encaminen hacia el desarrollo de este tipo de técnicas
(Tacon, 1995). Originalmente, se elaboraron métodos solamente que
investigaban la fase de digestion alcalina con preparados artificiales de
tres a cuatro enzimas (Hsu et al., 1977; Satterlee et al., 1979), donde se
valoraba la digestibilidad por medio de la caida de pH en la solucién
proteica (pH drop o pH shift). A partir de los resultados obtenidos, se ha
tratado de simular, en la medida de lo posible, el proceso de digestion
completa, mediante sistemas con membrana permeables a modo de bolsa
de didlisis que permiten separar y cuantificar en continuo los productos de

bajo peso molecular generados por la hidrélisis (Savoie y Gauthier, 1986).
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Actualmente, se mejoraron los métodos anteriores, con el desarrollo del
sistema del pH-STAT y biorreactores y membranas semi-permeables que
permite una determinacion rapida de la digestibilidad de la proteina de las
diferentes materias primas, las cuales varian en funcion de la cantidad y
tipo de enzimas utilizadas, condiciones de hidrolisis, métodos de
fraccionamiento digestivo y el estudio de los productos resultantes

(Morales y Moyano, 2010).

1.7 Referencias

Adams AJ, Wolf RK (2007) Occurrence and persistence of non-native
Cichlasoma urophthalmus (family Cichlidae) in estuarine habitats of
south-west Florida (USA): environmental controls and movement
patterns. Marine and Freshwater Research 58: 921-930.

Ahmed M, Liang H, Kasiya HC, Ji K, Ge X, Ren M, Liu B, Zhu X, Sun A
(2019) Complete replacement of fish meal by plant protein
ingredients with dietary essential amino acids supplementation for
juvenile  blunt snout bream (Megalobrama amblycephala).
Aquaculture Nutrition 25:205-214.

Alam MDS, Teshima S-1, Shunsuke K, Isahikawa M (2002) Arginine
requirement of juvenile Japanese flounder Paralichthys olivaceus
estimated by growth and biochemical parameters. Aquaculture
205:127-140.

Alarcon DI, Castillo-Rivera MA, Arroyo-Cabrales J, Figueroa-Lucero G
(2017) Cambios Morfolégicos en la Ontogenia Temprana de
Chirostoma riojai. International Journal of Morphology 35(1): 331-
336.

Ali MZ, Jauncey K (2005) Approaches to optimizing dietary protein to
energy ratio for African catfish Clarias gariepinus (Burchell, 1822).
Aquaculture Nutrition 11: 95-101.

Alvarez-Gonzéalez CA (2003) Actividad enziméatica digestiva y evaluacion
de dietas para el destete de larvas de la cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus (PERCOIDEI: SERRANIDAE). Tesis doctoral. Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico
Nacional.

21



Capitulo 1

Archibal AL (1987) Comparison of the serum amylases of farm animals.
Comparative Biochemistry and Physiology B 88: 963-968.

Arias-Rodriguez L, Ibarra-Castro L, Paramo-Delgadillo S (2008) Los
cromosomas mitéticos y meiodticos del pez tropical Petenia splendida
(Cichlidae). Revista de Biologia Tropical 56(2): 895-907.

Arismendi I, Soto D, Penaluna B, Jara C, Leal C, Le6bn-Muioz J (2009)
Aquaculture, non-native salmonid invasions and associated declines
of native fishes in Northern Patagonian lakes. Freshwater Biology
54(5): 1135-1147.

Arredondo FJL, Campos R, Flores MV, Gonzalez TF y Gardufio AT (1994)
Desarrollo cientifico y tecnoldgico del banco de genoma de la tilapia.
SEPESCA-UAMI, México. pp. 89.

Arredondo-Figueroa JL, Matsumoto-Soulé JJ, Ponce-Palafox JT, Shirai-
Matsumoto K, Gomez-Marquez JL (2012) Effects of protein and lipids
on growth performance, feed efficiency and survival rate in fingerlings
of Bay snook (Petenia splendida). International Journal of Animal and
Veterinary Advances 4(3): 204-213.

Arthur IR, Lorenzen K, Homekingkeo P, Sidavong K, Sengvilaikham B,
Garaway JC (2010). Assessing impacts of introduced aquaculture
species on native fish communities: Nile tilapia and major carps in SE
Asian freshwaters. Aquaculture 299: 81-88.

Austreng E, Storebakken T, Thomassen MS, Refstie S, Thomassen Y
(2000) Evaluation of selected trivalent metal oxides as inert markers
used to estimate apparent digestibility in salmonids. Aquaculture
188: 65-78.

Balon EK (1984) Reflections on some decisive events in the early life of
fishes. Transactions of the American Fisheries Society 113: 178-185.

Balon EK (2002) Epigenetic processes, when natura non facitsaltum
becomes a myth, and alternative ontogenies a mechanism of
evolution. Environmental Biology of Fishes 65: 1-35.

Barrientos-Medina RC (2003) The Mayan Cichlid, ‘Cichlasoma’
urophthalmus: an overview. The Cichlid Room Companion. Retrieved
from http://cichlidae.com/article.php?id=181 on 1 March 2007.

22



Capitulo 1

Barroso BJ, Garcia SL, Peregon J, De La Higuera M, Lupiafiez AJ (1994)
The influence of dietary protein on the kinetics of NADPH production
systems in various tissues of rainbonw trout (Oncorhynchus mykiss).
Aquaculture 124:47-59.

Bergmann GT, Motta PJ (2005) Diet and morphology through ontogeny of
the nonindigenous Mayan cichlid ‘Cichlasoma (Nandopsis)’
urophthalmus (Gunther 1862) in southern Florida. Environmental
Biology of Fishes 72: 205-211.

Brufao CP (2012) Las especies exoticas invasoras y el derecho, con
especial referencia a las especies acuaticas, la pesca recreativa y la
acuicultura. Revista catalana de dret ambiental 3(1): 1-54.

Canioni P, Julien R, Rathelot J, Sarda L (1977) Pancreatic and microbial
lipases: a comparison of the interaction of pancreatic colipase with
lipases of various origins. Lipids 12: 393-397.

Caro CC, Mendoza AA., Sanchez CM, (1994) Caracterizacion del ambiente
de la Petenia splendida en las lagunas del sur de Quintana RoO:
Mendoza E., Galmiche, T. A., Meseguer E. R (Eds). Memoria de 1l
seminario sobre peces nativos con uso potencial en acuacultura. 23 al
26 de mayo 1994. H. Cardenas, Tabasco, México.

Carrillo FO, Lee AM, Alvarez VC (1987) Bioquimica de la nutricién. Editorial
Pueblo y Educacién. Habana, Cuba. pp. 134-140.

Catacutan MR, Pagador GE, Teshima S (2001) Effect of dietary protein and
lipid levels and protein to energy ratios on growth, survival and body
composition of the mangrove red snapper, Lutjanus argentimaculatus
(Forsskal, 1775). Aquaculture Research 32: 811-818.

Chavez LMO, Mattheeuws AE, Pérez VH (1989) Biologia de peces del rio
San Pedro en vista de determinar su potencial para la piscicultura,
Xalapa Ver., México. pp. 222.

Chéavez-Sanchez C, Martinez-Palacios CA, Martinez-Pérez G, Ross LG
(2000) Phosphorus and calcium requirements in the diet of the
American cichlid Cichlasoma urophthalmus. Aquaculture Nutrition 6:
1-9.

Cho SH, Lee SM, Lee JH (2005) Effect of dietary and lipid levels on growth
and body composition of juvenile turbot (Scophthalmus maximus L)
reared wunder optimum salinity and temperature conditions.
Aquaculture Nutrition 11: 235-240.

23



Capitulo 1

Contreras GM de J (2003) Inversion sexual de las mojarras nativas
Cichlasoma salvini y Petenia splendida, mediante la administracion
oral de esteroides sintéticos. Tesis Profesional. Division Académica de
Ciencias Biologicas. Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco. pp.
49.

Contreras-MacBeath T, Gaspar-Dillanes MT, Huidobro-Campos L, Mejia-
Mojica H (2014) Peces invasores en el centro de México, en R.
Mendoza y P. Koleff (coords.), Especies acuaticas invasoras en
México. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad, México, pp. 413-424.

Copp HG, Godard JM, Russell CI, Peeler JE, Gherardi F, Tricarico E,
Miossec L, Goulletquer P, Almeida D, Britton RJ, Vilizzi L, Mumford J,
Williams C, Reading A, Rees EMA, Merino-Aguirre R (2016) A
preliminary evaluation of the European Non-native Species in
Aquaculture Risk Assessment Scheme applied to species listed on
Annex IV of the EU Alien Species Regulation. Fisheries Management
and Ecology: 23: 12—-20.

Cuenca SCA, Alvarez GCA, Ortiz-Galindo JS, Guerrero-Zarate R, Perera-
Garcia MA, Hernandez-Gémez RE, Nolasco-Soria H. (2013)
Digestibilidad in vitro de ingredientes proteicos en la mojarra
castarrica Cichlasoma urophthalmus. Universidad y Ciencia 29(3):
263-275.

Cuenca SCA, Navarro ALI, Castillo-Dominguez A, Melgar VCE, Pérez-
Palafox XA, Ortiz-Hernandez M (2016) Fuentes proteinicas no
tradicionales y su efecto sobre el crecimiento y supervivencia,
durante la masculinizaciobn del pez Cichlasoma urophthalmus
(Perciformes: Cichlidae). Cuadernos de Investigacion 8(2): 163-170.

Cuenca-Soria CA, Alvarez-Gonzalez CA. Ortiz-Galindo JL, Nolasco-Soria H,
Tovar-Ramirez D, Guerrero-Zarate R, Castillo-Dominguez A, Perera-
Garcia MA, Hernandez-Gémez R, Gisbert E (2014) Partial
characterisation of digestive proteases of the Mayan cichlid
Cichlasoma urophthalmus. Fish Physiology and Biochemistry 40: 689—
699.

Curtis H, Barner SN (2002) Biologia, 6ta edn. Panamericana pp. 84.

Dabrowski K, Zhang YF, Kwasek K, Hliwa P, Ostaszewska T (2010) Effects
of protein-, peptide- and free amino acid-based diets in fish nutrition.
Aquaculture Research 41: 668-683

24



Capitulo 1

De la Higuera, M (1987). Requerimientos de proteinas y aminoéacidos en
peces 53-98 p. en Nutricion en Acuacultura Il. Espinosa y Labarta
(Eds). CAICYT. Madrid. pp. 318.

Dixon M, EW (1979) Enzymes. Academic Press 3th. New York.

Dominguez-Cisneros S, Rodiles-Hernandez R (1998) Guia de Peces del Rio
Lacanja, Selva Lacandona, Chiapas, México. Ecosur, México. pp. 69.

Dong-Fang D, Zhi Yong J, Warren D, Ryan M, Robert PW (2011) Optimal
dietary protein levels for juvenile Pacific threadfin (Polydactylus
sexfilis) fed diets with two levels of lipid. Aquaculture 316: 25-30.

Dupuis Y, Tardival S, Poremska Z, Fournier P (1991) Effect of some
alkaline phosphatase inhibitors of intestinal calcium transfer.
International Journal of Biochemistry 23: 175-180.

Egna HS and Boyd CE (1997) Dynamics of Pond Aquaculture. Lewis
Publishers, CRC Press, USA. pp. 190-191.

Fange R, Grove D (1979) Digestion, pp. 161-260. En: W.S. Hoar, D.J.
Randall & J.R. Brett (Eds.). Fish Physiology. Vol. 8, Academic Press.
NY.

FAO (2010) El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2010. Roma pp.
219.

FAO (2018a) El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2018. Cumplir
los objetivos de desarrollo sostenible. Roma. Licencia: CC BY-NC-SA
3.0 1GO.

FAO (2018b) Anuario. Estadisticas de pesca y acuicultura 2016. Roma. pp.
104.

FAO (2019) Fisheries Topics: Resources. Recursos de la pesca de captura.
Topics Fact Sheets. In: Departamento de Pesca y Acuicultura de la
FAO [en linea]. Roma.

Fitzsimmons K (1997) Introduction to tilapia Sex-Determination and sex
reversal. In: Proceedings from the fourth international symposium on
tilapia in Aquaculture. Vol. 2, Nov. 9-12. pp. 717-718.

Gamboa PH, Schmitter SJ (1997) Distribucion de las mojarras
(Perciformes:Cichlidae) de la Laguna Bacalar, Quintana Roo. En:
Ramirez R. G. (Eds.) Memoria V Congreso Nacional de Ictiologia del 3
al 5 de Febrero 1997. Mazatlan, Sinaloa pp. 2.

25



Capitulo 1

Hamlin HJ, Kling LJ (2001) The culture and early weaning of larval
haddock (Melanogrammus aeglefinus) using a microparticulate diet.
Aquaculture 201: 61-72.

Harfush MM (1992) Determinacion de los requerimientos de proteina
dietarica en crias de Cichlasoma urophthalmus (Gunther, 1962)
alimentadas ad libitud. Tesis Maestro en ciencias. Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional.

Harris H (1989) The human alkaline phospahatases: what we know and
what we don’t know. Clin Chim Acta 186:133-150.

Hepher B (1993) Nutricibn de peces comerciales en estanques. Edit.
LIMUSA. Impreso en México, pp. 193.

Hertrampf JW, Piedad-Pascual F (2000) Handbook of ingredients for
aquaculture feeds, Springer, Amsterdam. pp. 185.

Hirikado M, Hirata K, Uemarsu Y, Hatooka, Kazama M (1994) Assay for
activities of a-amylase and glucoamylase used in food processing.
Journal of the Food Hygienic Society of Japan 35(1): 28-33.

Holt GJ (2000) Symposium on Recent Advances in Larval Fish Nutrition.
Aquaculture Nutrition 6:141

Hsu HW, Vavak DL, Satterlee LD, Miller GA (1977) A multienzyme
technique for estimating protein digestibility. Journal of Food Scienc
42:1269-1273.

Hubbs CL (1958) Dikellorrynchus and Kanazawaichthys: nominal fish
genera interpreted as base on prejuveniles of Malacanthus and
Antennarius, respectively. Copeia 1958, 282 -285.

INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia). Anuario Estadistico
de los Estados Unidos Mexicanos (2010) Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia-México: INEGI 2010.

Izquierdo MS (1996) Essential fatty acid requirements of culture marine
fish larvae. Aquaculture Nutrition 2(4): 183-191.

Ji H, Sun HT, Xiong DM (2012). Studies on activity, distribution, and
zymogram of protease, a-amylase, and lipase in the paddlefish
Polyodon spathula. Fish Physiology and Biochemistry 38: 603—613.

26



Capitulo 1

Kang WK, Yong JK, Se MC (2005) Optimum dietary protein levels and
protein to energy ratios in olive flounder Paralichthys olivaceus.
Journal World Aquaculture Society 36: 165-178.

Kapoor BG, H. Smit y Verighina IA (1975) The alimentary canal and
digestion in teleosts. pp. 109-211. En: F.S. Rusell y M. Yonge (Eds.).
Advances in Marine Biology. Vol. 13, Academic Press. London.

Kaushik SJ, Seiliez 1 (2010) Protein and amino acid nutrition and
metabolism in fish: Current knowledge and future needs. Aquaculture
Research 41: 322-332.

Kendall AW, Ahlstrom EH, Moser HG (1984) En: Molser HG, Richards WJ,
Cohen DM, Fahay MP, Kendall AW, Richardson SL, (Eds.), Ontogeny
and systematics of fishes, American Society. Ichthyology.
Herpetology. Spec. Public. I. Lawrence. pp. 11-24.

Kim JD, Lall SP, Milley JE (2001) Dietary protein requirements of juvenile
haddock (Melanogrammus aeglefinus L.). Aquaculture Research
32(1): 1-7.

Kim OL, Sang—Min L (2005) Effects of the dietary protein and lipid levels
on growth and body composition of bagrid catfish, Pseudobagrus
fulvidraco. Aquaculture 2: 323-329.

Lagler KF, Bardach JE, Miller RR, Passino DR M (1977) Ichthyology. New
York, John Wiley & Sons, pp.528.

Lehninger AL (1984) Bioquimica. Omega, Barcelona, Espafia, pp. 1198.

Lehninger AL (1995) Bioquimica. Omega, S. A. Barcelona, Espafia, pp.
1117.

Liu X, Li Y (2009) Aquaculture Enclosures Relate to the Establishment of
Feral Populations of Introduced Species. PLoS ONE 4(7): e6199.

Lovell RT (1998) Nutrition and Feeding of Fish. Van Nostrand Reinhold,
New York, USA. pp. 73-89.

Lozano GS (2000) El marco teodrico y practico de la acuacultura Mexicana.
Tesis doctoral. Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Autbnoma
de México, pp. 219.

27



Capitulo 1

Marammazi JG, Yaghoubi M, Safari O, Peres H, Mozanzadeh MT (2017)
Establishing the optimum dietary essential amino acid pattern for
silvery-black porgy (Sparidentex hasta) juveniles by deletion method.
Aquaculture Nutrition 23: 1483—-1491.

March BE, Macmillan C, Ming FW (1985) Techniques for evaluation of
dietary protein quality for the rainbow trout (Salmo gairdneri).
Aquaculture 47: 275-292.

Martinez MJ (2004) Desarrollo embrionario y larval de la mojarra
tenguayaca P. splendida. Tesis Profesional. Divisibn Académica de
Ciencias Biologicas. Universidad Juarez Auténoma de Tabasco. pp.
72.

Martinez PC (1987) Aspects of the biology of Cichlasoma urophthalmus
(Gunter) with particular reference to its culture. Ph D. Thesis,
Institute of Aquaculture. University of Stirling. pp. 321.

Martinez PC, Ross LG (1992) The reproductive biology and growth of the
Central American Cichlid Cichlasoma urophthalmus (Glnter), Journal
Applied Ichthyology 8: 65-75.

Martinez PC, Ross LG (1994) Biologia y cultivo de la mojarra
latinoamericana: Cichlasoma urophthalmus. Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia/Centro de Investigacion para la Alimentacion y
el Desarrollo, México, pp. 203.

Martinez RE, Doadrio VI, y De Sostoa FA (2004) Peces continentales. En:
A.J. Garcia-Mendoza, M.J. Ordodinez y M. Briones-Salas (eds.),
Biodiversidad de Oaxaca. Instituto de Biologia, UNAM-Fondo
Oaxaquefio para la Conservacion de la Naturaleza-World Wildlife
Fund, México, pp. 357-373.

Martinez-Palacios CA, Ross LG (1992) The reproductive biology and
growth of the Central American cichlid Cichlasoma urophthalmus
(Gunther). Journal of Applied Ichthyology 8: 99-109.

Méndez A, Garcia ME, Lozano L (2011) Sistematica del pez Petenia
splendida (Perciformes: Cichlidae) en el lago Petén Itz4, Guatemala.
Revista de Biologia Tropical 59(3): 1205-1216.

28



Capitulo 1

Mendoza AE, Mendoza AR, Galmiche TA, Meseguer ER (1994) La
acuacultura de peces nativos en Meéxico: retos y perspectivas:
Mendoza E., Galmiche, T. A., Meseguer E. R (Eds). Memoria de Il
seminario sobre peces nativos con uso potencial en acuacultura del
23 al 26 de mayo 1994. H. Cardenas, Tabasco, México.

Mendoza R, Ramirez-Martinez C, Aguilera C, Meave del Castillo ME (2014)
Principales vias de introduccion de las especies exoticas, en R.
Mendoza y P. Koleff (coords.), Especies acuaticas invasoras en
México. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad, México, pp. 43-73.

Menghe HL, Bruce BM, Edwin HR, Brian GB (2003) Effect of dietary protein
concentration and stocking density on production charoacteristics of
pond-raised Channel Catfish Ictalurus puntactus. Journal of The World
Aquaculture Society 34(2): 147-155.

Meyer G, Machado FD (2004) Protein requirement of jundia fingerlings
Rhamdia quelen, at two dietary energy concentrations. Aquaculture
240: 331-343.

Miller RR, Minckley WL, Norris SM (2009) Peces dulceacuicolas de México.
pp. 405.

Molnar LJ, Gamboa LR, Revenga C, Spalding DM (2008) Assessing the
global threat of invasive species to marine biodiversity. Frontiers in
Ecology and the Environment. 6 (9): 485—-492.

Moon LH, Kee-Cho Ch, Jeong-Eui L, Sang-Geun Y (2001) Dietary protein
requirement of juvenile giant Croaker, Nibea Japonica Temminck &
Schlegel. Aquaculture Research 32(1): 112-118.

Morales AE, Cardenete G, De La Higuera M, Sanz A (1994) Effects of
dietary protein source on growth, feed conversion and energy
utilization in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss. Aquaculture 124:
117-126.

Morales AE, Cardenete G, Sanz A, De la Higuera M (1999) Re-evaluation
of crude fibre and acid-insoluble-ash as inert markers, alternative to
chromic oxide, in digestibility studies with rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss. Aquaculture, 179, 71-79.

Morales DA (1991) La tilapia en México. Biologia, cultivo y pesquerias. A.
G. T. Editor S. A., México, D. F. pp. 190.

29



Capitulo 1

National Research Council (1993) Nutrient Requirements of Fish. Editorial
National Academy of Sciencies. United States of America. pp. 6-13.

Naylor LR, Williams LS, Strong RD (2001) Aquaculture - A Gateway for
Exotic Species. Science 294: 1655 -1656.

Ng WK, Soon SC, Hashim R (2001) The dietary protein requirement of a
bagrid catfish, Mystus nemurus (Curvier & Valenciennes), determined
using semipurified diets of varying protein level. Aquaculture Nutrition
7:45-51.

Ortiz-Galindo, JL (1991) Ontogenia inicial de la mojarra rayada Eugerres
axillaris Gunther, 1864. Tesis de Maestria, CICIMAR-IPN. 64 pp.

Paniagua R, Nistal M, Alvarez-Uria M, Fraile B, Anadon RJ, Saez F (2003).
Biologia Celular. 22 ed. Mc Graw-Hill. Interamericana. Madrid,
Espania.

Paramo DS (1982) Ictiofauna del ri6 Gonzalez y lagunas adyacentes
Tabasco, México. Tesis profesional. Facultad de ciencias. Universidad
Nacional Auténoma de México.

Paramo DS (1984) Ictiofauna del rio Gonzalez y lagunas adyacentes,
Tabasco, México. Universidad y Ciencia 1(4): 5-18.

Pérez JE (1996) Mejoramiento genético en acuicultura. Editorial
Universidad de Oriente, Cumana, Venezuela. pp. 178.

Pérez JE, Alfonsi C, Nirchio M, Mufoz C, Gbémez JA (2003) The
Introduction of exotic species in aquaculture: a solution or part of the
problem. Interciencia 28: 234-238.

Pérez JE, M Nirchio, JA Gémez (2000) Aquaculture: part of the problem,
not a solution. Nature 408:514.

Pérez-Sanchez E, Paramo-Delgadillo S (2008) The culture of cichlids of
southeastern México. Aquaculture Research, 39: 777- 783.

Pérez-Vega, MH (2006) Estudio histolégico y endocrino de los Ciclidos
Neotropicales, Tenguayaca, Petenia splendida y la Mojarra Pinta,
Parachromis (Cichlasoma) managuensis del Sudeste de México. Tesis
de Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Division de Ciencias Biologicas y
de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa, México,
D.F.

30



Capitulo 1

Pillay TV (1993) Aquaculture: principles and practices. Great Britian,
Fishing New Books. Pp. 360-376.

Pradhan PK, Jena J, Mitra G, Sood N, Gisbert E (2012) Ontogeny of the
digestive enzymes in butter catfish Ompok bimaculatus (Bloch)
larvae. Aquaculture 424-425: 120-130.

Ren M, He J, Liang H, Ji K, Ge X, Sun A, Pan L, Masagounder K (2019) Use
of supplemental amino acids on the success of reducing dietary
protein levels for Jian carp (Cyprinus carpio var. Jian) Aquaculture
Nutrition 25: 567-576.

Reséndez MA, Salvadores VML (1983) Contribucion al conocimiento de la
biologia del pejelagarto Lepisosteus tropicus (Gil) y la tenguayaca
Petenia esplendida Gulnther, del Estado de Tabasco. Bidtica 8(4):
413-4426.

Ringo E (1993) Does chromic oxide (Cr,O3) affect faecal lipid and
intestinal bacterial flora in Artic charr, Salvelinus alpinus (L.)?
Aquaculture Recearch 24: 767-776.

Rojas CP, Mendoza EA, (2000) El cultivo de especies nativas en México.
Instituto Nacional de la Pesca-SEMARNAP. Direccion General de
Investigaciones en Acuacultura. Estado de Salud en la Acuacultura
pp. 42.

Ross GL, Martinez PCA, Morales JE (2008) Developing native fish species
for aquaculture: the interacting demands of biodiversity, sustainable
aquaculture and livelihoods. Aquaculture research 39(7): 675-683.

Ruiz-Campos G, Varela-Romero A, Séanchez-Gonzales S, Camarena-
Rosales F, Maeda-Martinez AM, Gonzalez-Acosta AF, Andreu-Soler A,
Campos-Gonzalez E, Delgadillo-Rodriguez J (2014) Peces invasores
en el noroeste de México, en R. Mendoza y P. Koleff (coords.),
Especies acuaticas invasoras en México. Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, México, pp. 375-399.

Saavedra M, Pereira TG, Candeias-Mende A, Carvalho L, Pouséao-Ferreira
P, Conceicdo LEC (2018) Effect of increased dietary protein level in
meagre (Argyrosomus regius) juvenile growth and muscle cellularity.
Aquaculture Nutrition 24: 1153-1159.

31



Capitulo 1

Saavedra, MA (2006) Introduccion al cultivo de tilapia. Coordinacion de
Acuicultura, Departamento de Ciencias Ambientales y Agrarias,
Facultad de Ciencia, Tecnologia y Ambiente. Universidad
Centroamericana. Managua, Nicaragua. pp. 22.

SAGARPA (2003) Boletines del Programa Nacional de Sanidad Acuicola y
Red de Diagnostico, Resefia Historica de la Truchicultura en México,
Boletin 21, Vol. 1, numero 21.

SAGARPA (2011) Anuario estadisticos de acuicultura y pesca 2010. p 285

SAGARPA (2017) Boletin pesquero y acuicola, SAGARPA-CONAPESCA ha
invertido 880 MDP en proyectos pesqueros y acuicolas en beneficio de
11 mil mueres. México.

Sang-Min L, Hwoan CS, Kyoung-Duck K (2000) Effects of Dietary Protein
and Energy Levels on Growth and Body Composition of juvenile
Flounder Paralichthys olivaceus. Journal of the world aquaculture
society 31(3): 306-315.

Sanguinetti J, Buria L, Malmierca L, Valenzuela AEJ, Nufiez C, Pastore H,
Chauchard L, Ferreyra N, Massaccesi G, Gallo E, Chehébar C (2014)
Manejo de especies exdticas invasoras en Patagonia, Argentina:
Priorizacion, logros y desafios de integracion entre ciencia y gestion
identificados desde la Administraciéon de Parques Nacionales. Ecologia
Austral 24: 183-192.

Santiago LMC, Jardono J, Jaramillo SG, Reyes AJE, Sanchez VA (1997)
Edad, crecimiento y habitos alimenticios de Cichlasoma salvini
(Gunter), Cichlasoma urophthalmus (Gulnter), Oreochromis niloticus
(Linneo), y Petenia splendida (Gunter) presa Miguel de la Madrid H.
“Cerro de Oro” Tuxtepec, Oaxaca. En: Ramirez R. G. (Eds.) Memoria
V Congreso Nacional de Ictiologia del 3 al 5 de Febrero 1997.
Mazatlan Sinaloa. pp. 38.

Satterlee LD, Marshall HF, Tennyson JM (1979) Measuring protein quality.
Journal of the American Oil Chemists’ Society 56: 103-109.

Savini D, Occhipinti-Ambrogi A, Marchini A, Tricarico E, Gherardi F,
Olenin S, Gollasch S (2010) The top 27 animal alien species
introduced into Europe for aquaculture and related activities. Journal
of applied Ichthyology 26(2): 1-7.

Savoie L, Gauthier SF (1986) Dialysis cell for the in vitro measurement of
protein digestibility. Journal of Food Science 51: 494-498.

32



Capitulo 1

Schmitter-Soto JJ (1996) Catalogo de los peces continentales de Quintana
Roo. pp. 144-145.

SEMARNAT (2016) Costas y mares de México. Manejo integrado con amor.
México. pp. 118.

Shiau S, Liang H (1995) Carbohydrate utilization and digestibility by
tilapia, Oreochromis niloticus x O. aureus, are affected by chromic
oxide inclusion in the diet. Journal of Nutrition 125(4): 976-982.

Shiau S-Y (2001) Applications of fish nutrition research in aquaculture:
the Taiwan experience. Aquaculture Research 32: 639-643.

Soler JM, Rodriguez GH, Victoria DP (2000) Fundamentos de nutricion y
alimentacion en acuacultura. Editorial Hollman Echeverry Cubillos.
Impreso en Colombia.

Soto DF, Jara F, Moreno C (2001) Escaped salmon in the Chiloé and Aysen
inner seas, southern Chile: facing ecological and social conflicts.
Ecological Applications 11: 1750-1762.

Stroud R (1975) A family of proteins-cutting proteins. Scientific American
231(1): 74-89.

Tacon AG (1987) The nutrition and feed of conventional farmed fish and
shrimp- A training manual. Vol. 1 The essential nutrients
GCP/RLA/O75/1TA.FAO. pp. 117.

Tacon AG (1995) Application of nutrient requirement data under practical
conditions: special problems of intensive and semi-intensive fish
farming. Journal of Applied Ichthyology 11: 205-214.

Toral AS (1970) Los ciclidos de la Laguna de Términos. Tesis profesional.
Facultad de ciencias Universidad Nacional Autbnoma de México. p 21

Torres-Orozco BR (1991) Los Peces de México. AGT Editor, S. A. México.
pp. 191.

Tucker JW (1998) Marine fish culture. Kluwer Academic Publishers,
Massachusetts, U.S.A. pp. 750.

Uscanga-Martinez A, Alvarez-Gonzalez CA, Contreras-Sanchez WM,
Marquez-Couturier G, Civera-Cerecedo R, Nolasco-Soria H,
Hernandez-Llamas A, Goytortua-Bores E, Moyano FJ (2012) Protein
requirement in masculinized and non-masculinized juveniles of Bay
snook Petenia splendida. Hidrobiolégica 22(3): 220-229.

33



Capitulo 1

Valtierra VMT, Schmitter SJJ (2000) Habitos alimentarios de las mojarras
(Perciformes: Cichlidae) de la laguna Caobas, Quintana Roo, México.
Revista Biologia Tropical 8: 2-3.

Velasco RC (1976) Los Peces de Agua Dulce del Estado de Chiapas.
Ediciones Gobierno Del Estado. México. pp. 154.

Vidal LJM (2004) Masculinizacion de crias de la mojarra Tenguayaca
Petenia splendida Gunther, 1862 mediante bioencapsulado del
esteroide 17 —a Metiltestosterona en nauplios de Artemia salina. Tesis
Profesional. Division Académica de Ciencias Bioldgicas. Universidad
Juarez Autbnoma de Tabasco. pp. 53.

Wang J, Jiang Y, Li X, Han T, Yang Y, Hu S, Yang M (2016) Dietary protein
requirement of juvenile red spotted grouper (Epinephelus akaara).
Aquaculture 450: 289-294

Ye W, Han D, Zhu X, Yang Y, Jin J, Xie S (2017) Comparative study on
dietary protein requirements for juvenile and pre-adult gibel carp
(Carassius auratus gibelio var. CAS Il1l). Aquaculture nutrition 23:
755-765.

Yufera M, Darias MJ (2007) The onset of exogenous feeding in marine fish
larvae. Aquaculture 268: 53-63.

Zacarias SM, Baro BS, Lazo JP (2012) Ontogeny and distribution of
alkaline and acid phosphatases in the digestive system of California
halibut larvae (Paralichthys californicus). Fish Physiology and
Biochemistry 39:1331-1339.

34



Capitulo 2

11 Justificacion

Los Estados Unidos Mexicanos, es un pais que por su ubicacion geografica
posee sistemas hidricos importantes y amplia variedad de climas; trae
consigo gque exista una gran biodiversidad de especies acuaticas. La suma
de todos estos factores, lo proyectan como un pais con un enorme
potencial para el desarrollo de la acuicultura. Sin embargo, la producciéon
acuicola de México, se basa en muy pocas especies, siendo estas
principalmente exdticas y/o introducidas. Por lo tanto, la importancia de
generar informacidon con nuevas especies de peces de origen nativo

permitira diversificar el catalogo de organismos con potencial acuicola.

Es por ello, que en este documento se plantedé desarrollar varias
investigaciones que permitira conocer algunos aspectos basicos sobre la
fisiologia digestiva que contribuyan a mejorar el cultivo de ciclidos. Es bien
conocido, que una de las etapas mas delicadas durante el cultivo de los
peces es la produccion de larvas, es cuando el organismo es mas
susceptible a factores como la alimentacion y nutricién, trayendo consigo
afectaciones en la supervivencia y crecimiento de las larvas. Estos efectos,
se hacen evidentes en especies que no tienen aun la capacidad de digerir
algunos de los ingredientes que contienen los alimentos balanceados,
debido a que no tienen completo su equipamiento enzimatico y su tracto
digestivo aun no esta desarrollado. Por lo tanto, sus enzimas digestivas
apenas empiezan a expresarse y a funcionar para digerir y posteriormente
a absorber los nutrientes que los organismos necesitan para un desarrollo

optimo.

Otro de los puntos importantes es la capacidad digestiva de los peces. Es
por ello, que se requiere determinar la eficiencia hidrolitica de las
proteasas para entender los tipos y modos de accion, asi como el nivel de
actividad que presentan. De entre los muchos factores estudiados hasta la

fecha en relacion con el funcionamiento de las enzimas digestivas
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(temperatura, salinidad, edad del pez, etc.) existen algunos que

determinan en buena medida la hidrdlisis resultante final de los sustratos
y que no han sido hasta la fecha analizados con suficiente detalle. Este es

el caso de:

- El tiempo de reaccidon; es decir el tiempo que permanecen en
contacto las enzimas digestivas con los sustratos presentes en la
ingesta. Este tiempo debe estar estrechamente ligado a la velocidad
de transito digestivo.

- La relacion E:S; que implica, la cantidad de enzima que se pone en
contacto con una cantidad determinada de los sustratos

correspondientes.

Es por ello, que el reto actual de la alimentacién en peces es desarrollar
alimentos balanceados a partir de los estudios de la fisiologia digestiva, lo
que contribuya a maximizar el rendimiento técnico de la produccion, en
sus diferentes etapas de crecimiento. Por otra parte, incrementar el
rendimiento econdmico, mediante el desarrollo de Ilos alimentos
balanceados méas adecuados desde wuna perspectiva tecnoldgica,
considerando tanto el valor nutritivo como el coste, disponibilidad y
facilidad de procesado de las diferentes materias primas, como uso de

fuentes alternativas de proteina.

En este contexto, se destaca de manera especial

- las diferencias en la sensibilidad de las enzimas digestivas frente a

los diversos inhibidores presentes en los ingredientes vegetales.

La funcién del sistema digestivo es el de actuar como interface de proceso
entre el alimento y la asimilacion de nutrientes en el organismo, dado que
en él, se lleva a cabo la manipulacién inicial que puede incluir la

disminucién del tamafo de particula, la hidrdlisis, la absorcion y
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transferencia de los nutrientes hacia el interior para su distribucion en el

cuerpo. De aqui se deduce la gran importancia de obtener un
conocimiento detallado sobre la funcién digestiva. Consecuentemente,
este proceso permitira evaluar el empleo de harinas vegetales y animales
a partir de la susceptibilidad de los sustratos a ser hidrolizados por accion
de las enzimas digestivas (bioaccesibilidad) y la disponibilidad de los
productos del resultado de la hidrdlisis enziméatica  potencialmente
absorbibles a nivel intestinal para sus funciones fisioldgicas
(biodisponibilidad). Por lo tanto, la evaluacibn de estas fuentes
alternativas perimira la inclusion a nuevas formulaciones y fabricacion de
dietas balanceadas altamente digestible con el objetivo de reducir el
aporte de desechos nitrogenados y crear alimentos amigables al medio
ambiente, ademas de mejorar el crecimiento y la supervivencia de los

organismos en cultivo.
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11l Objetivos

3.1 General

Estudiar la bioquimica digestiva en tres especies de ciclidos del Sureste de
México: tenguayaca (P. splendida), castarrica (M. urophthalmus) y tilapia
del Nilo (O. niloticus), que permitan la optimizacion de las formulas y

pautas de alimentacion de dichas especies para mejorar el cultivo.

3.2 Especificos

1.-Caracterizar la presencia de enzimas digestivas en larvas.- Se
determiné los cambios en la actividad enzimética digestiva tipo pepsina,
tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa, lipasa, amilasa y fosfatasas
involucradas en la ontogenia inicial; asi como el efecto de varias
condiciones ambientales (pH y temperatura) e inhibidores y Ila
caracterizacion enzimatica a través de analisis electroforéticos sobre las
proteasas presentes en los extractos multienzimaticos de la tenguayaca

(P. splendida).

2.- Determinar la velocidad de transito digestivo.- Se establecio la
velocidad con la que transita el alimento por el interior del tubo digestivo
para estimar el tiempo de accién de las enzimas digestivas (tripsina y
quimotripsina) en contacto con los sustratos correspondientes. Este

estudio se llevd a cabo con juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus).

3.- Evaluar el efecto de harinas de origen vegetal como inhibidores
de proteasas en los ciclidos.- Se evaluo los efectos de inhibidores de
proteasas en diferentes fuentes proteicas de origen vegetal (soja, trigo,
sorgo y salvado de trigo) sobre la actividad de las proteasas digestivas de

P. splendida, M. urophthalmus y O. niloticus.
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4.- Evaluar la digestibilidad in vitro de fuentes alternativas de

proteinas de origen animal y vegetal.- Se determiné Ila
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de diferentes fuentes proteicas de
origen animal y vegetal, por medio de estudios in vitro simulando la
digestion gastrica e intestinal para su inclusion en el disefio de alimentos

especializados durante el cultivo de los ciclidos.
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4.1 Resumen

Las muestras de las larvas de P. splendida fueron obtenidas desde huevos
hasta los 60 dias después de la eclosion (DDE). La actividad de las
proteasas acidas y alcalinas, tripsina, quimotripsina, leucina
aminopeptidasa, o-amilasa, lipasa y fosfatasa alcalina fueron
determinadas a partir de técnicas bioquimicas. Posteriormente, se
realizaron zimogramas con la técnica SDS-PAGE para determinar las
proteasas acidas y alcalinas con la finalidad de identificar las isoformas
presentes durante la ontogenia inicial. Las proteasas alcalinas vy
quimotripsinas se detectaron desde el momento de la eclosion e
incrementando su actividad gradualmente hasta alcanzar su maximo valor
a los 35 dias después de la eclosion (DDE). Por lo tanto, las actividades de
tripsina y leucina aminopeptidasa presentaron valores bajos durante la
eclosion y estas fueron aumentando gradualmente con el crecimiento de
las larvas. El zimograma de las proteasas alcalinas presentd cuatro
isoformas, en los diferentes dias del cultivo, a partir de la eclosién hasta el
final del larvicultivo (95.2 kDa a los 11 DDE, 26.4 kDa a los 9 DDE, 21.4
kDa a los 3 DDE, y 23.5 kDa a partir del dia 1 DDE). La actividad de la
pepsina se expreso a los 7 DDE y aumento progresivamente hasta el final
del larvicultivo. ElI zimograma para las proteasas acidas presento
Unicamente un zimoégeno (0.65 rf), esta aparecio a partir de los 6 DDE. La
actividad de las lipasas presentd un valor alto desde el momento de la
eclosion y fueron en incremento hasta los 15 DDE, posteriormente su
actividad se fue reduciendo paulatinamente. La actividad enziméatica de la
amilasa mostréo altos valores desde el inicio hasta los 15 DDE, para ir
disminuyendo paulatinamente. Las fosfatasas acidas y alcalinas mostraron
una alta actividad desde la etapa embrionaria, disminuyendo ligeramente
durante la primera alimentacion. Sin embargo, entre los 20 al 30 DDE
mostraron un aumento de actividad. Los resultados obtenidos en el
presente estudio muestran que las larvas pueden ser alimentadas con

dietas artificiales a partir del dia 10 después de la eclosion.
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Palabras claves: o-amilasa, tenguayaca, larvicultivo, lipasa, Petenia

splendida, fosfatasa, proteasas, zimograma.

4.2 Introduccion

El cultivo de peces en México es una actividad reciente; sin embargo, ha
sido sustentada desde sus inicios por el cultivo de peces introducidos
como la tilapia (Oreochromis niloticus), trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), carpa herbivora (Ctenopharhyngodon idella) entre otras y a
través de la transferencia de sus tecnologias, lo cual ha provocado que el
desarrollo de las especies de peces nativos sea incipiente. Desde hace
mas de diez afios el interés por desarrollar el cultivo de especies nativas
del Sureste de México ha ido en aumento, sobre todo para organismos de
alto valor comercial y con potencial para su cultivo. La tenguayaca
(Petenia splendida, Gunter, 1862) la cual tiene una alta demanda en el
mercado, presenta buen crecimiento, tiene carne de excelente calidad, y
resiste altas densidades; pero esta siendo fuertemente explotada,
poniendo en riesgo las poblaciones naturales (Reséndez et al., 1983;
Chéavez et al., 1989; Caro et al., 1994; Santiago et al., 1997; Valtierra y
Schmitter 2000). Por estas razones, se han estudiado diversos aspectos
que van desde la reproduccion controlada, el desarrollo embrionario y
cultivo de larvas, el desarrollo de sistemas acuicolas, la masculinizacion,
manejo de fotoperiodo, temperatura y requerimientos nutricionales para
esta especie (Contreras et al., 2003; Garcia, 2003; Chan, 2004; Jiménez,
2004; Martinez, 2004; Vidal, 2004; Uscanga, 2006; Guerrero, 2007;
Jiménez, 2007), por lo que se ha logrado cerrar el cultivo a una escala
experimental. Sin embargo, aunque actualmente se logra el larvicultivo
utilizando nauplios de Artemia y alimento comercial para truchas, se
desconoce si estos alimentos son los adecuados para esta etapa del
cultivo ya que no se han realizado los estudios béasicos en torno a la

fisiologia digestiva de P. splendida.
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De esta manera, si se quiere optimizar la produccién de juveniles para

etapas posteriores del cultivo se necesita realizar los estudios sobre el
desarrollo de las enzimas digestivas durante las primeras etapas de vida
(Divakaran et al., 1999), lo que permitiria establecer protocolos mas
adecuados para el manejo de las larvas e implementar estrategias para
lograr la sustitucion adecuada del alimento vivo por alimento artificial
disefiado para este periodo de desarrollo (Moyano et al., 1996).
Recientemente, se han realizado estudios en otras especies que han
permitido mejorar el crecimiento y la supervivencia larvaria a través de la
capacidad digestiva durante la ontogenia inicial. En este aspecto, los
primeros estudios se enfocaron en el conocimiento del desarrollo de las
enzimas digestivas (proteasas, amilasas, lipasas, fosfatasas), las cuales
han sentado las bases para desarrollar alimentos especificos para las
especies como dorada (Sparus aurata), corvina europea (Dicentrarchus
labrax), carpa comun (Cyprinus carpio), y tilapia (O. niloticus) (Moyano
et al., 1996; Cahu et al., 2004; Drossou et al., 2006, Yanbo y Zirong,
2006;). Actualmente, se han realizado varios estudios para relacionar la
presencia de las enzimas digestivas con los aspectos fisiolégicos y
nutricionales en truchas (O. mykiss), lenguado japonés (Paralichthys
olivaceus) manjuari (Atractosteus tristoechus), peje rey cola amarilla
(Seriola lalandi), bacalao del Atlantico (Gadus morhua), lenguado de
California (Paralichthys californicus), tambaqui (Colossoma
macropomum), lucioperca (Sander lucioperca) (Furne et al., 2005;
Almeida et al., 2006; Alvarez-Gonzalez et al., 2006; Ben et al., 2006;
Bolasina et al., 2006; Brien—MacDonald et al., 2006; Comabella et al.,
2006 Hamza et al., 2007). De esta forma, este trabajo tiene como
objetivo determinar la actividad enzimatica durante la ontogenia inicial de

P. splendida.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Obtencioén de crias

Se obtuvieron un total de 7,500 embriones a partir de dos desoves
simultaneos del lote de reproductores de P. splendida que fueron
mantenidos en el Laboratorio de Acuicultura Tropical de la Division
Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco (DACBIOL-UJAT). Después de la eclosion (3 dias post-
fertilizacion) los eleutero embriones fueron colocados en un tanque de
plastico de 1,000 L de capacidad (7.5 larvas L™") conectados a un sistema
abierto. Diariamente se midi6 la temperatura (29 °C), el oxigeno disuelto
(6.5 mg L ™) con un oximetro digital (YSI 55, Yellow Springs Industries,
Yellow Springs, OH, USA) y el pH (7,4) con un potenciémetro digital
(Denver Instruments, UB-10, Arvada, CO, USA) durante el larvicultivo,
hasta el dia 60 los parametros se midieron a las 10:00 a.m. Las larvas con
3 dias post-eclosion (con la boca abierta) fueron alimentadas diariamente
a saciedad aparente cuatro veces al dia (8:00, 12:00, 16:00 y 18:00 h)
utilizando nauplios de Artemia (5.5 nauplios mL™, INVE Aquaculture
Nutrition) hasta los 21 dias después de la eclosion (DDE), posteriormente
fueron alimentadas tres veces al dia (8:00, 14:00 y 20:00 h) con alimento
para trucha (Silver Cup, 45% de proteinay 16% de lipidos) hasta los 60
DDE.

4.3.2 Método de muestreo

El nimero de organismos colectados fue de 500 embriones para el dia O;
a partir de la post-eclosion y hasta el dia 60 se colectaron 100
organismos. La toma de muestra se realiz6 con una red de 500-um los
dias O, 3, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 24, 27, 30, 33, 36,39, 42, 45y 60
post-eclosién. Posteriormente, las larvas fueron sacrificadas con una
sobredosis de metasulfonato de tricaina (MS-222 Argent, Redmond, WA,

USA). A continuacién, fueron lavados con agua destilada y almacenadas a
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-20 °C hasta su procesamiento y andlisis. Adicionalmente, para un periodo

similar al antes sefalado, se tomaron 10 larvas que fueron fijadas en
formol al 4% amortiguada con boratos para evaluar el crecimiento en
peso humedo individual por medio de una balanza analitica (Sartorious

AG, Gottingen, Germany; precisiéon de 1 < 10 g).

4.3.3 Analisis bioquimico

Las muestras de embriones y larvas hasta los 11 DDE fueron procesadas
enteras, las larvas del dia 13 hasta los 25 DDE fueron disectadas para
obtener el paquete visceral cortando la cabeza, cola y parte dorsal del
cuerpo, a las larvas del dia 27 hasta los 60 DDE se les extrajeron
Unicamente el estdbmago y el intestino, esto por triplicado. Todas las
muestras fueron homogeneizadas en la solucion buffer de Tris-HCI 50
mmol, pH 7.5 (15 mg mL™?) y centrifugadas (16,000 x g por 5 min a 5
°C), el sobrenadante fue recuperado, separandolo en alicuotas de 500 uL
y se congelaron a -20 °C para el andlisis enzimatico. La concentracion de
proteina soluble se evalué por la técnica de Bradford, (1976) usando como

patron una curva estandar de albumina bovina sérica.

La actividad de proteasas alcalinas fueron medidas por la técnica descrito
por Walter (1984), usando caseina (0.5%) como sustrato en la solucién
amortiguadora Tris-HCI 50 mmol, pH 9,0. La actividad de proteasas acidas
se determind por la técnica de Anson (1938), usando hemoglobina (0.5%)
en una solucion amortiguadora glicina-HCI 100 mmol. pH 2.0. La mezcla
de reaccién en ambas técnicas fue incubada a 37 °C y las reacciones se
detuvieron agregando una solucion al 20% de &cido tricloracético (TCA).
Los péptidos liberados se midieron a 280 nm para ambas técnicas. Una
unidad de actividad enziméatica fue definida como 1 ug de tirosina liberada
por minuto, usando el coeficiente de extincion molar (CEM) de 1,290. La
actividad tripsina se midié a 25 °C bajo la técnica descrita por Erlanger et

al., (1961) usando el sustrato BAPNA (N-o-benzoyl-DL-arginina p-
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nitroanilida) disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) 10 mmol y en una

solucion amortiguadora de Tris-HCI 50 mmol, 10 mmol de CaCl,, pH 8.2.
La actividad de la quimotripsina se midid a 25 °C siguiendo el protocolo de
Del Mar et al., (1979) con el sustrato especifico SAAPNA (N-succinyl-ala-
ala-pro-phe p-nitroanilida) disuelta en DMSO 10 mmol y soluciéon
amortiguadora Tris-HCI 100 mmol, 10 mmol CaCl,, pH 7.8. La actividad de
la enzima leucina aminopeptidasa se evalu6é a 25 °©C con el protocolo de
Maraux et al. (1973) usando la solucion amortiguadora fosfato de sodio 50
mmol, pH 7.2 y el sustrato leucina p-nitroanilida (0.1 mmol disuelta en
DMSO). Las reacciones en todas las técnicas anteriormente descritas
fueron detenidas con 30% de acido acético. La actividad enzimatica se
defini6 como 1 pg de nitroanilida liberado por minuto, utilizando el
coeficiente de extincion molar de 8,800 para la tripsina, quimotripsina y
leucina aminopeptidasa con base en la absorbancia a una longitud de onda
de 410 nm.

El ensayo de a-amilasa fue realizado con el protocolo de Somoyi-Nelson
descrito por Robyt y Whelan (1968) usando almidén (2%) como sustrato
disuelto en una solucién amortiguadora de fosfato-citrato 100 mmol, NacCl
50 mmol pH 7.5. Midiendo la actividad a 25 °C, con base en la
absorbancia a 600 nm. Se definié una unidad como la cantidad de enzima
que libera 1 pg de maltosa por minuto. La actividad lipasa fue cuantificada
a 25 °C de acuerdo a Versaw et al. (1989), usando una solucion
amortiguadora Tris-HCI 50 mmol pH 7.2 y solucion de tauracolato de sodio
(100 mmol). El sustrato utilizado fue el B-naftil caprilato (200 mmol L™)
deteniendo la reaccién con una soluciéon de TCA (0.72 N). Para revelar la
reaccion se utilizé la solucién de fast blue (100 mmol), clarificando la
reaccion con una solucion de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v). Una
unidad de actividad fue definida como la liberaciéon de 1 ug de naftol por
minuto evaluada a 540 nm, usando una curva estandar de naftol. Las
actividades de fosfatasa acida y alcalina fueron medidas a 25 ©C de

acuerdo con la metodologia de Begmeyer, (1974) incubando los extractos
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en una solucion al 2% de 4-nitrofenil fosfato en una solucidon
amortiguadora de acido citrico/citrato (1:1 P/P) pH 5.5. La reaccion fue
detenida adicionando una solucion de NaOH (0.05 N) y la Absorbancia se
midié a 405 nm. Una unidad de actividad fue definida como la liberacion
de 1 pg de 4-nitrofenoll por minuto utilizando el coeficiente de extincion
molar de 18,000.

La actividad de los extractos fue determinada usando las siguientes
ecuaciones: 1) Unidad por mL = (Aabs x volumen final de la reaccion
(mL)) / (CEM x tiempo (min) x volumen del extracto (mL)); 2) Unidades
por mg de proteina = Unidades por mL / mg de proteina soluble); 3)
Unidades por larva = Unidades por mL / No. de larvas por mL. El Aabs es
determinado por la longitud de onda de cada técnica y el CEM es el
coeficiente de extincién molar del producto de reaccidon. Los resultados se
presentan de acuerdo con las ecuaciones 2 y 3. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

4.3.4 Zimograma de proteasas

Previo a la realizacibn de los zimogramas para proteasas alcalinas, se
realizaron electroforesis de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (usando dodecil sulfato de sodio) de manera discontinua
siguiendo el protocolo de Laemmli et al. (1970), usando un gel
almacenador al 4% y un gel de corrimiento al 10%. Las electroforesis se
realizaron en la camara electroforetica Mini PROTEAN 11l (Bio-Rad) con
dos placas de geles verticales de 8%x10x0.075 cm. con capacidad para 20
muestras por electroforesis. Las muestras fueron preparadas para los
zimogramas de proteasas alcalinas de acuerdo con lo descrito por Garcia-
Carreiio et al. (1993) por medio de un corrimiento de 60 min a 100 V por
gel a 5 °C. Después de la electroforesis los geles fueron enjuagados con
agua destilada e incubados por 30 min a 5 °C con una solucién de caseina

tipo Hammerstein al 5% a pH 9. Los geles fueron incubados por 90 min en
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la misma solucion a 37 °C sin agitacion. Finalmente, los geles fueron

fijados con una solucion de TCA al 12% vy tefidos con solucion 0,1% de
azul brillante de Coomassie R-250, metanol, acido acético y agua
(50:20:50) por 1 h para después ser destefiidos con metanol-acido
acético-agua (35:10:55). Las zonas claras indican la presencia de

proteasas alcalinas después de un periodo de 24 h.

Para el analisis de proteasas acidas en los extractos larvarios, se realiz6
una electroforesis de poliacrilamida continua en condiciones nativas (10%)
de acuerdo con el protocolo de Williams y Reisfeld (1964). Las condiciones
de las electroforesis fueron realizadas a 100 V y 64 mA por gel. Para
revelar las isoformas de las proteasas acidas, se siguid el procedimiento
de Diaz-Lopez et al. (1998) usando solucién de pepsina porcina (1 mg mL"
! Sigma, 2,500-3,500 U mg de proteina™) como enzima de referencia a
una concentracion de 30 pg de proteina por pocillo. Una vez realizada la
electroforesis, los geles fueron removidos de la cAmara y enjuagados con
HCI 0.1 mol L' a pH 2.0 para activar las proteasas acidas y a los 15 min,
los geles fueron incubados por 30 min a 4 °C en hemoglobina 0.25% en
una solucion amortiguadora de Glicina-HCI 100 mmol pH 2.0; luego de 90
min se les colocd la misma solucién y se realizé la incubacion final a 37
°C. Los geles fueron enjuagados en agua destilada y fijados con TCA al
12% por 15 min. Los procedimientos mencionados se siguieron para

revelar las bandas de actividad de las proteasas acidas.

4.3.5 Calculos del Rf y pesos moleculares

Se utiliz6 un marcador de pesos moleculares de bajo rango (LRMWM) que
fue aplicado para cada SDS-PAGE agregando 5 pyL por pocillo. EI LRMWM
contiene las siguientes proteinas como marcadores: fosforilasa b (97
kDa), albumina bovina sérica (66 kDa), albumina de huevo (45 kDa),
anihidrasa carboénica (29 kDa), tripsinégeno (24 kDa) e inhibidor tripsico

de soya (20 kDa). La electromobilidad relativa (Rf) fue calculada para
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todos los zimogramas (Ilgbokwe y Downe 1978) y el peso molecular (MW)
de cada banda con actividad de proteasa alcalina fue calculado como el
ajuste lineal entre el Rf y el logaritmo decimal de los pesos moleculares de
las proteinas usadas como marcadores usando el programa Quality One V

4.6.5 (Hercules, CA).

4.3.6 Analisis estadisticos

Se utiliz6 un modelo de crecimiento exponencial para la evaluacion del
crecimiento larvario con la expresion y=e® donde y= peso fresco
individual, e = base exponencial, a= tasa de crecimiento y x= edad en
dias de la larva. La evaluacion de los parametros del modelo se realizé por
medio de interacciones Mardquat. El modelo se llevoé a cabo utilizando el

software Statistica v. 8.0 (software de analisis, Arizona, USA.).

4.4 Resultados

El crecimiento en peso de las larvas de P. splendida durante los primeros
42 dias de cultivo, fue constante y a partir del dia 45 hasta el 60 DDE fue
mas acelerado hasta alcanzar el peso méaximo de 90 mg larva™. En el
modelo exponencial se observé alta correlacion (r= 0.96) mostrando una
tasa de crecimiento de 0.076 mg dia™ durante los 60 dias de larvicultivo
(Figura 1).

La actividad especifica de proteasas alcalinas (Figura 2a) se detectd a
partir de la absorcion del vitelo (3 dias DDE), incrementandose
ligeramente para primeros 11 DDE, permaneciendo relativamente
constante hasta los 27 DDE, a partir del dia 30 y hasta los 36 DDE se
muestra la maxima actividad, decayendo abruptamente para el dia 42 y
manteniéndose constante hasta los 60 DDE, este mismo patron fue
observado para la actividad individual de proteasas alcalinas (Figura 2b).
La actividad especifica de las proteasas acidas mostro niveles bajos desde

el embrion hasta la absorcibn de vitelo hasta los 6 DDE, para
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incrementarse a partir de los 9 DDE y permanecer fluctuante durante los
60 dias de cultivo, siendo los 21 DDE el que mostré la maxima actividad

(Figura 2c).
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Figura 1.- Promedio del peso hiimedo (mg larva™ + desviacién estandar, n=
3) de las larvas de tenguayaca P. splendida durante su larvicultivo.

La actividad individual de las proteasas acidas mostro bajos niveles desde
la eclosion hasta los primeros 6 DDE a partir del dia 9 y hasta los 60 DDE
se incremento de forma constante hasta alcanzar el maximo valora los 60
DDE (Figura 2d). La actividad especifica de tripsina fue detectada en
niveles bajos desde el embrién hasta los 24 DDE incrementando
ligeramente para los 27 DDE, para volver a decaer a partir de este dia
hasta los primeros 42 DDE, para un nuevo incremento rapidamente hasta
alcanzar su maxima actividad a los 60 DDE (Figura 2e). Este mismo
patron fue observado para la actividad individual de tipo tripsina donde la
méaxima actividad se detect6 para los 60 DDE (Figura 2f). Para la actividad

especifica de tipo quimotripsina se observé un patron similar al de

50



Capitulo 4
proteasas alcalinas especificas donde a partir de los 9 DDE, se detectd un

ligero aumento de la actividad manteniéndose relativamente constante
hasta los 24 DDE, alcanzando su maxima actividad de forma acelerada
para los 30 DDE y decayendo paulatinamente a partir del dia 33 hasta los
60 DDE (Figura 2g). La actividad individual de quimotripsina mostro
valores bajos desde los 9 dias hasta los 24 DDE, incrementandose
gradualmente hasta los 42 DDE, con una ligera caida para los 45 DDE y
observandose el maximo valor de actividad para los 60 DDE (Figura 2h).
La actividad especifica de leucina-aminopeptidasa muestra un patron
relativamente constante desde el embrién hasta los primeros 42 DDE,
incrementandose de forma acelerada para los 45 DDE y manteniéndose
constante hasta los 60 DDE (Figura 2i). Finalmente, la actividad individual
de esta misma enzima mostré un patrén similar que la actividad especifica

donde a los 45 y 60 DDE mostraron los valores mas altos (Figura 2j).

La actividad especifica de la lipasa (Figura 3a) se detecté desde el
embrion, siendo muy fluctuante desde el dia 9 hasta los 27 DDE, con una
caida para los 30 DDE y nuevamente un aumento en la actividad de forma
similar a los dias previos alcanzando su maxima actividad para los 39 DDE
y decayendo rapidamente para los 42 DDE y finalmente aumentando
ligeramente para los 60 DDE. En cuanto a la actividad individual de las
lipasas, se observa un comportamiento similar al de las lipasas
especificas, con la diferencia que el dia de la maxima actividad fue
detectado a los 60 DDE (Figura 3b). La actividad especifica de la a-
amilasa fue detectada desde el embrion con un ligero incremento de los
niveles hasta los 13 DDE, para decaer entre los dias 15 al 19 DDE,
alcanzando su maximo valor para los 21 DDE, manteniéndose constante
hasta los 36 DDE y después decaer rapidamente a los 60 DDE (Figura 3c).
En el caso de la actividad individual de la a-amilasa, muestra una baja
actividad desde el embrion hasta los 33 DDE, incrementandose

rapidamente entre los dias 39 al 42 DDE, para después mostrar una caida
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en la actividad a los 45 DDE y volver a incrementarse para los 60 DDE
(Figura 3d).

Las actividades especifica e individual de fosfatasa alcalina (Figura 3e y f)
muestran un mismo patréon de actividad, donde se observa que desde el
embrion se detectdé alta actividad, para decaer gradualmente hasta los
primeros 9 DDE y nuevamente incrementarse para los 21 DDE,
observandose en este dia el primer pico de méaxima actividad, decayendo
nuevamente para los 30 DDE y volver a aumentar hasta alcanzar el
segundo pico de maxima actividad para el dia 36 DDE y volver a decaer,

manteniéndose constante hasta los 60 DDE.

Finalmente, la actividad especifica e individual de fosfatasas &cidas,
muestran patrones similares en los cambios de la actividad, donde se
observa que un aumento continuo desde el embridon hasta alcanzar un
primer pico de alta actividad para los 11 DDE, decayendo rapidamente
para los 15 DDE y manteniendo bajos niveles de actividad hasta los 33
DDE, donde nuevamente se observa un aumento hasta alcanzar el
segundo pico de maxima actividad a los 36 DDE y decaer a niveles

constantes desde ese dia hasta el dia 60 DDE (Figura 3g y h).

El zimograma de proteasas alcalinas muestra la presencia de una banda
(23.5 kDa) a partir del dia 1 DDE, una segunda banda (21.4 kDa) a partir
del dia 3 hasta el 6 DDE, se expres6 una tercera banda (26.4 kDa) para el
dia 9 DDE y finalmente, a partir del dia 11 en adelante se mostré una
cuarta banda con actividad (95.2 kDa) que se mantiene sin cambios hasta
los 60 DDE (Fig. 4a). En el caso del zimograma para proteasas acidas, se
observa la presencia de una sola banda (Rf= 0.65) con actividad
proteolitica a partir de los 6 DDE, la cual cambia en intensidad, pero

permanece durante el resto de los dias de muestreo (Fig. 4b).
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Proteasas alcalina
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Figura 2.- Actividad enzimatica digestiva de proteasas durante la ontogenia
inicial de tenguayaca (promedio + desviacion estandar, n= 3). (a) Actividad
proteasa alcalina especifica, (b) actividad individual de proteasa alcalina, (c)
actividad especifica de proteasa acida, (d) actividad individual de proteasa
acida, (e) actividad especifica de tripsina, (f) actividad individual de tripsina,
(g9) actividad especifica de la quimotripsina, (h) actividad individual de la
quimotripsina, (i) actividad especifica de la leucina-aminopeptidasa (j)
actividad individual de la leucina-aminopeptidasa.
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Figura 3.- Actividad enzimatica digestiva durante la ontogenia inicial de
tenguayaca (promedio =+ desviacion estandar, n= 3). (a) Actividad
especifica de la lipasa, (b) actividad individual de la lipasa, (c) actividad
especifica de la a-amilasa, (d) actividad individual de la a-amilasa, (e)
actividad especifica de fosfatasas alcalinas, (f) actividad individual de
fosfatasas alcalinas, (g) actividad especifica de fosfatasas acidas, (h)
actividad individual de fosfatasas &cidas.
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Figura 4.- Zimogramas de las proteasas digestivas durante el desarrollo
larvario de la tenguayaca. (a) SDS-PAGE para proteasas alcalinas. M:
Marcador de pesos moleculares. Albumina bovina sérica (66 kDa); albumina
de huevo (43 kDa); Anhidrasa carbonica (29 kDa); tripsinégeno (24 kDa);
inhibidor tripsico de soya (20 kDa). (b) PAGE para proteasas acidas.

4.5 Discusion

4.5.1 Crecimiento

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la P. splendida
presenta un crecimiento relativamente lento, similar al observado en otras
especies como en P. olivaceus, donde el crecimiento de las larvas es lento
hasta los 27 DDE, el contenido de proteina soluble presenta un periodo de
estancamiento entre los 27 y 33 DDE que incrementa su actividad

enzimatica maxima cuando la metamorfosis se inicia (asentamiento). De
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igual manera, fue reportado para larvas de S. lalandi, donde el

crecimiento en peso es lento durante los primeros 36 DDE,
incrementandose cuando las larvas sufren cambios morfolégicos para
transformarse a juvenil (Bolasina et al. 2006; Ben et al. 2006). Estos
cambios pueden ser causados por el tipo de alimentos suministrados
(alimentos vivos o artificiales); sin embargo, hay otros factores que
pueden afectar el crecimiento, incluyendo el tamafio de la particula
suministrada, la calidad del agua, la composicién quimica de los alimentos
o el balance nutricional, la cantidad de alimentos suministrados durante el
dia, y la aparente actividad de las enzimas digestivas durante la ontogenia

inicial.

4.5.2 Actividad de las proteasas alcalinas

Las proteasas alcalinas en larvas de P. splendida estan presentes desde el
momento de la eclosion, incrementado su actividad a partir de los 11 DDE
y alcanza su maxima actividad a los 30 DDE, lo que sugiere que las
proteasas alcalinas producidas por un aparato digestivo funcional estan
presentes en el momento de la eclosién, esta capacidad aumenta
progresivamente hasta alcanzar su nivel 6ptimo a los 30 DDE, cuando los
organismos estan completamente formados. Esta actividad en las
proteasas alcalinas es similar en larvas de otros peces, cuando la digestion
en el intestino tiene lugar gracias a la accibn complementaria de las
hormonas secretadas en el intestino por la pared intestinal o las
glandulas, tales como el higado y el pancreas. Esto se registro en A.
tristoechus en el que la actividad de las proteasas alcalinas se detect6 a
partir de los 8 DDE, en el caso de larvas de carpa de la india (Catla
catla), se logré cuantificar las enzimas proteoliticas del intestino inferior
durante la ontogenia inicial, probando tres tipos de alimentos se observo
que la actividad enzimatica aumentaba con el tipo de alimento y la edad
manifestando un incremento significativo de las proteasas alcalinas a

partir de los primeros 9 DDE alcanzando su pico maximo de actividad
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hasta el dia 26 DDE. Asimismo, en las larvas de S. senegalensis, la

actividad de las enzimas digestivas alcalinas se expres6 entre los 2 y 18
DDE seguido de una disminucién de su actividad (Ribeiro et al., 1999;
Kumar et al., 2000; Comabella et al., 2006). Debido a esto, se considera
que la capacidad para digerir alimentos ricos en proteinas es alta en esta
especie, principalmente debido a la presencia de enzimas como la tripsina,
quimotripsina, aminoéacidos y leucina aminopeptidasa que son capaces de
hidrolizar proteinas complejas, y por lo que, los péptidos libres vy
aminoacidos son absorbidos rapidamente por los enterocitos que ayudan a
completar el desarrollo del pez (desarrollo de escamas, espinas, piel,
etc.), lo cual concluye con el desarrollo de un estémago funcional (Lazo et
al., 2007).

En el caso de P. splendida la presencia de tripsina y la quimotripsina se
muestran en niveles muy bajos a partir de los primeros 11 DDE
alcanzando su méaxima actividad entre los dias 25 y 40 DDE, lo cual es
similar a lo observado en especies como la O. niloticus, salmonete de roca
(Pseudupeneus maculatus), S. lalandi y P. erythrinus, donde Ilas
actividades de tripsina y quimotripsina se manifiestan entre los dias 3y 15
DDE alcanzando su méaxima actividad entre los dias 20 y 36 DDE para la
tripsina y para la quimotripsina la actividad inicia entre los dias 10 y 15
DDE alcanzando su maximo nivel entre los dias 20 y 24 DDE (Drossou et
al., 2006; Chen et al., 2006; Suzer et al., 2006; Souza et al., 2007). Uno
de los aspectos que debe considerarse es que durante los primeros dias
después de la eclosion la actividad de la tripsina es baja presentando una
digestion limitada de proteinas y un crecimiento relativamente lento de las
larvas, que pueden ser causados por el tipo de alimentos suministrados
(en vivo y alimentos artificiales). Esto es respaldado por el hecho de que
la digestion de proteinas requiere de la accion combinada de varios tipos
de enzimas, incluyendo la endoproteasas (principalmente tripsina y
quimotripsina) y exopeptidasas (amino y carboxipeptidasas). Sin

embargo, para una accibn maximizada de estas enzimas digestivas se
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requiere que sus zimogenos deban ser activados al mismo tiempo. En este

sentido, el control coordinado se consigue por accion de la tripsina como
el activador comun de todos los zimégenos pancreaticos. De esta forma, si
la secrecion y actividad de la tripsina es limitada, la capacidad de romper,
no solo los enlaces entre la arginina y la lisina de cualquier proteina, sino
la activacion del resto de las enzimas se veran fuertemente afectadas
(Stryer et al., 2003). De esta forma, las diferentes relaciones entre las
enzimas digestivas alcalinas, la tripsina y la quimotripsina, pueden ser
buenos indicadores en la nutricion del estadio larvario (Cara et al., 2003).
Adicionalmente, se sabe también que la quimotripsina comparte los
mismos sitios de corte que la pepsina, y que ademas la tripsina,
quimotripsina y elastasa, tienen pesos moleculares parecidos, sugiriendo
que en los primeros dias del desarrollo larvario su accién conjunta
permitira la degradacion de proteinas, mientras se desarrolla el estdbmago
(Zambonino-Infante y Cahu, 2002). Ademas, en el caso de la leucina
aminopeptidasa en P. splendida la actividad se presenta a partir del inicio
del cultivo alcanzando su méaxima actividad entre los dias 20 y 40 DDE,
siguiendo el mismo patréon de comportamiento de la larva del roncador
amarillo (Pseudosciaena crocea), donde el cruce de las actividades de la
fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa expresaron la maximizacion de los
procesos de digestion y absorcion en el intestino ya desarrollado entre los
dias 23 y 25 DDE (Ma et al., 2005).

4.5.3 Actividad de proteasas acidas

El desarrollo del tracto digestivo en las larvas de peces dulceacuicolas en
ambientes tropicales es muy diferente, comparado con el desarrollo del
tracto digestivo de larvas de peces marinos o de peces de aguas
templadas. Por ejemplo, el desarrollo del estbmago en los peces tropicales
se da tempranamente, inclusive antes o durante la absorcion del vitelo
como es el caso de A. tristoechus (Comabella et al., 2006) y M.

urophthalmus (Lépez-Ramirez et al., 2010). En contraste, las larvas de
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peces marinos donde el estdbmago no es funcional en la primera
alimentacion y la digestion de las proteinas depende de la accion de
secreciones de las enzimas pancreaticas, como es el caso de las larvas de
G. morhua y de lenguado del Atlantico (Hippoglossus hippoglossus). En
estas especies, la digestion no mejora hasta varias semanas después
cuando las células gastricas empiezan a producir &acido clorhidrico y
pepsina. Por lo tanto, el estbmago se convierte en el principal érgano en
la digestion de los alimentos (Brien-MacDonald et al., 2006; Murray et al.,
2006). Esto ha sido ampliamente documentado en muchas especies,
incluyendo la P. splendida en la que las células géastricas se detectaron a
los primeros 9 DDE aun cuando se observaba la presencia de vitelo,
demostrando que esta especie presenta un patron de alimentacion mixto
(endo-exotroéfica) (Trevifio-Carrillo et al., 2010). Es asi que la actividad de
las proteasas acidas como la pepsina es muy importante al ser un
indicador final del periodo larvario, como ha sido reportado en especies
como lenguado senegalés (Solea senegalensis), S. lucioperca y la breca
(Pagallus erythrinus) (Ribeiro et al., 1999; Suzer et al., 2006; Hamza et
al., 2007).

4.5.4 Zimogramas de proteasas acidas y alcalinas

Los zimogramas de las proteasas alcalinas durante la ontogenia inicial de
la P. splendida indica la presencia de cuatro isoformas que se van
desarrollando conforme aumenta la edad de la larva para completarse a
partir de los 11 DDE, siendo similares en peso molecular (21.4, 23.5, 26.4
y 95.2 kDa en esta investigacion) las tripsina, quimotripsina y
aminopeptidasas de otras especies de peces como el disco azul
(Symphysodon aequifasciatus), el piracanjuba (Brycon orbinyanus), y la
corvina roja (Sciaenops ocellatus) (Chong et al., 2002; Garcia-Carrefio et
al., 2002; Lazo y Arnol, 2007). Por ejemplo, para la especie S.
aequifasciatus se reportaron pesos moleculares para algunas tripsinas

entre (36.1-39.8 kDa), para las metaloproteasas (73.3-76.5 kDa) y las
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serin proteasas (58.7- 61.4kDa). Sin embargo, el peso molecular para las

proteasas gastricas del B. orbinyanus fueron bajos y para las proteasas
alcalinas se mostraron entre (7-70 kDa), en el caso de S. ocellatus se
encontraron bandas de actividad que van desde los 23 hasta los 68 kDa,
detectando 5 bandas de actividad desde los primeros 3 dias de
alimentacion exégena en un rango de 27 hasta los 42 kDa, y para el dia
18 DDE se reportaron bandas de actividad con pesos moleculares de 68

kDa.

En el caso de las proteasas acidas, Unicamente se detect6é una banda a
partir de los 6 DDE con un Rf de 0.65, el cual podria corresponder a una
pepsina que adicionalmente aumenta en su actividad de acuerdo al
crecimiento de las larvas; esto concuerda con el tipo de proteasas acidas
detectadas durante la ontogenia inicial de varias especies de peces tanto
marinos como de agua dulce como son la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) que fue detectada a partir de los 25 DDE o castarrica
(Cichlasoma urophthalmus) que se detectd a partir de los primeros 3 DDE
(Alvarez-Gonzalez et al., 2008, 2010; Lépez-Ramirez et al., 2010). Por lo
tanto, consideramos que es posible formular un alimento artificial para el
periodo larvario; sin embargo, el patrobn de bandas proteoliticas
observadas por medio de las electroforesis revelan que el numero de
isoformas que presenta es limitado (una banda para las proteasas acidas
y cuatro bandas para las proteasas alcalinas), por lo que la formulaciéon
de un alimento para esta etapa tendrd que ser basado en proteinas de
origen animal (principalmente proteinas de organismos marinos), y con un
alto contenido de nutrientes, requeridas para asegurar una buena
nutricion de las larvas (Diaz-L6pez et al., 1997). Por esta razon, las larvas
de P. splendida pueden ser consideradas carnivoras estrictas, lo cual es
corroborado por el bajo numero de bandas activas, este patron de bandas
también ha sido reportado en especies como S. ocelotes, donde las
técnicas electroforéticas revelaron que las larvas poseen casi por completo

un conjunto de proteasas alcalinas desde la primera alimentaciéon 3 dias
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después de la eclosion (Lazo et al., 2007). Otros ejemplos de la actividad

proteolitica detectada en electroforesis es el caso de especies como S.
aurata y pargo plateado (Diplodus sargus) (Diaz-Lopez et al., 1998; Cara
et al., 2003). En estos casos, las isoformas de proteasas alcalinas se
presentaron desde el momento de la apertura de la boca, esto es un
indicativo del inicio del desarrollo de los enterocitos y de la maduraciéon
del sistema digestivo (Alvarez-Gonzélez et al., 2010), que adicionalmente
se complementa rapidamente por la presencia de una banda de actividad
proteolitica acida, lo que es un indicativo de la alta actividad gastrica que
presenta la especie aun mientras se da la absorcion del vitelo. Esto fue
corroborado por los estudios de morfologia e histologia en donde se
muestra claramente que después de la absorcidon del saco vitelino se
presentan un incremento en la producciéon de células gastricas en la region
donde se formara el estbmago (Trevifio-Carrillo et al., 2010). De manera
mas tardia sucede con especies como S. aurata y lenguado comun (Solea
solea) donde las bandas de actividad se observaron hasta el dia 20 DDE

(Moyano et al., 1996; Fernandez et al., 2001).

4.5.5 Importancia fisiolégica de las enzimas digestivas

La presencia de proteasa acidas y alcalinas durante la absorcion del vitelo
en P. splendida y su incremento a partir de los 35 DDE es de gran
importancia en el conocimiento del desarrollo del sistema digestivo y de la
capacidad de absorcion de nutrientes, lo que refleja el rapido desarrollo
del intestino en esta especie. Este tipo de actividad es el factor que indica
la madurés de los enterocitos y la conformaciéon de un sistema digestivo
bien desarrollado que se ha reportado en larvas de D. labrax, S. aurata, S.
senegalensis, esto se ha relacionado con la disminucion simultanea de las
enzimas citosolicas (Zambonino-Infante y Cahu, 1994; Moyano et al.,
1996; Ribeiro y Zambonino-Infante, 2002). Sin embargo, la baja tasa de
crecimiento observada en P. splendida podria indicar una digestion lenta y

la capacidad de absorcion de nutrientes a pesar de la presencia de
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fosfatasa y exopeptidasas, lo cual se corrobora con el intestino corto de

esta especie (Trevifio-Carrillo et al., 2010), que podrian reducir la
retencion de alimentos y la recuperacion de nutrientes en los enterocitos

(Ueberschar et al., 1993; Alarcon et al., 1998).

En el presente estudio la actividad de las lipasas de la P. splendida
estuvieron presente desde el inicio del periodo del cultivo y alcanzé su
maxima actividad a los 40 DDE. Esto también se hizo presente en C. catla,
en los que se detectdé actividad lipasa a los 4 DDE y fue aumentando
continuamente desde los 22 DDE en adelante (Kumar et al., 2000; Ben et
al., 2006). En este sentido, el estudio de las lipasas durante la ontogenia
inicial de los peces es muy importante ya que permite relacionar la
actividad de estas enzimas para la utilizacion 6ptima de los lipidos de los
alimentos, y definir si los tipos de lipidos y el enriguecimiento de los
procesos son adecuados para la formulacion de dietas artificiales (Lopez et
al., 2003). Esto resulta de manera fundamental, debido a que las larvas
no tienen la capacidad metabdlica para sintetizar los acidos grasos de las
series linoleico n-6 y linolénico n-3. Sin embargo, los acidos grasos
deberdn ser incorporados durante la fabricacion de los alimentos.
También, se debe considerar el tipo y concentracion de los acidos grasos
poli-insaturados (AGPI), estos seran una variable dependiente de la
especie y por supuesto la capacidad digestiva durante la ontogenia. Los
acidos grasos mas abundantes en los tejidos de los peces de agua dulce
como marinas, pertenecen a la serie linolénica (n-3), mientras que los
AGPl de las series n-6 se presentan a una concentracion mas baja;
aunque se debe resaltar ciertas diferencias entre los peces dulceacuicolas
donde se han reportado niveles mayores de las series n-6 comparados con
los marinos. Quizas esto no sea sorprendente si consideramos que la dieta
de peces de agua dulce puede contener elementos derivados a partir de
otras fuentes no marinas, que consecuentemente son ricas en acidos
grasos de las series n-6 (Kim et al., 2001; Jun-Zhang et al., 2006). Sin

excluir la presencia de los AGPI de la serie n-3. De esta manera, se
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considera que los &cidos grasos de las series n-6 y n-3 (éstos ultimos con
mayor importancia), al tener un mayor grado de insaturacion permitiran
una mayor fluidez de membranas, flexibilidad y permeabilidad a
temperaturas bajas, por lo que su incorporacion a partir de la dieta es
fundamental, para lo cual se requiere de la acciéon de las esterasas,
fosfolipasas y lipasas verdaderas dependientes de sales biliares que

favorezcan esta incorporacion (Evans et al., 1998).

El estudio de la a-amilasa en P. splendida mostré que la actividad de esta
enzima se expresa a partir de los primeros dias de cultivo y que se
mantiene de manera fluctuante, pero con baja actividad; sin embargo, su
méaxima actividad se refleja entre los 45 y 60 DDE, siendo similar a lo
reportado para especies como O. niloticus (Tengjaroenkul et al., 2002).
Aunque es diferente a lo reportado para otras especies principalmente
marinas como D. sargus y D. labrax (Cara et al., 2003; Cahu et al., 2004)
donde la actividad de la amilasa decrece con la edad del pez. Esta
actividad ha sido considerada baja para peces monogastricos y de alta
importancia para peces agastricos lo cual les permite digerir carbohidratos
(como el glucégeno y almidén) como es el caso de la C. catla (Kumar et
al., 2000). Adicionalmente, esta actividad ha sido reportada que tiene un
patron similar al de la lactasa en mamiferos, la cual a cierta edad
desaparece ya que puede obtener la energia necesaria para el
metabolismo no solo de los carbohidratos, sino también de otras fuentes
de nutrientes, por lo que no es raro que su actividad disminuya o
desaparezca conforme la larva crece (Zambonino-Infante y Cahu, 1994).
Aunque se debe mencionar que para peces dulceacuicolas la accién de
esta enzima no desaparece, sino que inclusive aumenta, lo que le
permitiria para el caso de P. splendida aprovechar mas adecuadamente
los nutrientes a través de la hidrdlisis del glucogeno de sus presas al ser
un pez de habitos carnivoros al terminar el periodo larvario y al comienzo

del periodo juvenil.
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En su conjunto las actividades especificas de la amilasa, lipasa y fosfatasa

alcalina de la P. splendida mostraron tres fases diferenciadas iniciando con
un fuerte aumento de la actividad enzimatica al inicio de la alimentacién
exdgena a los 3 DDE, seguida de una serie de fluctuaciones y un declive
general hacia los 18 DDE, para finalizar con un periodo de baja actividad
después del dia 18 hasta los 36 DDE. Este comportamiento es muy similar
a la observada en especies como C. catla y P. olivaceus donde la actividad
tanto de la tripsina, como de la lipasa se expresa desde los 2 DDE
alcanzando su méxima actividad a partir de los 36 DDE (Rathore et al.,
2005; Bolasina et al., 2006). La presencia de alta actividad de lipasa a los
40 DDE se correlaciona con la presencia de los ciegos piléricos los cuales
han sido reportados como una seccion del sistema digestivo capaz de
incrementar el tiempo de retencién de estas y otras enzimas digestivas

maximizando su accion sobre el sustrato (Pefia-Martinez et al., 2003).

La actividad de las enzimas digestivas se emplea como un indicador de la
aceptacion del alimento para las larvas y hasta cierto punto, servir como
una guia para el desarrollo de la capacidad digestiva en relaciéon con el
tipo de alimento (Nolting et al., 1999; Zambonino-Infante et al., 2002).
Ademas, los estudios sobre las secreciones digestivas en peces pueden
esclarecer ciertos aspectos de su fisiologia y resolver asi problemas de
nutricibn para combinar una dieta artificial, de acuerdo con las
necesidades nutricionales del pez (Furné et al., 2005; Hidalgo 2005). En
este trabajo, nuestros resultados muestran que la P. splendida presenta
un crecimiento lento al inicio del cultivo probablemente ocasionado por el
tipo de alimento suministrado (nauplios de Artemia), aunque existen otros
factores que pueden afectar el crecimiento como son el tamafio de la
particula suministrada, la calidad del agua, la composicion quimica del
alimento o balance nutricional y la cantidad de alimento proporcionado
durante el dia. Por otra parte, la digestibilidad del alimento es un factor
fundamental ya que proporciona los nutrientes necesarios para maximizar

el crecimiento por lo que muchos de los cambios en la actividad

64



Capitulo 4
enzimatica ocurren con relacién a los cambios de alimento y su efecto en

las funciones metabdlicas durante el desarrollo de los 6rganos y tejidos
digestivos (Ma et al., 2005).

Los resultados de este estudio, permiten establecer que las larvas de P.
splendida tienen una completa accién de las enzimas digestivas a partir
del dia 6 después de la eclosion, y que se maximiza a partir de los 9 DDE,
inclusive con la presencia de vitelo en una fase de alimentacion endo-
exotroéfica, lo cual permitiria suministrar un alimento artificial a partir de
esa edad. Sin embargo, al suministrar el alimento de trucha, este no
necesariamente es el mas adecuado para esta especie, por lo que se
puede estar limitando la accion de las enzimas digestivas al no contener el
tipo de ingredientes o la cantidad de nutrientes adecuados. En este caso
se sugiere profundizar en la determinacion de los requerimientos
nutricionales para el periodo larval y la evaluacion de la digestibilidad in

vitro durante esta etapa del ciclo de vida para esta especie.
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5.1 Resumen

En el presente estudio se desarrollé un experimento enfocado a estimar la
eficiencia de la digestién de las proteinas en los juveniles de la tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus), para lo cual se midié la tasa de transito
intestinal y la actividad total de las principales proteasas intestinales
(tripsina y quimotripsina). El tiempo total para la digestién, calculado a
través de la estimacion de la velocidad de transito en el intestino. Los
resultados en el contraste de color del alimento fue de 7.15 h. La
produccion media de tripsina y quimotripsina fue de 15.94 y 24.11 mU en
el intestino proximal y mucho mas baja en la parte distal del intestino
2.39 y 4.90 mU respectivamente. La eficiencia de la enzima fue calculada
a partir de la actividad enzimatica y el tiempo promedio de residencia de
la ingesta en cada seccion intestinal; es asi como los resultados muestran
que, el intestino proximal realiza un papel importante en la digestién de
las proteinas para esta especie. Esta informacion permite discutir la
importancia de la eficiencia enzimatica digestiva para especies con un

pseudoestémago.

Palabras claves: transito intestinal, proteasas, eficiencia enzimética,

tilapia del Nilo
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5.2 Introduccion

En los dltimos afos, un gran numero de trabajos han sido enfocados a la
caracterizacion del tipo y cantidad de enzimas presentes en el tracto
digestivo en peces (Chan et al., 2004; Papoutsoglou y Lyndon, 2005, Liu
et al., 2008), asi como su respuesta a cambios en la composicion de los
alimentos (Applebaum y Holt, 2003; Papoutsoglou y Lyndon, 2006a);
Cara et al., 2007). Estos trabajos ofrecen informacién muy valiosa sobre
las diferencias existentes de cada especie, entre las enzimas y su
capacidad para hidrolizar sustratos especificos, este es en gran medida un
factor clave para explicar las diferencias observadas en la digestibilidad
de los principales nutrientes de alimentos. Sin embargo, el resultado neto
de la funciéon de la enzima depende de otros factores importantes, como
su concentracion relativa presente en el intestino del pez, asi como el
tiempo disponible para hidrdlisis, siendo este ultimo determinado por el
transito de los alimentos. Se cree que la mayor eficiencia en el proceso
digestivo Unicamente se logra cuando se produce una cantidad adecuada
de enzima, y se presenta un tiempo suficiente para la terminacion de la
hidrdlisis (Scocco et al., 1997; Olsson y Holmgren, 2001). Esto podria

conducir a la determinacion de lo que se ha llamado ’’eficiencia
enzimatica”, este es un indice de la estimacién de una determinada
especie alimentada en condiciones normales, que para obtenerla, se
requiere la cuantificacion tanto de la cantidad total de la actividad
enzimatica producida en un momento determinado y la estimacion del
tiempo de transito intestinal de los alimentos (Chan et al., 2004). A pesar
de la importancia de este ultimo parametro en la evaluacion de la funcion
digestiva de los peces, pocos trabajos se han orientado a su estimacion
(Anderson, 1991; Paakkoénen y Marjomaki, 1997). El presente trabajo
tiene por objeto desarrollar un procedimiento experimental para estimar la
eficiencia de la digestién de las proteinas como se explicé anteriormente,
utilizando la tilapia del Nilo (O. niloticus) como peces experimentales. El

experimento se enfoco a medir la velocidad de transito intestinal y el total
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de las principales proteasas intestinales tripsina y quimotripsina

producidas después de la ingestidon de los alimentos.

5.3 Materiales y métodos

El transito de los alimentos en el tracto digestivo de los peces fue
evaluado visualmente, este protocolo requirié el uso de alimentos con
diferentes colores para poder detectarlos facilmente después de la
diseccion del intestino, los peces que se utilizaron en los muestreos
secuenciales debian tener una talla similar y realizar un protocolo de
alimentacion en el cual todos los peces debian recibir la misma cantidad

de alimentos.

5.3.1 Peces experimentales y alimentacion

Los juveniles de O. niloticus (sexos: mixtos), con peso promedio (n= 50,
30 = 5,0 g), se obtuvieron de una granja local (VALAQUA; Valencia,
Espafa). Los peces fueron mantenidos en tanques de 50 L dentro de un
sistema de recirculacibn que dispuso de agua libre de cloro a una
temperatura entre 28-29 °C. El fotoperiodo fue 12L/12N. Cada grupo de
peces que constituyeron una muestra (n= 5) se mantuvieron en
compartimentos separados dentro de los tanques. Los grupos fueron
formados por peces que presentaron la mayor similitud en peso. El agua
utilizada se manejé con suministro de aireacibn continua, y la
concentracion de oxigeno se mantuvo en 6.40 = 0.28 mg/L. Un 10 % del
volumen total de agua fue reemplazado diariamente. Se formularon dos
dietas semi-purificadas con una composicion similar (Tabla 1), las cuales
se tifieron, una de color blanco y otra de color verde oscuro al incluir una
pequefia cantidad de talco en la primera y mientras que en la segunda se
le agreg6 6xido de cromo. Cada dieta fue preparada mezclando todos los
ingredientes secos en una batidora industrial (Samimic, modelo BM-11,
Azpeitia, Espafa) y después se agrego el aceite de pescado a la mezcla.

Posteriormente se afadié agua hasta formar una masa dura, después la
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mezcla se pasd a través de un molino de carne (BRAHER Internacional,
modelo P 22-82). Obteniendo pellets de 2 mm los cuales se secaron a
temperatura ambiente (25 °C), siendo entonces envasados en bolsas de

plastico y refrigerados a 5 °C hasta su uso.

Tabla 1.- Composicion de las dietas experimentales utilizadas para evaluar
la frecuencia de alimentos en transito en juveniles O. niloticus.

Ingredientes (g 1OOg‘l dietas) Blanco Verde oscuro
Caseina® 35 35
Salvado de trigo® 25 25
Aceite de pescado® 10 10
Dextrina® 17 17
Carboxymetil celulosa® 5 10
Alginato’ 2 2
Talco?® 6 0
Oxido de cromo" 0 1

caseina® = EPSA, # lot 270501703, Hecho en Esparia
salvado de trigo® = Commercial, Almeria, Espafia

Aceite de pescado® = AFANSA # ES-36-01-POL.-C3
Dextrina® = Puma Specialities # lot 070237, Hecho Espafa
Carboxymetil celulosa® = Walocel C, Hecho en Alemania
Alginato’ = EPSA, Hecho en Espafia

Talco® = Panreac Quimica, Sau # catalogo141733-1211
Oxido de cromo" = Jalmek # catalogo C5260-05

5.3.2 Protocolo de alimentacion y medicion de paso intestinal

Durante el periodo de aclimatacion (10 dias), los peces fueron
alimentados con un pienso comercial dos veces al dia. Antes del
experimento, los peces se sometieron a un periodo de inanicion durante
24 horas para asegurarse de que el tracto digestivo de los peces se
encontraran vacios, con lo cual se realizaron pruebas preliminares de
diseccion en ese momento, encontrandolo que permitié determinar que
todos los peces muestreados en el tiempo O mostraron intestinos vacios.

Los peces recibieron una primera alimentacion a base de dieta verde
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(punto 0), transcurridos 120 minutos después se suministré una segunda
alimentacion constituida por la dieta blanca, y 480 min después una
tercera alimentacion constituida por dieta verde. La dieta suministrada fue
del 1% del peso vivo de cada pez; ensayos previos demostraron que esta
cantidad de alimento era suficiente para satisfacer el consumo de los

peces.

Se establecieron Un total de 8 muestreos en diferentes momentos
después de la alimentacion, inicialmente a 30, 60 y 90 minutos y desde de
este momento a diferentes intervalos. Los peces seleccionados en cada
muestreo (n= 5) se sacrificaron con una sobredosis de anestésico MS222
a una concentracion de 1 g L (metanosulfonato tricaina, Argent,
Laboratories, Inc., Redmond, WA, USA) y fueron mantenidos en agua fria
hasta su procesamiento (Los procedimientos de manipulacién de los peces
cumplieron con los términos del Comité para el Uso Etico de los Animales
Experimentales). El aparato digestivo fue extraido cuidadosamente por
diseccion, sobre una mesa provista con una escala milimétrica y cada
biometria fue registrada por medio de fotografias. Las imagenes fueron
posteriormente procesadas digitalmente utilizando el software (Image-Pro
Plus 5,1) para medir la longitud total del intestino (LT) la distancia se
determiné en mm entre las dos distintas dietas dentro del intestino en

relaciéon con el esfinter pilérico de cada pez.

5.3.3 Cuantificacién en la produccién de enzimas

Una vez fotografiado el intestino de cada pez se dividié en dos secciones
iguales (intestino proximal y distal; IP e ID), se pesaron y se utilizaron
para la preparacion de los extractos enzimaticos. Los extractos fueron
preparados por la homogenizacion de los tejidos a una proporcion de 1:10
(peso/volumen) con agua destilada, se utiliz6 un sonicador como molino
(Misonix, modelo Microson Ultrasonico disruptor celular, NY) como se

detalla en Moyano et al. (1996). Los sobrenadantes obtenidos tras la
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centrifugacion a 16,000 x g durante 30 minutos a 4 °C fueron

almacenados a -20 °C hasta su uso para el analisis enzimatico. La
concentracion de proteina soluble en los extractos se determiné por el
Método de Bradford (Bradford1976) usando como estandar una curva

patrén de albumina sérica bovina a razén de 1 mg mL™.

La actividad de la tripsina se midi6 con 1 mM de N-benzoil-DL-Arg-p-
nitroanilida (BAPNA, Sigma B4875) en 50 mM de Tris-HCI, a un pH 8, y 20
mM de CaCl,. BAPNA fue disuelto en DMSO de 1 ml y se afor6 a 100 ml
con solucion tampoén 2 (50 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM CaCl,). Los cambios
en la absorbancia a 410 nm se registraron durante 3 minutos
(Erlangeretal, 1961). La actividad de la quimotripsina fue evaluado similar
al anterior, con 100 mM de succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (SAPNA,
sigma S7388) en solucion tampoén como sustrato. La Absorbancia a 410
nm se midié con un espectrofotometro Ex Multiskan (Thermolab Sistemas,
Helsinki, Finlandia). Una unidad de actividad fue definida como un 1 pmol
de p-nitroanilina liberada por minuto de tripsina o quimotripsina segun sus

respectivos sustratos.

La actividad total por peso de tejido se calculé tomando en cuenta el peso
de cada porcion de intestino, mientras que la eficiencia enziméatica (EE) en

cada seccion del intestino se calcul6 de la siguiente manera:

EE = Actividad enzimatica (1 umol de p-nitroanilina min ™ X el tiempo de

residencia de la digestion en determinada seccion (en minutos).

5.3.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos sobre las diferencias en la actividad de la tripsina y
quimotripsina (mU) en las diferentes secciones de intestino (IP e ID),
fueron analizados con una ANOVA de una via. Las diferencias entre las

medias atP\0.05 se analizaron mediante la prueba de Tukey (Zar, 1996).
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Empleando el Paquete de andlisis Statistica version 7.0 (software, Arizona,

EE.UU.).

5.4 Resultados

Al momento de la disecciébn todos los peces presentaron el sistema
digestivo lleno. Sin embargo, en los muestreos posteriores se observaron
dos peces que presentaban un patron anormal en la evacuacion gastrica,
los cuales se descartaron para los cdalculos siguientes. El calculo de la
progresion de la ingesta (en la parte delantera) a lo largo del intestino (LI)
después de la alimentacion en relacion con el tiempo, se incluyé en una
ecuacion logaritmica (Figura 5). El tiempo para realizar el paso intestinal
se calculé6 mediante la sustitucion de "Y” en la ecuacion por la longitud
media del aparato digestivo obtenido de todos los peces muestreados (n =
50, 620 mm =+ 15). El valor obtenido sobre el tiempo de progresion fue de
430 min (7.15 h). Ademas, el tiempo medio de paso de los alimentos a lo
largo de cualquiera del IP o ID se estimo teniendo en cuenta su longitud

media respectiva, siendo 320 y 250 minutos, respectivamente.

La actividad de las dos proteasas alcalinas, la tripsina y la quimotripsina,
fueron medidas en diferentes momentos después de la ingestion de
alimentos en las dos secciones del intestino (IP e ID), las cuales se

presentan en la figura 6.
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Figura 5.- Progresion del alimento con respecto al tiempo de residencia en
el intestino de juveniles de tilapia.

A pesar de las grandes variaciones individuales, se observa un incremento
claro y progresivo en la actividad de la tripsina con respecto al tiempo
registrado en el IP con valores significativamente mas altos (p\0.05) a
360, 480 y 610 minutos en comparacion con los tiempos iniciales. La
actividad maxima observada fue de casi 26 mU, alcanzando el maximo
peso del tejido (TWT) 6 horas después a partir del tiempo 0 (estdmago
vacio). Esto podria ser considerado la maxima produccion de tripsina
disponible para la digestion en el intestino de esta especie, aunque el
valor medio calculado para todo el periodo fue de 15.9 = 3.6 mU por TWT.
La actividad de la tripsina medida en el ID fue mucho menor y se mantuvo
relativamente constante durante todo el tiempo de observacién (2.39 =+
1,00 mU por TWT). En el caso de la quimotripsina, la actividad relacionada
con el tiempo después de la ingestion de las dietas en el IP e ID no

presentaron variaciones significativas.

81



Capitulo 5

60 1 A
® |ntestino Proximal
= o Intestino Distal T
2 50 A
£
S _
=§- 40 A
T) . [ ]
S 304 h
s
ie)
©
o]
S
=
I3
<

0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo (min)

60 -
® |ntestino Proximal

—_ o Intestino Distal T B
2 50 A
S5
S _
E? 40 ~
6 . [ ]
& 304 1 i
I
8
o
S
S
=
©
<

700

Tiempo (min)

Figura 6.- Produccion total de la tripsina (A) y quimotripsina (B) con respecto
al tiempo después de la alimentacién de los juveniles de tilapia.
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En contraste a la tripsina, los valores mas altos de actividad de la

quimotripsina fueron medidos incluso pocos minutos después de la
ingestion de los alimentos (24.41 += 1.26 mU por TWT), presentandose
una actividad mucho mas baja en el intestino distal; (4.90 £+ 1.28 mU por

TWT).

Los valores de la eficiencia enzimatica estimada para cada enzima y cada
seccion del intestino se concentraron en la Tabla 2. La combinacién entre
una concentracién enzimatica mas alta y un mayor tiempo de residencia
de la digesta en el IP dio como resultado valores mucho mas altos (de seis
a nueve veces mas altos) en comparacion con los obtenidos en el ID, los
célculos obtenidos de la estimacion de la eficiencia enzimética obtenidos
fueron de 5,100 vs 597 pumol de la tripsina; 7,811 vs 1,225 umol para

quimotripsina, en el IP e ID respectivamente.

Tabla 2.- Eficiencia enzimética (EE) estimada en las dos secciones del
intestino en juveniles de tilapia

Intestino proximal

Tripsina Quimotripsina
Media de produccién enzimatica (mU) 15.94 + 3.60 24.41 + 1.26

Tiempo de residencia (min) 320 320

Eficiencia enzimatica estimada 5,100 7,811
Intestino distal

Media de produccién enziméatica (mU) 2.39+ 1.00 4.90 +1.28

Tiempo de residencia (min) 250 250

Eficiencia enziméatica estimada 597 1,225

Eficiencia enzimatica (expresado en umol de p-nitroanilina) = media de la
actividad enzimatica (mU) X tiempo de residencia del alimento en la
seccion del intestino (min). El tiempo de residencia en cada seccion fue
calculado teniendo en cuenta la longitud promedio en la ecuacién de la
progresion del alimento.
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5.5 Discusion

A pesar del gran numero de trabajos publicados enfocados a la
determinacion del tiempo de evacuacion gastrica en diferentes especies de
peces (Andersen, 2001; Andersen y Beyer, 2005, 2007), muy pocos se
han enfocado a la determinaciéon del tiempo de transito intestinal
(Storebakken et al., 1999). Esto puede deberse al hecho de que en peces
que poseen estdmago, el tiempo de retencion y el pre-procesamiento de
los alimentos en este 6rgano es el punto clave que determina el curso
subsecuente de la digestion en el intestino. En los peces herbivoros como
la tilapia, el estbmago es reducido y apenas funcional o ausente por
completo, por lo cual la digestion de los alimentos se produce
principalmente en la parte anterior, asi como en todo el transito intestinal
en la que el tiempo para realizar la digestion es de suma importancia. Por
esta razén, el presente estudio se enfocé a la determinacion de la

velocidad de transito intestinal.

En el presente trabajo, el tiempo total requerido para la evacuacion
intestinal en juveniles de tilapia se estim6 en 7.15 h. Este es un corto
periodo de tiempo para la finalizacion del transito digestivo cuando se
compara con algunas evaluaciones reportadas en especies carnivoras: 20-
60 h como el observado en el merlan Merlangus merlangus (L.)
(Andersen, 1998), 5 a 17 h en Lota lota lota L. (Padkkdnen et al. 1999), o
hasta 48 horas para el lucio del norte Esox lucius (Nilsson y Bromark,
2000). Sin embargo, tales tiempos de transito concuerdan con el rango de
2 a 6 h en varios peces de estdbmago reducido como el eperlano alto
Atherinops affinis L. (Logothetis et al., 2001). El pez loro (Scarus gibbus L.
y Scarus jonesi L. Smith y Paulson, 1974), la lagartina Parablennius
sanguinolentus a una temperatura entre 20 y 30 °C (Horn y Gibson, 990).
Sin embargo, un tiempo de transito intestinal mas largo (12—20 h), fue
reportado para el Butterfish Odax pullus de estbmago pequefio a

temperaturas entre 13 y 15 °C (Clements y Rees, 1998).
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Un gran numero de factores puede afectar el tiempo de transito de la
digesta en el intestino de los peces. Algunos de ellos dependen de las
caracteristicas anatomicas del pez (talla del pez, presencia o ausencia de
estbmago, longitud total del intestino, etc.), por otra parte existen
factores externos, como la temperatura del agua (Singh-Renton vy
Bromley, 1996; Paakkonen y Marjomaki, 1997; Hurst, 2004), tamano del
alimento (Daan, 1973; Bagge, 1977; Andersen, 1999) o la calidad del
alimento (Klumpp y Nichols, 1983; Targett y Targett, 1990; Fris y Horn,
1993; Polunin et al., 1995). Este ultimo parece influir en gran medida el
tiempo de paso de los alimentos, para mantener un adecuado flujo de
nutrientes, ya que el consumo continuo de alimentos de baja calidad, se
traduce en un mayor tiempo de transito (Horn y Messer, 1992). La
temperatura del agua en la que los peces se mantuvieron (28,5 °C)
combinado con el punto anterior podria explicar el corto tiempo de

transito intestinal registrado en el presente estudio en juveniles de tilapia.

Un gran numero de estudios se han orientado a la cuantificaciéon de las
proteasas digestivas en el intestino de diferentes peces (Drewe et al.,
2004; Lundstedt et al., 2004; Chakrabarti et al., 2006; Jun-Sheng et al.,
2006). La mayoria de estos estudios estan enfocados a la generacion de
informacién acerca de actividades especificas en relaciéon en la evaluacion
de proteinas solubles o tejidos. En el presente estudio, se evalud la
actividad enzimatica tomando en cuenta tanto las unidades de actividad
por gramo de tejido y la masa de tejido correspondiente, lo que se definid
como ”la capacidad” segun Kuz'mina (1996). Sin embargo, se ha
realizado un reducido nimero de estudios enfocados a la estimacion de la
producciéon de una enzima determinada como un conjunto en diferentes
partes del intestino o del organismo (Logothetis et al., 2001;
Papoutsoglou y Lyndon, 2006b). La realizacion de este tipo de estudios
podria dar lugar a una mejor comprension acerca de la capacidad que
poseen las diferentes especies para hidrolizar substratos teniendo en

cuenta las diferencias existentes en el tamario del tracto digestivo de cada
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especie. En el presente estudio, claras diferencias en la actividad entre

tripsina y quimotripsina fueron encontradas al comparar el IP e ID
registrandose valores aproximadamente seis veces mas altos en el
primero sobre el segundo. Esto podria explicarse tomando en cuenta que
la porcion duodenal del intestino es el lugar donde las enzimas
pancreaticas son liberadas. Lo cual concuerda con los resultados obtenidos
en diferentes estudios en los que se han comparado peces herbivoros,
omnivoros y carnivoros, y cuyos resultados mencionan una mayor
actividad de la tripsina en la region proximal del intestino (Hofer y
Schiemer, 1981; Bitterlich, 1985; Chakrabarti et al., 1995; Einarsson et
al., 1996). La mayor actividad de la tripsina en el IP puede intensificar la
hidrélisis de las proteinas para la absorcion de aminoacidos, en particular
para los omnivoros y herbivoros que se alimentan de una dieta baja en
proteinas y nitrogeno (Hofer y Schiemer, 1981; Bitterlich 1985). Estas
diferencias entre el IP e ID son aun mas evidentes cuando se observan los
valores de la EE que se muestran en la Tabla 2, los cuales se calcularon
tomando en cuenta el tiempo disponible para la hidrélisis durante la
permanencia de los alimentos en una porcidén del intestino y la actividad
promedio de la enzima durante dicho tiempo. En el presente estudio, la
combinacién entre una mayor actividad de ambas proteasas y un mayor
tiempo de permanencia en el IP dieron como resultado valores claramente
mas alto de EE para esta seccion intestinal. En este sentido, una EE
similar puede ser alcanzada con una alta produccion de enzimas
combinada con un corto tiempo de permanencia de los alimentos en el
intestino o con una actividad enziméatica baja y un tiempo mas largo de la
permanencia de los alimentos en el intestino. El calculo de la EE puede ser
mas precisa al comparar la funciéon digestiva entre diferentes especies de
peces como ha sido evaluado por Chan et al. (2004). Estos autores
encontraron que algunos peces herbivoros presentaron actividades de
tripsinas similares o superiores a las especies carnivoras, posiblemente
para maximizar la eficiencia de las proteinas digestivas para compensar su

dieta con una baja constitucién proteica. Por otra parte, el largo tracto
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digestivo que poseen los herbivoros se traduce en un incremento en el

tiempo de digestion o en una mayor superficie de absorcidén, esto para

incrementar la eficiencia digestiva.

La actividad relativa de las principales proteasas alcalinas digestivas,
como la tripsina y la quimotripsina, se han propuesto como un indicador
del estado nutricional de los peces. Por lo tanto, una alta actividad tipo
tripsina:quimotripsina se ha correlacionado con la presencia de una dieta
con una adecuada constitucion proteica, mientras que un valor bajo se
correlaciona con el factor hambre o la escasez de alimento (Hjelmeland et
al., 1983; Pedersen et al., 1987; Ueberschar, 1995; Blier et al., 2002).
Sin embargo, los peces de O. niloticus del presente experimento a los
cuales se les proporcioné una buena alimentacion mostraron el doble de
actividad de la quimotripsina en comparacién con el presentado por la
tripsina. Esto podria explicarse teniendo en cuenta que todos los estudios
antes mencionados se llevaron a cabo sobre las especies carnivoras
(principalmente salmonidos), que se caracteriza por un patron de
alimentacion muy diferente que la presentada por especies herbivoras,
como el O. niloticus. Esto ultimo, puede ser una estrategia fisiolégica
vinculada con la presencia continua de alimentos en el intestino, una
mayor produccion de enzimas y la excrecidon continua como consecuencia
de la reduccion del tiempo en el paso por el intestino. Por lo tanto, al no
presentarse picos claros en la actividad de la tripsina puede darse una alta
relacion tripsina:quimotripsina, donde una importante produccion de la

quimotripsina puede actuar como la base para la hidrdlisis proteica.
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V1. Evaluacion del efecto de harinas de origen
vegetal como inhibidores de proteasas digestivas

en los trés ciclidos.
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6.1 Resumen

Se evalud el efecto de inhibidores de proteasas en diferentes fuentes de
origen vegetal sobre la actividad de las proteasas digestivas de P.
splendida, M. urophthalmus y O. niloticus. Los extractos enzimaticos se
realizaron a partir del estbmago e intestino. Para medir la inhibicion, se
utilizaron cantidades crecientes de extracto de harina vegetal (0.6, 0.13,
0.29, 0.65, 1.13, 1.76, 2.63, 3.95 y 6.14 mg/mL). Los extractos de las
enzimas fueron ajustados para proporcionar 38 UA (unidades de
actividad). Se realizaron electroforesis de proteinas SDS-PAGE para
revelar el efecto de inhibicion de las proteasas. Los resultados obtenidos,
muestran que los extractos enzimaticos de los peces presentaron
sensibilidad ante los antinutrientes presentes en las harinas evaluadas. P.
esplendida fue la que registro los mayores porcentajes de inhibicion con
respecto a la M. urophthalmus y O. niloticus. La harina que mostré6 menor
aceptacion (alto poder de inhibicion de la actividad proteasa) por los peces
fue la harina de soja. La electroforesis revel6 que las proteasas que fueron
inhibidas por las fuentes vegetales corresponden al tipo tripsina y
quimotripsina. Por lo que se concluyé que las fuentes vegetables
contienen una amplia variedad de antinutrientes inhibidores de proteasas

intestinales afectando a las especies en estudio.

Palabras claves: Proteasas, inhibidores, harinas vegetales, antinutrientes
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6.2 Introduccion

Los productos alimenticios con mayor demanda a nivel mundial son los
animales y en ello estan los peces, estos organismos representan un
importante aporte de nutrientes esenciales para la alimentacion. Su
principal fuente de abastecimiento ha sido la pesca, pero esta se ha visto
afecta por la sobreexplotacion (Mente et al., 2011; FAO, 2012). En este
sentido la FAO, (2018) estim6 que una produccidon historica para el 2016
de 171 millones de toneladas, el 88% (151 millones de toneladas) se
destinan al consumo humano y el 12% (20 millones de toneladas) se
designa a la elaboraciéon de harina y aceite de pescado. Asimismo, la
acuicultura es una alternativa viable para cubrir la demanda de recurso;
es el sector que presenta el mayor ritmo de crecimiento en la produccion
de alimentos de origen animal con una produccién histérica para el 2013
de 97 millones de toneladas (FAO, 2015).

La harina de pescado (HP) es el principal ingrediente utilizado en la
formulacion de alimentos balanceados para organismos terrestres y
acuaticos, especialmente se debe a su atractabilidad, palatabilidad,
composicion y su valor nutritivo relativamente superior a otras harinas
(El-Sayed, 1990; El-Sayed and Tshima, 1991; Dong-Fang et al., 2011).
Sin embargo, las bajas producciones de las pesquerias han causado
incrementos en los costos de produccion, siendo la HP quien aporta los
mayores porcentajes de proteina (45 hasta 60%) durante la fabricacion de
los piensos (Tacon, 1995). Es por ello, que los nutricionistas estan
evaluado fuentes alternativas de proteinas. No obstante, las proteinas de
origen vegetal son una buena alternativa ya que se ha observado que su
inclusion en cantidades adecuadas en los piensos; garantizando la
disponibilidad y el menor coste que estas presentan en el mercado
(Krogdahl, 1986). Existe wuna gran variedad de ingredientes vy
subproductos vegetales que pueden ser utilizadas en los alimentos
balanceados, aunque primeramente deben de ser analizadas para

determinarla cantidad de inclusi6én mas adecuada.
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La inclusion de harinas de origen vegetal en la fabricacion de piensos
reduce costos de produccion en los sistemas de cultivo. Sin embargo, el
problema que conlleva la utilizacion de estas fuentes alternativas es el
bajo contenido de proteina y acidos grasos esenciales (Francis et al.,
2001; @verland et al., 2009). La otra limitacién principal es la existencia
de los factores antinutritivos que reducen la actividad y la cantidad de las
enzimas proteoliticas y por lo tanto el crecimiento y la eficiencia de la
alimentacion reduciendo la digestibilidad en los peces (Huisman y Tolman,
1992; Moyano et al., 1999; Sveier et al., 2001; Maitra y Ray 2003; Kim et
al., 2007; Salze et al., 2010). En este caso, para incluir las proteinas de
las fuentes vegetales en la fabricacion de los piensos se requieren de
procesos tecnolégicos como el tratamientos termales con el fin de

inactivar o reducir el efecto de los antinutrientes (Alarcén et al., 1999).

Hasta la fecha, pocos estudios se han centrado en una evaluacion
detallada sobre los efectos de los inhibidores de proteasas digestivas en
ciclidos, Sin embargo, Moyano et al., (1999) y El-Sayed et al. (2000) han
descrito que la tilapia del Nilo (O. niloticus) presenta una respuesta de
inhibicion de proteasas al evaluar diferentes fuentes proteinicas vegetales
(salvado de trigo, gluten de maiz y soja). Ya que las proteasas de los
peces son altamente sensibles a los inhibidores es importante considerar
que estas pueden diferir considerablemente por la diferencia de especies y
habitos alimenticios de estas (Kroghahl y Holm 1983; Tacon 1997;
Krogdahl et al., 1994). El objetivo del presente estudio es evaluar el
efecto de inhibidores de proteasas en diferentes fuentes proteicas de
origen vegetal (soja, trigo, sorgo y salvado de trigo) sobre la actividad de
las proteasas digestivas de P. splendida, M. urophthalmus y O. niloticus, la
razén de evaluar estas harinas se debe a que son ampliamente utilizadas
en la fabricaciéon de piensos y la disponibilidad con la que se encuentran
en la zona y de esta forma tener en cuenta las implicaciones que se

pueden tener en formulaciones futuras para las especies en estudio.
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6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Organismos

Los ensayos se llevaron a cabo con tractos digestivos liofilizados de
tenguayaca (P. splendida), castarrica (M. urophthalmus) y tilapia (O.
niloticus) provenientes del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la
Division Académica de Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco (UJAT-DACBIOL). Los peces se mantuvieron en un
sistema de circulacion cerrada en tanques con una capacidad de 1,000 L.
Se mantuvo una temperatura de 32 = 1 °C y oxigeno disuelto (6.40 +
0.28 g/L) estos parametros fueron determinados utilizando un oximetro
(YSI modelo 55, Yellow Springs, Ohio, USA), la concentracion de amonio
(0.41 = 0.16 g/L), nitratos (0.28 = 0.15 g/L) y nitrito (0.04 = 0.03 g/L)
(Strickland y Parsons, 1972) fueron medidos semanalmente. Los peces
fueron alimentados con pienso comercial de la marca Pedregal Silver Cup

(45 % de proteinay 16 % de lipidos).

6.3.2 Extractos enzimaticos

Los peces se mantuvieron en ayuno por 24 horas; fueron sacrificados por
sobredosis (1 g L) del anestésico MS 222 (Metasulfonato de tricaina,
Argent, Chemical Laboratories, Inc., Redmond, WA, U.S.A.)), se
mantuvieron en hielo hasta el procesado. A continuacion, se disectaron los
tractos digestivos completos, separando estdbmago e intestino realizando
posteriormente un pool, se homogenizaron con agua milli-Q (1:10
peso/volumen) se utiliz6 un homogenizador de tejido marca Misonix
(modelo Microson Ultrasonic Cell Disruptor, NY). Las muestras se
centrifugaron a 16,000 x g durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante se
almacend en tubos eppendorf y se conservaron en refrigeracion a -20 °C.
La concentracion de proteina soluble en los extractos se determiné por el
Método de Bradford (Bradford, 1976) usando como estandar una curva

patrén de albumina sérica bovina a razén de 1 mg mL™.
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6.3.3 Preparacion de los extractos de las harinas

Las harinas usadas en este estudio fueron obtenidas de empresas
fabricantes de alimentos balanceados en México y del Departamento de
Biologia Aplicada, de la Universidad de Almeria, Espafia. Las harinas que
fueron evaluadas son: soja (G. max), sorgo (S. vulgare), trigo (T.
aestivum), y salvado de trigo. Los extractos de los inhibidores fueron
obtenidos de acuerdo con Garcia-Carrefio et al. (1997). Las harinas fueron
homogenizadas en agua milli-Q (100 mg/mL™) y posteriormente fueron
encubadas durante un periodo de 180 minutos a 25 °C, el extracto
obtenido se centrifugdé a 16,000 x g durante un periodo 30 minutos a 4

°C. El sobrenadante se conservo en tubos eppendorf a -20 °C.

6.3.4 Cuantificacion de la actividad proteasa

La actividad de las proteasas alcalinas, se evalu6é de acuerdo al método
propuesto por Walter (1984), se agregaron 20 pL de extracto enzimaético,
0.5 mL de caseina Hammerstein al 1%, tampoén Tris-HCI 50 mM a pH 9.0,
la mezcla se encub6 durante 60 min a una temperatura de 37 °C, la
reaccion se detuvo agregando 0.5 mL de TCA al 20%. Posteriormente se
mantuvo la mezcla de reaccion durante 10 min en refrigeracion a 4 °C, se
centrifugé a 16,000 x g durante 30 min a 4 °C. La absorbancia de los
péptidos solubles liberados por el TCA se midi6 a 280 nm en un
espectrofotobmetro UV/visible. Una unidad de actividad enzimética, se
defini6 como 1 pg de tirosina liberado en 1 min, usando el coeficiente de
extincion molar de la tirosina de 1,290, todas las medidas se hicieron por

triplicado.

6.3.5 Inhibicion de la actividad de proteasa con extractos de las

harinas.

El efecto inhibidor de las harinas fue evaluado midiendo la reduccién de la

actividad proteasa alcalina de acuerdo con lo propuesto por Garcia-
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Carrefio (1996). El ensayo consistido en agregar 20 pyL del extracto de las

harinas y 20 pL del extracto enzimatico. Una segunda seccion de tubos, se
utiliz6 Unicamente como control de la actividad donde se encubo
solamente con agua destilada, se agregdé 0.5 mL de buffer (50 mM
TRIS'HCI, pH 9.0) estas relaciones fueron incubadas durante 60 min a 25
°C, la actividad residual de la proteasa fue evaluada usando 0.5 mL de
caseina Hammerstein al 1 % y encubando nuevamente durante 30 min a
37 °C, la reacciéon se detuvo agregando 0.5 mL de TCA al 20%,
posteriormente la mezcla de reaccibn se mantuvo durante 10 min en
refrigeracion a 4 °C, se centrifugé a 16,000 x g durante 30 min a 4 °C.
Cada secciéon de tubos conto con su respectivo control en el cual se les
agrego 0.5 mL de TCA antes de agregar la caseina, de esta manera las
absorbancias obtenidas en los blancos fueron restados de los tratamientos

de inhibicién, todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

El efecto de la inhibicion de la proteasa fue determinada con respecto a la
reduccion de la actividad enzimética en relacion con el de los controles,
por lo que los resultados se expresan en porcentajes de inhibicion. Para
observar la inhibicién se utilizaron cantidades crecientes de extracto de
harina vegetal (0.6, 0.13, 0.29, 0.65, 1.13, 1.76, 2.63, 3.95 y 6.14
mg/mL). Los extractos de la enzima fueron ajustados para proporcionar
38 UA (unidades de actividad).

6.3.6 Deteccion del efecto de inhibidores sobre en enzimas

especificas con sustrato-SDS-PAGE

Se realizaron electroforesis de proteinas SDS-PAGE de las preparaciones
enzimaticas de acuerdo con Laemmli (1970), usando geles de 8 x 10 x
0.075 cm y 12% de acrilamida. La preparacion de las muestras y los
zimogramas de las actividades proteasa de las distintas fracciones
separadas por electroforesis se realizaron segun Garcia-Carrefio et al.,

(1993). Previamente, las muestras fueron filtradas a través de una
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columna Sephadex G-25S (1/10, v/v). Se tomo6 4.5 pL de los extractos

enzimaticos (contenian 38 UA) y fueron mezclado con 4.5 yL del extracto
de las harinas, la mezcla fue encubada durante 60 min a temperatura
ambiente; los controles fueron hechos usando 4.5 pL de agua destilada
sustituyéndola por los extractos de las harinas. Las electroforesis se
llevaron a cabo a voltaje constante de 100 V por gel durante 60 min a 5
°C. Posteriormente, los geles fueron lavados e incubados en caseina
Hammerstein al 0.5%, pH 9, durante 30 min a 5 °C y después se
transfirieron a la misma solucién durante 90 min a 37 °C, sin agitacién. A
continuacion, fueron lavados y fijados con TCA al 12% previamente a su
tincién con azul Coomassie (BBC R-250) al 0,1% en una solucién metanol-
acido acético-agua (50:20:50). El destefido se llevd a cabo en una

solucion metanol-acido acético-agua (35:10:50).

Se us6 un marcador de peso molecular de bajo rango (BIO-RAB numero
de catdlogo 161-0304 SDS-PAGE Standards) se incluy6é en cada gel (5
mL). El marcador de peso molecular contenia los siguientes marcadores
de proteinas: fosforilasa B (97.4 kDa), albumina de suero bovino (66.2
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa), inhibidor de
tripsina de soja (20.5 kDa) y lizoenzima (14.4 kDa).

6.4 Resultados

Las actividades proteoliticas totales y la proteina soluble, que se
determinaron en los extractos de los peces se muestran en la tabla 3. Los
promedios de las actividades de las proteasas alcalinas, muestran que las
castarrica presentan mayor actividad enzimatica con respecto a las otras
especies en estudio, caso similar en la proteina soluble. Estos resultados,
proporcionaron la base para el disefio de los experimentos de inhibicion,
permitiendo preparar las mezclas de la incubacion conteniendo las mismas

unidades de actividad enzimética (38 UA).
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Tabla 3.- Actividad de las proteasas alcalinas y proteina soluble de los
extractos intestinales de la P. splendida, M. urophthalmus y O. niloticus.
(Valores promedio + desviacion estandar).

Actividad Proteina

Especie proteasa soluble

U mg proteina™ mg mL™*
P. splendida 38.0 £11.9 6.28 + 2.26
M. urophthalmus 2,348.0 = 25.7 6.96 + 2.08
O. niloticus 813.0 £ 6.5 571 + 1.33

Las curvas de inhibicibn con concentraciones crecientes de las harinas
evaluadas exhiben que las tres especies presentan respuestas positivas de
inhibicibn de las proteasas, desde concentraciones bajas del extracto
vegetal llegando a afectar la actividad enzimatica como se presenta en la
figura 7. Las especies presentaron mayor sensibilidad para la inhibicién de
las proteasas ante la presencia de la harina de soja con respecto a las
otras harinas, siendo P. splendida la que ha exhibié el mayor porcentaje
de inhibicion desde las bajas concentraciones del extracto (0.13 pg
harina/unidad de actividad), con respuestas de inhibicibn desde 24%
hasta alcanzar inhibicion del 95% a una concentracion de 6.16 ug
harina/unidad de actividad. Respuesta, similar de altos porcentajes de
inhibicion se hicieron presentes en las harinas de sorgo (90%) y salvado
de trigo (95%) a una concentracion de 6.16 pg harina/unidad de
actividad. Esto hace evidente la alta sensibilidad de las proteasas de P.
splendida a los inhibidores presentes en estas fuentes de proteinas

vegetales.

Por otra parte, las proteasas de O. niloticus y M. urophthalmus mostraron
menor sensibilidad al efecto inhibidor de las harinas de sorgo y trigo

alcanzando un porcentaje maximo de inhibicion del 20% con la mayor
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concentracion del extracto de las harinas. Sin embargo, en el caso de la

fuente proteinica del salvado de trigo presentd un mayor porcentaje de
inhibicion para las proteasas en M. urophthalmus con un 77% a una
concentracion de 6.16 pg harina/unidad de actividad.

Las respuestas de inhibicibn de las harinas, sobre los extractos
enzimaticos de los peces son contrastadas por zimogramas SDS-PAGE
(Figura 8); donde se exhibe el efecto de sensibilidad de las proteasas a la
mayor concentracion de harinas y gradualmente se va observando una

disminucién en la intensidad de las bandas activas con respecto al control.
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Figura 7.- Inhibicion de la actividad proteasa alcalina obtenida después de 1
hora de incubacion con extractos enzimaticos de los diferentes peces frente
a incrementos de concentracion de harina: A) sorgo, B) salvado de trigo, C)
soja y D) trigo.
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M C1 2 3 45 C 1 2 3 45

kDa
97.4

66.2
45

31

20.5
14.4

(mg/mL) C 0.6 0.131.13 2.633.95 C 0.6 0.13 1.13 2.63 3.95

Figura 8.- Zimograma sobre el efecto de inhibicion durante la actividad
alcalina frente a incrementos de concentracion de harina de soja: Tilapia A)
proteina extracto, B) harina de soya. Tenguayaca C) proteina extracto, D)
harina de soya. Castarrica E) proteina extracto, F) harina de soya. Marcador
de peso molecular: fosforilasa B (97.4 kDa), albumina de suero bovino
(66.2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbdnica (31 kDa), inhibidor
de tripsina de soja (20.5 kDa) y lisozima (14.4 kDa).

103



Capitulo 6

6.5 Discusion

En la acuicultura, es evidente la inclusion de harinas alternativas de origen
vegetal o animal para la fabricaciéon de piensos con el objetivo de reducir
el aporte de harina de pescado y los costos de produccion (Smith et al.,
2018; Younis et al., 2018; Zhou et al., 2019). Sin embargo, estas harinas
presentan reduccion en los valores nutritivos debido a la presencia de
factores antinutricionales (Garcia-Carrefio et al., 1997; Alarcéon et al.,
1999, Francis et al., 2001; Kokou y Fountoulaki, 2018). Dicho efecto, fue
observado en esta investigacion actual donde los juveniles de P. splendida
mostraron mayor sensibilidad a los efectos de inhibicion de las harinas
evaluadas (soja, sorgo, trigo y salvado de trigo) con valores desde el 24
hasta un 95%, siendo la harina de soja la que presenté el mayor
porcentajes de inhibicién para las tres especies, aunque para O. niloticus y
M. urophthalmus la inhibicién fue menor (20 a 65% respectivamente).
Por lo tanto, la soja al ser una leguminosa presenta factores
antinutricionales, particularmente inhibidores de proteasas reduciendo de
esta manera la capacidad hidrolitica de las enzimas digestivas de los
organismos estudiados (Hendricks y Bailey, 1989; Tacon, 1997; Alvarez-
Gonzalez et al., 2008). Por su parte, el resto de las harinas pertenecen al
grupo de las gramineas y se observd que estos ingredientes también
afectan a las enzimas de las P. esplendida siendo las mas sensibles y en
menor medida inhibié la actividad de los juveniles de O. niloticus y M.
urophthalmus. Lo anterior coincide con Liener (1980; 1989) donde se
manifiesta que las gramineas también tienen inhibidores de proteasas.
Estos mismos efectos han sido confirmados en otras especies como la
dorada Sparus aurata (Robaina et al., 1995; Alarcén et al., 1999;
Benjakul et al., 1999); tilapia O. niloticus (Moyano et al., 1999; El-Sayed
et al., 2000); lenguado africano Solea senegalensis (Moyano et al., 1999);
pargos Lutjanus argentiventris y L. novemfasciatus (Alarcén et al., 2001)

y el guapote Parachromis dovii (Valverde-Chavarri et al., 2016).
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En este mismo orden de ideas, el valor nutricional de las leguminosas y
gramineas, pueden estar limitado por los diversos inhibidores de
proteasas, como el caso de la presencia de los inhibidores tipo Kunitz que
interactua principalmente con la tripsina y tipo Bowman-Birk inhibe tanto
la tripsina como la quimotripsina (Obara y Watanabe 1971; Krogdahl y
Holm 1981; Dabrowski, 1989; Norton, 1991; Graber y Condoret, 1992;
El-Sayed et al., 2000). Otra caracteristica adicional, es la deficiencia de
aminoéacidos estructurales que presentan los ingredientes vegetales con
relaciéon a algunas de sus fracciones proteinicas, por lo que tienen que
complementar con amino&cidos sintéticos (cisteina y metionina) para
equilibrar el perfil de aminoacidos acorde a los requerimientos de cada
especie (Liener, 1994; Carter y Hauler, 2000; van Barneveld et al., 2000).
Sin embargo, las fuentes vegetales también presentan otro tipo de
factores antinutricionales como algunos carbohidratos y las lectinas (Liu,
1997; Jansman et al., 1998; Francis et al., 2001). En este caso, hay
estudios donde manifiestan que el exceso de carbohidratos trae problemas
de glucemia y baja digestibilidad (Brauge et al., 1994, Wilson, 1994;
McGoogan y Reigh, 1996) y las lectinas interfieren en el metabolismo de
intestino delgado y presentan afectaciones morfolégicas de las
vellosidades del tracto intestinal (Grant, 1991). Es importante destacar,
que estos factores antinutricionales presentes en las harinas vegetales
(leguminosas y graminaceas), pueden reducirse significativamente
empleando tratamientos térmicos, generalmente regulados para no alterar
la calidad nutricional de las fuentes vegetales por la desnaturalizacion de
las proteinas por el exceso de temperatura (Reinitz et al., 1978; Viola et
al., 1983; Tacon y Jackson, 1985; Wee y Shu, 1989).

Por otra parte, los juveniles de P. splendida presentaron la mayor
sensibilidad ante los inhibidores de proteasas presentes en las harinas
evaluadas en comparacién con O. niloticus y M. urophthalmus. En este
aspecto, los habitos alimenticios de las especies en estudio deben

considerarse como otro factor al momento de incluir algun ingrediente de
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origen vegetal. De esta manera, la P. splendida es una especie que

presenta habitos carnivoros (Santiago et al., 1997; Valtierra y Schmitter
2000); mientras M. urophthalmus y O. niloticus presentan habitos
omnivoros (Pillay, 1993; Martinez-Palacios y Ross, 1994; Fitzsimmons,
1997; Barrientos-Medina, 2003; Bergmann y Motta, 2005; Cuenca-Soria
et al., 2013). Es asi que se ha prestado poca atencion a los efectos de la
composiciéon de la dieta sobre la actividad enzimatica digestiva de los
peces. Por ejemplo, los peces carnivoros presentan mayor capacidad para
hidrolizar alimentos que estan formulado a base de proteina de origen
animal (Uscanga-Martinez et al., 2011a). Sin embargo, los alimentos
donde se emplean proteinas vegetales requieren de mas tiempo para la
hidrélisis (Buddington et al., 1997) Lo anterior ha sido confirmado en el
trabajo de Moyano et al. (2001) donde evaluaron la hidrélisis de harinas
de origen animal y vegetal utilizando extractos enzimaticos con juveniles
de la dorada (S. aurata) y se determind que la harina de pescado presenta
10.89% de hidrdlisis con respecto a la soya 5.56%, lupino 6.69% y gluten
de maiz 5.76%. Debido a estos resultados, se considera que la P.
splendida tiene capacidad para digerir alimentos ricos en proteinas de
origen animal, principalmente debido al tipo de proteasas presentes en el
digestivo (Uscanga-Martinez et al., 2011b). En este mismo sentido, se ha
puesto de manifiesto que las respuestas fisioldégicas de los peces ante la
ingesta de alimentos que presentan inhibidores de proteasas es diversa y
deben ser estudiadas por medio de bioensayos in vivo para lograr
optimizar las férmulas de las especies en cultivo (Melito y Tovar, 1995;
Moyano 1999). Por su parte, M. urophthalmus es una especie que dentro
de su paquete enzimdatico presenta proteasas acidas y alcalinas de tipo
tripsina, quimotripsinas aminopeptidas y carboxipeptidadasa (Cuenca-
Soria et al., 2014). En el presente trabajo se detecté un menor porcentaje
de inhibicién para la P. splendida y una respuesta similar para O. niloticus
que mostré un habito alimenticio totalmente omnivoro (Uscanga et al.,
2010). No obstante, El-Sayed (2000) demostré que la harina de salvado

de trigo inhibe las proteasas de O. niloticus, lo que se pone de manifiesto
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que son sensibles ante estas fuentes de proteina (Martinez et al., 1997).

Una explicacion ante estos resultados, es que dependiendo de la especie
se pueden presentar una menor o mayor inhibicion ante las fuentes de
proteinas vegetales. Una respuesta fisiolégica de los peces, esta orientada
a compensar la inhibicion de la proteasa por una sobreproduccion de
enzimas y de esta manera minimizar el efecto inhibidor de las harinas
(Dabrowski, 1989; Moyano et al., 1999; El-Sayed 2000; Santiagosa
2008). Esto se ha visto en salménidos (Harrd et al., 1996); truchas
(Dabrowski et al., 1989; Krogdahl et al., 1994; Santiagosa 2008) vy
dorada (Santiagosa 2008). Queda en evidencia que, la actividad tipo
pepsina, tripsina y quimotripsina seran variables segun la especie, y éstas
actuaran de acuerdo con el tipo y cantidades de inhibidor presente en las

harinas vegetales con las que se formulen los alimentos balanceados.

Los zimogramas revelaron el efecto inhibidor sobre las proteasas
digestivas de la tilapia, tenguayaca y castarrica en la figura 9 (A, C, E) se
muestran las bandas proteoliticas activas de los extractos sin harina. Sin
embargo, en la figura 9 (B, D, F) se hace evidente el efecto de los
inhibidores de la soja a concentraciones de 0.6 mg/mL. Este efecto, se ve
reflejado en las bandas con un peso molecular que van de los 20.5 a 31
kDa aproximadamente, correspondiendo a proteasas de tipo tripsina,
quimotripsina y pepsina. En trabajos anteriores, se confirma que este
efecto de la soja se puede relacionar con una inhibicion de tipo especifica
o Bowman-Birk, ya que inhibe a un grupo de proteasas tipo tripsina y

quimotripsina (Alarcén et al., 1999; Moyano et al., 1999).

En el presente trabajo, se concluye que las fuentes alternativas de
nutrientes de origen vegetal (sorgo, salvado de trigo, soja y trigo)
presentan efecto de inhibicibn sobre las proteasas de los peces
estudiados, siendo P. spelndida la que mostré mayor sensibilidad ante los
inhibidores de proteasas con respecto a las M. urophthalmus y O.

niloticus; lo que indica que estas fuentes vegetales contienen una amplia
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variedad de inhibidores de proteasas intestinales, por lo que se requiere

de mejores tratamientos para reducir el contenido de inhibidores y tomar
en cuenta la cantidad de inclusion de estas harinas al momento de llevar a
cabo formulaciones de alimentos para los peces. A pesar de, lo anterior es
recomendable que se confirme con estudios in vivo, lo que permitira que
los organismos expresen todo su potencial enzimatico durante la digestion

de las fuentes vegetales.
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VI1I1. Digestibilidad in vitro de fuentes alternativas
de proteinas para la alimentacion de peces

tropicales
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7.1 Resumen

Se llevd a cabo la evaluacion in vitro de fuentes de proteinas alternativas
de origen animal y vegetal frente a extractos enzimaticos obtenidos de
estbmagos e intestinos de tilapias (O. niloticus), tenguayacas (P.
splendida) y castarricas (M. urophthalmus). Se determind la actividad
proteasa por medio de la técnica descrita por Walter (1984). El modelo
gastrointestinal de la celda de digestiéon se empled una fase acida con una
cantidad de sustrato de 500 g kg' de proteina cruda:extracté de
estbmago de 1,500 U mL-!' y posteriormente, una fase alcalina con
extracto de intestino de 2,500 U mL™, durante un periodo de hidrélisis de
180 minutos. Los aminoacidos liberados y acumulados totales se
determinaron por el método de o-ftaldialdehido como se detalla por
Church et al., (1983). La harina de pescado fue la que mostré mayor
grado de hidrdlisis y liberacién de aminoacidos y en consecuencia el valor
mas elevado del total de aminoacidos acumulados 39.5 mg que el resto de
las harinas evaluadas. Se obtuvo, la ecuacidon lineal a partir del de las
lineas de tendencias de los aminoéacidos liberados de cada una de las
harinas para el célculo del tiempo de hidrdlisis (50% de la proteina)
mostrando rango que van desde 1.99 hasta 6.03 h. Por lo que se
concluye, que el empleo de la técnica in vitro es una herramienta util para
llevar a cabo las predicciones de la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de
las fuentes de nutrientes que son evaluados para la su incorporacién en
futuras formulaciones para el disefio de alimentos en ciclidos comerciales

del Sureste de México.

Palabras claves: digestibilidad, hidrdélisis, in vitro, fuentes de proteinas
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7.2 Introduccion

El gran reto actual para la alimentacion en especies acuaticas es encontrar
un equilibrio 6ptimo entre dos aspectos esenciales: 1) Maximizar el
rendimiento técnico de la produccién, mediante el desarrollo de los
alimentos mas adecuados a las necesidades fisiol6gicas de cada especie
en sus diferentes etapas de crecimiento y IlI) Mejorar el rendimiento
econdmico, mediante el desarrollo de los alimentos 6ptimos desde una
perspectiva tecnoldgica, considerando tanto el valor nutritivo como el
coste, la disponibilidad y facilidad del procesado de las diferentes materias
primas (Tacon et al., 2011; Rahmah et al., 2016). En este aspecto, la
proteina es el ingrediente dietario mas importante en la fabricaciéon de
alimentos para peces, siendo la harina de pescado la principal fuente
proteica utilizada en mayor proporcion (Cérdova-Murueta, 2002; New y
Wijkstrom, 2002); por lo tanto, la alimentacidén es el rubro que mas gasto
genera en la produccion de peces (Ng et al., 2003; Meyer y Machado,
2004; Cho et al., 2005). Actualmente, los estudios nutricionales estan
dirigidos a la busqueda de ingredientes proteinicos alternativos, tanto de
origen animal como vegetal, con los que se pretende sustituir la harina de
pescado (Burr et al., 2011) y reducir el costo de produccion; de esta
manera, se logrard asegurar el abastecimiento de alimentos de calidad. A
pesar del, potencial de estos ingredientes dependen de la digestibilidad,

composiciéon nutricional y disponibilidad en el mercado.

El verdadero valor nutritivo de las distintas fuentes proteinicas depende de
la biodisponibilidad de sus nutrientes y no simplemente de su composicién
de esta forma se obtiene mayor eficiencia en la absorcion intestinal (Cho,
1992; Cruz-Suarez, 1996). La digestibilidad es uno de parametros
utilizados para evaluar la calidad nutricional de los distintos ingredientes e
insumos destinados para la alimentacién acuicola (Chong et al., 2002;
Lee, 2002; Biswas et al., 2007; Tonheim et al., 2007; Smith et al., 2007;
Reis et al., 2008). Los métodos empleados para la determinacion de la

digestibilidad se basan en estudios in vivo (Alpers, 1994). Sin embargo,
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tales ensayos son caros, requieren de tiempo y grandes instalaciones, sin

asumir la variabilidad de digestibilidad que se pueden obtener por este
meétodo a causa de la densidad de peces en los tanques (Biswas et al.,
2007); diferentes formas de extraccion o recoleccion de heces (Stone et al
2008); variabilidad de marcadores en los piensos (Vandenberg y De La
Noue, 2001). Por lo tanto, se han desarrollado varias metodologias in vitro
que se utilizan como alternativas a los ensayos in vivo (Boisen y Eggum,
1991; Savoie, 1994; Bassompierre et al., 1997). Asi mismo, el empleo de
estas técnicas permite realizar un estudio detallado de la evolucion de la
hidrélisis de la proteina durante el proceso de digestién por cuantificacién
de los aminoacidos y péptidos liberados (Nugent et al., 1983; Alarcéon et
al., 2002). En este sentido, la aplicacién de técnicas in vitro proporciona
una alternativa réapida, a bajo costo de facil ejecucibn y rapida
disponibilidad de los resultados (Lazo, 1998; Moyano y Savoie, 2001;
Vasiluk et al., 2008). En los métodos in vitro se realiza la simulacion de
las condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal de los organismos,
donde la digestion se realiza en dos fases: 1) fase acida (organismos con
estdbmagos funcionales); Il) fase intestinal del proceso digestivo (etapa
alcalina). Para ello, se utilizan mezclas de enzimas intestinales (extractos
crudos/enzimas purificadas), como son tripsina, quimotripsina Yy
peptidasas (Dimes, 1994; Rungruangsak-Torrisen et al., 2002). El
objetivo del presente estudio fue evaluar la bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad de diferentes fuentes proteicas de origen animal y
vegetal por medio de estudios in vitro en las tres especies de ciclidos,
simulando la digestion gastrica e intestinal para su inclusion en el disefio

de alimentos especializados durante el cultivo de estos peces.

7.3 Materiales y métodos

7.3.1 Peces experimentales

El estudio se realizé con los tractos digestivos de tilapias (O. niloticus) que

fueron obtenidos bajo las condiciones de cultivo en las instalaciones de la
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empresa VALAQUA; Valencia, Espaia. Las tenguayacas (P. splendida) y

castarrica (M. urophthalmus) se obtuvieron del Laboratorio de Acuicultura
Tropical de la UJAT-DACBIOL, México. Las unidades experimentales donde
se obtuvieron los peces consiste en un sistema cerrado de 10 tanques de
1000 L c/u de capacidad, con sistema de recirculacion continua y
temperatura constante en promedio de 32.0 + 1.1 °C, el nivel de oxigeno
disuelto fue de 6.40 = 0.28 mg/L, se determindé usando un oximetro
marca YSI modelo 55 (precision de 0.1°C y 0.01 mg/L respectivamente).
Se realizaron recambios de volumenes de agua del 10%. Al sistema se le
suministré aireacion continua mediante un blower durante todo el tiempo
del ensayo. Todos los peces se mantuvieron en ayunas durante 24 h;
posteriormente fueron sacrificados por una sobredosis (1 g L) de
anestésico MS-222 (Metasulfonato de tricaina, Argent, Chemical
Laboratories, Inc., Redmond, WA, USA) y se mantuvieron en agua con
hielo hasta su procesamiento. Los procedimientos de manipulacion de los
peces cumplieron con los requerimientos del Comité para el Uso Etico de
los Animales Experimentales. Los tractos digestivos de tenguayaca y
castarrica fueron procesados en una liofilizadora LABCONCO modelo

FreeZone6plus para su posterior uso.

7.3.3 Harinas experimentales.

En el presente estudio se evaluaron seis fuentes de proteinas (tres
animales y tres vegetales), estas muestras se obtuvieron de las empresas
locales en México y evaluados en el Laboratorio de Acuicultura Tropical, de
la Divisibn Académica de Ciencias Bioldégicas, Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco, México (DACBIOL-UJAT), como se muestran en la
Tabla 4.
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Tabla 4.- Fuentes de proteinas evaluadas en el sistema in vitro.

proteina
Fuente Harina (mg/100
mg)
Restos de pollo* 65
Animal Sangre de res’ 82
Sardina® 77
Sorgo (S. bicolor, Moench)? 10.11
Vegetal Gluten de trigo (T. aestivum)?® 75
Salvado de trigo (T. aestivum)? 15

1. Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México.
2. Galmex S.A. de C.V., Villahermosa, Tabasco, México.

3. Glutenes de México S.A. de C.V. Edomex, México.

7.3.4 Preparacion de los extractos enzimaticos.

Para la preparacion de los extractos, los digestivos (estbmago e intestino)
de P. splendida y M. urophthalmus se rehidrataron con agua milli-Q.
Mientras que los digestivos de O. niloticus se procesaron en fresco, los
extractos fueron utilizados como fuentes de enzimas. Posteriormente, se
homogenizaron con agua milli-Q (1:10 w/v) con un homogeneizador de
tejido marca Misonix (modelo Microson Ultrasonic Cell Disruptor, NY). Las
muestras se centrifugaron a 16,000 x g durante 30 min a 4 °C, el
sobrenadante se almacend en tubos Eppendorf de 2 mL y se conservaron

en refrigeracion a -20 °C.
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7.3.5 Determinacion de actividad proteasa

La actividad de proteasas alcalinas en los extractos se determind con el
método propuesto por Walter, (1984) utilizando como sustrato la caseina
Hammerstein (5 g L), en 50 mmol Tris-HCI, pH 9.0. Las mezclas se
incubaron durante 60 min a 37 °C, la reaccidon se detuvo por adicion de
0,5 ml de acido tricloroacético (TCA) (120 g L™), y la absorbancia de los
péptidos solubles en TCA se registr6 a 280 nm. La actividad proteasa
acida se evalu6 segun el método de Anson (1938), utilizando 0.5 g L™ de
hemoglobina en 0.1 mol glicina-HCI (pH 2.0). Una unidad de actividad
enzimatica se define como 1 pg de tirosina liberado por minuto, utilizando
el coeficiente de extincion molar para la tirosina de 1,290. Todas las
mediciones se llevaron a cabo por triplicado. La concentracion de proteina
soluble en los extractos de los peces se determindé segun Bradford (1976),

usando el procedimiento de microensayo estandar.

7.3.6 Condiciones generales del sistema in vitro

La hidrolisis de la proteina en todos los experimentos se determino
utilizando una celda de digestion descrito por Hamdan et al., (2009). La
celda de digestion, esta formada por una camara de reaccion interna que
contiene la mezcla deseada de los extractos enzimaticos y sustrato,
separada de una camara exterior por una membrana semi-permeable
(SpectraPor 6, molecular weight cutoff 1000 Da, Spectrum Medical
Industries, Los Angeles, CA). El extracto enzimatico y el sustrato se
mezclaron manteniéndose bajo agitacion continua mediante un agitador

magnético a 37 °C usando un bafio térmico.

La fase acida se simulé mediante la suspension de una cantidad dada de
sustrato (500 g kg™ de proteina cruda) en HCI 0.1 mol L™ a pH 2.0
seguido por la adicion de extracto crudo de estémago (1,500 U mL-1) se
incubaron durante 30 min. Después de este tiempo, el pH se elevd a 9.0

mediante la adicién de NaOH (1 mol L-Y) y la mezcla se transfirié a la
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celda de digestidén, donde se realiz6 la fase alcalina, en la cual se agrega

extracto crudo de intestino (2,500 U mL-'), la reaccién se mantuvo
durante 180 min. Los productos de digestion pasan a través de la
membrana y se retiraron en diferentes puntos de muestreo (O, 5, 10, 15,
30, 60, 90, 120 y 180 min), estos tiempos se establecieron para medir la
liberacion de los productos de hidrélisis liberados al tampén de borato
circulante (0,1 mol L™ a pH 9. La concentracién de los amino&cidos
totales en las muestras se determind usando el método de o-ftaldialdehido
como se detalla por Church et al. (1983), que se mide por fluorescencia
(Fluoroskan Ascent, Lab Thermo; Finlandia). Los resultados se expresaron
ya sea como cantidad total de aminoacidos liberados en cada punto de
muestreo o como valores acumulados de aminoéacidos liberados hasta el
momento de la toma de muestras. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

7.3.7 Analisis estadisticos

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre el total de
aminoécidos liberados durante el tiempo de hidrélisis y los aminoacidos
acumulados se representaron en figuras para mostrar las variaciones en
su produccién a lo largo del tiempo. Se compararon estadisticamente
mediante un ANOVA. Cuando se detectaron diferencias significativas los
datos fueron sometidos a la prueba de Kruskal-Wallis (prueba de
comparacion grupo independiente) (Zar, 1996) para los valores
acumulativos y liberados de aminoéacidos totales. Todos los andlisis se

realizaron con Statistica V.7 y un valor de significacion de 0.05.

7.4 Resultados

Después de haber realizado los ensayos in vitro donde se simuld la
digestion acida y alcalina del sistema digestivo de los peces en estudio.
Los resultados mostraron que durante la hidrdélisis con los extractos de O.

niloticus, la harina de pescado present6 diferencias significativas al exhibir
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el mayor grado de biodisponibilidad de los aminoacidos totales 4.60 +
0.29 g kg™*; con respecto al gluten de trigo que revel6 el menor grado de
hidrélisis 1.03 = 0.07 g kg™ . En P. splendida, se presentaron diferencias
significativas durante la liberacibn de aminoacidos con la caseina
alcanzando un valor de 4.57 = 0.09 g kg™!, siendo la harina de salvado de
trigo la que mostré la menor liberacion de aminoacidos (2.71 = 0.23 g
kg™). En lo que respecta, a las M. urophthalmus no se encontraron

diferencias significativas como se puede observar en la figura 9.

En la tabla 5, se observan los resultados obtenidos del total de
aminoacidos liberados después de 180 minutos de hidrdlisis de las harinas
de origen animal y vegetal. Se realizaron las ecuaciones de las lineas de
tendencia de tipo lineal con valores de r® que van desde 0.91 hasta 0.99
con una probabilidad de P<0,05. Los datos obtenidos nos indican que se
presentaron diferencias significativas entre la harina de pescado, la cual
fue la que mostré mayor acumulacién de aminoacidos libres (39.5 mg), en
comparacion con el gluten de trigo. P. splendida present6é diferencias
significativas con relacion a la liberacion de aminoacidos entre la caseina
39.2 mg comparando con el salvado de trigo 23.3 mg, mientras que M.
urophthalmus no mostré diferencias significativas en la liberacion de

aminoacidos entre las harinas evaluadas.

Se determind el calculo de la digestibilidad in vitro, donde la harina de
pescado resulté ser mas digerible (79.02%) que el resto de las harinas
evaluadas para O. niloticus. Asi mismo, se logré determinar el tiempo que
le podria llevar a las especies realizar el 50% de la hidrdlisis en horas lo

que puede fluctuar desde 1.99 hasta 6.03 h como se detalla en la tabla 5.
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Figura 9.- Curvas de hidrdlisis de la liberacion de aminoacidos durante un
periodo de 180 min como fuente de proteinas las harinas de pollo, sangre
de res, pescado, sorgo, gluten de trigo, salvado de trigo y casina, por
extracto enzimatico de A) tilapia; B) tenguayaca y C) castarrica.
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Tabla 5.- Resultados obtenidos de
de proteina de origen animal y vegetal con extractos enzimaticos de

tilapia,

la hidrolisis de las diferentes fuentes

tenguayaca y castarrica (Promedio =+ desviacion estandar).
Superindices desiguales indican diferencias significativas (P<0.05).

Aminoacidos

Total de liberados (g
aminoacidos Digestibilidad
liberados 180 kg™ de la Tiempo
Harinas min ) proteina de 50%
proteina

(mg) inicial) (%) Linea de tendencia ®  hidrolisis
Oreochromis niloticus ®
Pollo 16.9+0.8ab 1.97 £0.09 33.79+ 1.52 y =0.1021x - 0.3179 4.15
Sangre de res 199*+x1.3ab 2.32+0.16 39.83*2.67 y =0.1186x + 0.2308 3.48
Pescado 39.5+x0.1 a 4.60x0.29 79.02+0.19 y =0.2222x - 1.6342 1.99
Sorgo 19.3+0.2ab 2.25+0.02 38.54 +£ 0.33 y =0.1126x - 0.1427 2.93
Gluten de trigo 88+06 b 1.03 +£0.07 17.58 £1.12 y = 0.0513x + 0.8437 7.84
Salvado de trigo 11.8+ 0.7ab 1.37 £0.08 23.53 +1.39 y =0.0683x + 0.3678 6.03
Caseina 28.3*x0.6ab 3.31+0.07 56.70 £ 1.27 y =0.1641x - 0.6974 2.61

Petenia splendida
Pollo 23.6+1.3 b 2.74+0.15 47.11 +£2.60 y =0.1227x - 0.6803 3.48
Sangre de res 251 +0.4ab 2.91+0.04 49.96 £0.71 y =0.1351x - 0.9354 3.19
Pescado 28.7*+1.1ab 3.34+0.13 57.41 +2.15 vy =0.1501x - 1.2741 2.91
Sorgo 296 *x1.1ab 3.45+0.13 59.16 £ 2.21 y =0.1739x - 0.6193 2.45
Gluten de trigo 31.5+x0.7ab 3.68+0.08 63.08+1.34 y=0.1663x - 1.0826 2.61
Salvado de trigo 23.3+x20 b 2.71+0.23 46.58 +4.01 y =0.1421x - 0.6697 3.01
Caseina 39.2+x 0.7 a 4.57x0.09 78.49 +1.49 vy =0.2265x - 2.6535 2.03
Mayaheros urophthalmus

Pollo 31.1 +3.2 3.63 *0.37 62.24+6.41 y=0.1758x - 1.3334 2.49
Sangre de res 30.9 = 3.6 3.60 =+ 0.42 61.82*7.15 y = 0.1628x - 0.4046 2.60
Pescado 309 1.7 3.60 =+ 0.19 61.81 +3.32 y=0.1703x - 0.7333 2.61
Sorgo 33.3+23 3.88 £ 0.27 66.56 £ 4.56 y =0.1774x - 0.2156 2.36
Gluten de trigo 24.7 £ 0.2 2.88 = 0.02 49.48 £ 0.39 y =0.1581x - 0.3739 3.11
Salvado de trigo 33.4+0.1 3.34 £ 0.18 57.36 £3.15 y =0.1504x - 1.1678 2.89
Caseina 33.6 x 3.4 3.61 228 67.16 x6.78 y =0.1934x - 1.8625 2.31

®Ecuaciones de tipo lineal obtenidas después de graficar los valores acumulados

de liberacion de aminoéacidos contra el tiempo.
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7.5 Discusion

El método in vitro empleado (celda de digestion) para determinar la
hidrélisis de las fuentes de proteinas evaluadas nos permite identificar la
eficiencia digestiva de los organismos. El modelo gastrointestinal basado
en la simulacion de una hidrodlisis de predigestion acida y posteriormente
la digestion alcalina de los extractos enzimaticos de peces y/o enzimas
comerciales, dio como resultado un aumento en la liberacion de péptidos y
polipéptidos de acuerdo al tamafo de salida de las membranas empleadas
(Clements y Raubenheimer, 2006; Yasumaru y Lemos 2014). Los
resultados obtenidos en el presente estudio son congruentes con Ilo
reportado para Argyrosomus regius, O. niloticus, Oncorhynchus mykiss y
Sparus aurata, donde se ha utilizado una digestiéon de doble fase acido—
alcalina, lo que permitié determinar que la liberacion de aminoacidos es
significativamente mayor que al usar solamente la digestion alcalina. Se
debe resaltar que las modificaciones en la técnica permiten simular con
mayor eficiencia el sistema fisiolégico digestivo de las especies de peces
con estdbmago. Este 6rgano es capaz de realizar la hidrdlisis acida por la
accion de la pepsina, para luego realizar la simulacion en el intestino
donde se lleva a cabo la hidrdlisis alcalina de los nutrientes ingeridos
(Moyano y Savoie, 2001; Hamdan et al., 2009; Morales y Moyano, 2010;
Gilannejad et al., 2018).

En el presente estudio, como extracto enzimatico para la fase acida se
utilizé la cantidad de 1,500 U mL-%, y en la fase alcalina de 2,500 U mL™
sobre 500 g kg™ de proteina cruda de las harinas vegetales. Durante el
proceso de la hidrélisis se determin6é que la harina de pescado resulté ser
significativamente mayor al gluten de trigo durante la solubilizacion de las
proteinas, para el caso de la P. splendida, la caseina fue diferente a la
harina de salvado de trigo, mientras que para M. urophthalmus no
presentaron diferencias significativas con relaciéon a la hidrdlisis y por
ende, una mayor liberacion de aminoacidos durante el desarrollo del

ensayo.
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Para este estudio, los resultados obtenidos se pueden explicar debido a
que la solubilizacion de las proteinas o bioaccesibilidad de los nutrientes
estan influenciados por varios factores como los describe Sathe et al.
(2018), clasificandolos de la siguiente forma: los intrinsecos (la
composicion y secuencia de los aminoacidos, estructura de la proteina y
tipo de proteina) y los extrinsecos (pH, fuerza id6nica, temperatura del
medio y componentes no proteicos). Por lo tanto, Nair et al. (1976) han
demostrado que el valor nutritivo de las proteinas depende
exclusivamente del contenido de aminoacidos presentes. Es por ello, que
la harina de pescado al tener una composicion méas adecuada de
aminoacidos como lisina, arginina, metionina, valina, leucina, &cido
glutamico, alanina y acido aspartico (Ousterhout et al., 1957; Carpenter y
Opstvedt, 1976; Zhou et al., 2004). En contraste, en el caso de las
harinas vegetales se caracterizan por presentar acido glutamico,
asparagina, acido aspartico y glutamina principalmente (Abdel-Aal y
Sosulski, 2001; Abdel-Aal y Hucl 2002; Pownall et al., 2010). Por esta
razon, las fuentes de harinas vegetales presentan generalmente un menor
grado de hidrdlisis. Consecuentemente, este desequilibrio de aminoacidos
esenciales que presentan las harinas vegetales genera retrasos en el
crecimiento y una disminuciéon en la eficiencia alimentaria de los peces
(Anderson et al., 1995). Por lo tanto, tienen que ser enriguecidas con
aminoacidos sintéticos o en su caso con mezclas de harinas carnicas para
cubrir los requerimientos de aminoacidos necesarios por los peces (Bai et
al. 2005).

Se tiene bien documentado que el emplear una fase acida vy
posteriormente una alcalina durante el proceso de digestion in vitro trae
consigo el aumento en el grado de solubilizacion-hidrélisis de las proteinas
y por ende una mayor liberacibn de aminoacidos (Cheftel et al., 1971;
Okaka y Potter, 1979; Dzudie y Hardy, 1996; Ozer, 1997). De acuerdo, a
los resultados la harina de pescado presentd altos porcentajes de

solubilizacién-hidrélisis en comparacion con el gluten de trigo, ademas
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esta ultima fue la que mostré el menor valor de liberacion de aminoacidos

con los extractos de los juveniles de O. niloticus. Este aspecto ha sido
explicado ya que generalmente durante la hidrdlisis se produce una
neutralizacion de las cargas aumentando la solubilidad con una mayor
magnitud de carga neta (Cheftel et al., 1971; Labucas et al., 2018). En
este sentido, los estudios de Morales y Moyano (2010) concuerdan con los
resultados obtenidos en esta investigacion, donde reportan que la harina
de pescado presenta mayor solubilizaciéon-hidrélisis en comparacion con la
harina de soja, lo que se debe principalmente al punto isoeléctrico donde
las cargas negativas y positivas existentes determinan la solubilidad de las

moléculas de las proteinas a un determinado pH.

Por su parte, las harinas vegetales y animales evaluadas en el presente
trabajo mostraron porcentajes de digestibilidad muy variados aun entre
cada una de las especies analizadas como se muestra en la tablas 5. Cabe
destacar que el método in vitro empleado (celda de digestion) para
determinar la digestibilidad es eficiente, lo que permite determinar la
bioaccesibilidad de los nutrientes presentes en las harinas evaluadas y
determinar la biodisponibilidad de estas (Parada y Aguilera, 2007;
Hamdan et al., 2009; Morales y Moyano, 2010; Rahmah et al., 2016). Los
resultados obtenidos en este estudio se pueden explicar de la siguiente
manera; las harinas empleadas, ademas de ser de origen diferentes
varian en funcién del métodos de procesamiento y almacenamientos; por
lo que estos factores intervienen en la digestibilidad de las proteinas
(Glencross et al., 2007; Yasumaru y Lemos, 2014). Las harinas de origen
animal, en este caso la harina de pescado, esta constituida principalmente
por tejido muscular lo que trae consigo proteinas como actina, miosina,
globulinas y otras como colageno (NRC, 1993). En el caso de los cereales
cuentan con proteinas principalmente de almacenamiento de tipo
albuminas, globulinas, prolaminas y glutaminas (Hamada, 1997; Saenz et
al,. 2011). Por lo que se considera, que la composicion de los ingredientes

proteinicos empleados en las formulaciones de los piensos puede influir
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sobre la digestibilidad (Glencross et al., 2007). Por lo tanto, la harina de
pescado es la mejor fuente de proteinas en la formulacion de alimentos
para peces (NRC, 1993; Allan et al., 2000). Un aspecto a resaltar es la
baja digestibilidad que mostraron las tilapias con el gluten de trigo
17.58% vy el salvado de trigo 23.53% con relacion a los extractos de O.
niloticus (omnivoro), lo que se puede atribuir a su alto contenido de
carbohidratos que también pueden afectar la biodisponibilidad (Lupatsch
et al.,, 1997). Sin embargo, también los factores antinutricionales
presentes en las harinas vegetales influyen significativamente sobre la
digestibilidad, lo que trae consigo un descenso en la eficiencia alimenticia
y en el crecimiento de los peces (Garcia-Carrefio et al., 1997; Alarcéon et
al., 1999, Francis et al., 2001; Kokou y Fountoulaki, 2018). Estos
resultados, han sido corroborados por Moyano et al. (1999), quienes
evaluaron el grado de inhibicidon presente en harinas vegetales, mostrando
que las proteasas de las tilapias presentaron los mayores porcentajes de
sensibilidad a los inhibidores presentes en las fuentes vegetales
evaluadas. Asi mismo, El-Sayed et al., (2000) analizaron el efecto de los
inhibidores sobre las proteasas digestivas en O. niloticus. Sus resultados
indican que los peces que fueron alimentados con la dieta control (harina
de pescado) fueron significativamente mayores al resto de las dietas que
incluian harina de origen vegetal, presentando un porcentaje del 60% de
inhibicion. Adicionalmente, la dieta control mostré una inhibiciéon del 37%o,
esto es atribuible al porcentaje de salvado de trigo incluido en la

formulacion de la dieta.

En esta investigaciéon, a partir de las lineas de tendencia del total de
aminoacidos liberados, se pudo determinar el 50% de la hidrdlisis de los
nutrientes evaluados, lo que permitié observar las variaciones que van
desde 1.99 hasta 7.84 h como se muestra en la tabla 5. Estos resultados
son muy similares a los presentados por Hamdan et al. (2009), donde
emplearon una digestion acida + alcalina, obteniendo como resultado el

doble de la concentracion total de aminoéacidos liberados en comparacion
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al emplear solamente la fase alcalina. Ademas, se mostré que se requiere

de 3.40 h para hidrolizar el 50% de la cantidad de la proteina evaluada
(70 mg). De forma contraria, cuando se emplea solo la fase alcalina esta
requiere de 7.57 h. Estos mismos resultados, se hicieron presentes
cuando se evaludé la biodisponibilidad y accesibilidad de la harina de
pescado y soja frente a extractos enzimaticos de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Morales y Moyano, 2010). Asi como, en el pulpo
de roca (Octopus vulgaris) donde se determind el grado de hidrdlisis de
diferentes fuentes de proteinas empleadas para el disefio de alimentos

para estas especies (Hamdan et al., 2014).

En conclusion, el sistema in vitro de celda de digestion de la membrana
semipermeable resulta eficiente para la determinacibn de Ila
bioaccesibilidad de los nutrientes, asi como la biodisponibilidad de los
aminoacidos liberados durante el proceso de la digestion. Asimismo, la O.
niloticus y M. urophthalmus presentaron mayor digestibilidad por las
harinas animales. Sin embargo, la P. splendida exhibié mayor afinidad
por las harinas vegetales. Esto nos permite determinar que la
digestibilidad puede variar en funciobn de la especie en estudio. La
informacioén generada es importante para formular alimentos a partir de
ingredientes altamente digestibles, de menor costo y amigables con el

medio ambiente.
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VII11. Discusion general

En la actualidad la poblacién humana afronta retos muy importantes al
tener que proveer de alimentos a wuna comunidad que crece
desmesuradamente, aunando esto a los efectos que se generan por el
cambio climatico y por las perturbaciones del ambiente. Todo ello
determina que los recursos naturales se vean afectados y condicionen
bajas producciones. Para cumplir las metas trazadas por los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) para el 2030, la FAO indica la necesidad de
llevar a cabo un programa integral donde la alimentacion y la agricultura
sean parte importante y ello implica un manejo sustentable de la pesca y

la acuicultura (FAO, 2019).

La produccion acuicola mundial se ha expandido rapidamente en las
ultimas décadas para satisfacer la creciente demanda de productos
acuaticos que ya no puede ser satisfecha solo por las pesquerias de
captura (FAO, 2014). Es por ello que el desarrollo de la acuicultura ha
evolucionado a un ritmo vertiginoso con la finalidad de generar mejoras
en todas las cadenas de la produccion de organismos acuaticos. En este
contexto, el objetivo de la presente Tesis es desarrollar investigaciones
sobre diferentes aspectos de la fisiologia y la bioquimica digestiva de tres
ciclidos (P. splendida, O. niloticus y M. urophthalmus) que permitan su
aplicacion practica al desarrollo de formulas y pautas de alimentacion de
dichas especies y por tanto redunden en la optimizacién de su cultivo en

México.

Uno de los puntos mas importantes durante el cultivo de organismos
acuaticos es la produccion de larvas, por ser la etapa que va a proveer de
organismos para llevar a cabo la produccién de peces a una escala
comercial. Sin embargo, el problema mas frecuente que afrontan los

cultivos larvarios es la calidad nutricional de los alimentos, ya que
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condiciona el crecimiento y la supervivencia. Entre los aspectos mas
importantes que se tienen que conocer durante el desarrollo de los
cultivos larvarios destacan las transformaciones morfolégicas y fisiolégicas
que presentan las larvas durante las etapas iniciales de ciclo de vida
(Yauson, 1988; Balon, 2001; Helfman et al., 2009). Por esta razén, en el
Capitulo 1V de la presente Tesis se determinaron los cambios en la
actividad de las enzimas digestivas durante las etapas iniciales del
desarrollo de la tenguayaca (P. splendida). Esta investigacién proporciond
resultados acerca de los tipos de enzimas presentes y los tiempos en que
estas aparecen durante el desarrollo ontogénico-fisiolégico de dicha
especie. Es de esperar que la informacion generada ayude a establecer
un esquema de alimentacion de las larvas basado en alimentos artificiales
que permita maximizar el uso nutricional del alimento de acuerdo a las
distintas etapas de desarrollo, lo que se vera reflejado en un mejor
crecimiento. Esta investigacion estaria en linea con la idea expuesta hace
algunos afnos por Kolkovski (2001), quien destacaba la necesidad de
desarrollar estudios orientados a profundizar en las condiciones
fisiolégicas de los peces durante la digestion de los nutrientes de las
dietas desde un enfoque basado en el conocimiento de su capacidad

enzimatica digestiva.

El éxito en los cultivos acuicolas esta ligado a una adecuada nutricion,
siendo uno de los principales factores que pueden hacer rentable esta
actividad a escala comercial (Wang et al., 2016; Saavedra et al., 2018;
Ren et al., 2019). Estos procesos nutricionales observan en gran medida
en la mejora de la eficiencia digestiva basada en el contenido de los
nutrientes que ofrecen los alimentos balanceados (Lemieux et al., 1999).
Asimismo, Lazo et al. (2007), describen que la cantidad de nutrientes y
los ingredientes en las dietas deben estar formuladas en funcion de la
actividad de las enzimas presentes en el tracto digestivo de los peces. Sin
embargo, el resultado neto de la funcion de la enzima digestiva depende

de otros factores importantes, como su concentracion relativa presente en
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el intestino del pez, asi como el tiempo disponible para la hidroélisis. Por lo

antes mencionado, en el Capitulo V se llevé a cabo el estudio de la
eficiencia enzimatica, donde se establecié que la O. niloticus requieren de
7.15 h para que el alimento ingerido realice el recorrido por el interior del
tubo digestivo hasta que los desechos sean expulsados en forma de
heces. Por lo tanto, se calculé la actividad de las enzimas (tripsina y
quimotripsina) y el tiempo promedio de residencia de la ingesta en cada
seccion intestinal (proximal, distal) el cual se le denominé eficiencia
enzimatica. Con base en lo anterior, se cree que la eficiencia digestiva que
presentan los organismos al momento de llegar los nutrientes del alimento
al sistema digestivo, se logra cuando se produce una cantidad adecuada
de enzimas y un tiempo de interaccion suficiente que permita la hidrolisis
para la asimilacion de los nutrientes (Scocco et al., 1997; Olsson vy
Holmgren, 2001: Yufera, 2017). Otros de los puntos importantes a
destacar, es el transito digestivo el cual modifica los tiempos de
interaccion nutrientes/enzimas condicionando directamente la eficiencia
digestiva y con ello el grado de hidrdlisis de los nutrientes. Esta
interaccion, se ve afectada por factores como se describen en el Capitulo
V, en este caso se clasificaron en intrinsecos (talla del pez, presencia o
ausencia de estémago, longitud total del intestino, etc.) y los extrinsecos
(temperatura del agua, tamafio del alimento, tipo y calidad de
ingredientes utilizados en los alimento), siendo determinantes en la
eficiencia del proceso digestivo de los peces (Klumpp y Nichols 1983;
Targett y Targett 1990; Boujard y Leatherland 1992; Horn y Messer 1992;
Bagge 1977; Padkkonen y Marjoméaki 1997; Andersen 1999; Madrid et al.,
2001; Hurst, 2004).

El tracto digestivo tiene como funcién primordial los procesos de digerir
(hidrolizar) los nutrientes presentes en los alimentos, con la finalidad de
llevar a cabo la transformacién mediante hidrélisis y la absorcién para ser
incorporados a los procesos metabodlicos de los organismos (Rgnnestad et

al., 2007). Ademas, los alimentos son el medio de transporte para proveer
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de nutrientes (proteinas, lipidos, carbohidratos vitaminas y minerales etc.)

al organismo. En las formulaciones de los piensos el principal ingrediente
empleado es la harina y aceite de pescado, los cuales son utilizados como
fuentes de proteinas y lipidos en los alimentos comerciales, una situacion
que es insostenible tanto ambiental como econémicamente (McCoy, 1990;
Tacon y Metian, 2008; Hardy, 2010; Dong-Fang et al., 2011). Sin
embargo, el crecimiento acuicola, los costes de produccion, el recurso
limitado y la disponibilidad de los proveedores, han generado que las
investigaciones se dirijan en la busqueda de fuentes alternativas de
proteinas y aceites (Naylor et al., 2009). Por lo tanto, las harinas de
origen vegetal son una de las mejores alternativas para ser empleadas en
las formulaciones de alimentos, por la disponibilidad en el mercado y
costes muy accesibles (Bureau y Hua, 2010). No obstante, las harinas
vegetales traen consigo inconvenientes como lo son los bajos contenidos
de proteinas y limitacion de aminoacidos, bajos niveles de acidos grasos
esenciales, menor digestibilidad y el contenido de factores antinutritivos
que inhiben la actividad de algunas enzimas (Francis et al., 2001; Kim et
al., 2007; @verland et al., 2009; Salze et al., 2010; Glencross et al.,
2012).

Es por ello, que en el Capitulo VI se evaluo el efecto de los inhibidores de
proteasas presentes en diferentes fuentes proteinicas de origen vegetal
(soja, trigo, sorgo y salvado de trigo) sobre la actividad de las proteasas
digestivas de P. splendida, M. urophthalmus y O. niloticus. Ademas, en
este estudio se evalud la capacidad de inhibicion, al observar que a mayor
concentracion de las harinas mayor fue la sensibilidad de las proteasas
presentes en los extractos enzimaticos. Sin embargo, la P. splendida es la
especie que mostré una mayor sensibilidad a la inhibicién proteolitica, que
el resto de los organismos en estudio. Este efecto de inhibiciéon de las
proteasas, puede ser debido a las diferencias entre las especies y los
hébitos alimenticios que estas presentan (Kroghahl y Holm 1983; Tacon

1997; Krogdahl et al., 1994). Debe considerarse que la P. splendida es

144



Capitulo 8
una especie que tiene habitos carnivoros (Valtierra y Schmitter 2000) y

las M. urophthalmus y O. niloticus habitos omnivoros (Fitzsimmons, 1997;
Cuenca-Soria et al., 2013). Por esta razon, las enzimas digestivas
presentes en las especies omnivoras son mas afines a los nutrientes
presenten en las harinas vegetales, lo que se compensa con un tiempo
mayor para la hidrdlisis al tener intestinos mas largos. en contraste con
organismos carnivoros que muestran mayor afinidad por la proteina de
origen animal (Buddington et al., 1997; Uscanga-Martinez et al., 2011).
Estudios nutricionales anteriores, se han demostrado que las fuentes
vegetales que pertenecen al grupo de las leguminosas y gramineas
presentan en su composicion sustancias antinutricionales como los
inhibidores de proteasas, lo que reduce la eficiencia enzimatica de los
organismos que lo consumen (Hendricks y Bailey, 1989; Liener, 1989;
Alvarez-Gonzaélez et al., 2008). Asimismo, a estas harinas se les atribuyen
otros tipos de antinutrientes a los que se les clasifican como termo-
estables, como los oligosacaridos, polisacaridos, fitatos, saponinas,
estrogenos, ciandégenos y los termo-labiles como las lectinas, inhibidores
de proteasas, goitrogenos y antivitaminas (Liu, 1997; Jansman et al.,
1998; Belmar y Nava, 2000; Belmar, 2001; Francis, 2001). Teniendo en
cuenta que a las harinas vegetales se les realizan tratamientos mas
adecuados (como el tratamiento térmico) para eliminar la mayor cantidad
de los factores antinutricionales, por lo que en general son una excelente
alternativa para su inclusiéon en las formulaciones de alimentos para

peces.

Considerando lo anterior, la alimentacién es esencial para llevar a cabo
con éxito el cultivo de organismos acuaticos. No obstante, es donde se
presentan los mayores gastos de operacion superando el 50% de los
costes totales durante la explotaciéon acuicola (Dong-Fang et al., 2011; Ye
et al., 2017). Los pellets alimenticios son la via de acceso de proteinas y
energia para los peces, a partir de una serie de transformaciones estos

nutrientes son empleados para un crecimiento 6ptimo de los organismos
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(Cruz-Suarez et al., 2006). Sin embargo, la calidad de los piensos

dependerd de los ingredientes que los forman; se sabe que en las
formulaciones donde se utiliza la harina de pescado son altamente
eficientes por su adecuada composicion de aminoéacidos esenciales,
atractabilidad, palatabilidad, contenido de &cidos grasos, contenido de
vitaminas, minerales esenciales y el alto porcentaje de digestibilidad que
presentan (Chamberlain, 1993). A pesar de las propiedades de la harina
de pescado para las formulaciones de dietas, la variabilidad de las
extracciones pesqueras ha generado un mayor precio de adquisicion
(Higgs et al., 1988; Romero et al., 1994) y la incertidumbre de cubrir la
demanda requerida para la fabricacibn de alimentos (Fontainhas-
Fernandes, et al., 1999). En este sentido, las investigaciones en el campo
de la nutricién acuicola estan dirigidas en buscar opciones proteicas de
fuentes de origen animal y vegetal (Watanabe y Pongmaneerat, 1993;
Steffens, 1994); y principalmente que no compitan con el uso humano

para garantizar las producciones futuras.

El empleo de las fuentes proteicas antes de su inclusion en la fabricacion
de los pellets debera de ser evaluados para determinar la calidad de estos
ingredientes. Por ello, en el Capitulo VII se llevo a cabo la determinacion
de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de las diferentes fuentes
proteicas de origen animal y vegetal, por medio de estudios in vitro. En la
actualidad existen varios métodos in vitro que simulan la digestion de los
organismos y permitan predecir la digestibilidad de los nutrientes. Entre
los mas usados, es el pH-STAT (Alarcén et al., 2002), pH-DROP (Queiroz
et al., 2016), pH-SHIFT (Dimes y Haard, 1994) estos métodos podrian no
dar una prediccion precisa de la digestibilidad debido al calculo indirecto
de la hidrdlisis de las proteinas (Boison y Eggum, 1991). Sin embargo, en
la mayoria de los estudios con los métodos descritos anteriormente solo
simulan la digestién alcalina (intestinal) sin pasar por la digestion acida
(estomago) (Dimes y Haard, 1994; Bassompierre et al., 1997; Carter et
al., 1999; Alarcon et al., 1999). No obstante, en el Capitulo VII para la
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simulacién se hizo uso del modelo gastrointestinal (celda de digestion)

donde la modelizacion del sistema digestivo se llevé a cabo, en la fase
acida-alcalina obteniendo como resultado un aumento en la liberacion de
aminoacidos (Hamdan et al., 2009; Morales y Moyano, 2010; Yasumaru y
Lemos 2014). Sin embargo, los métodos in vitro estan predispuestos para
determinar la digestibilidad de los nutrientes, lo cual es una prediccion
errénea. Por ello, Moyano (2013) puntualiza que el método in vitro se
puede modelizar a un nutriente en especifico, asi como las
transformaciones fisicas y quimicas que pueden presentar por la

interaccion con el medio acuoso (solubilizacion).

En el Capitulo VII se evalud la liberacion total de aminoacidos a partir de
la digestibilidad in vitro de los extractos de P. esplendida frente a las
harinas animales y vegetales. Los resultados mostraron que la harina de
pescado fue significativamente diferente al considerar el total de
aminoacidos liberados con respecto al gluten de trigo. Por su parte, para
la O. niloticus la caseina fue quien mostré la mayor liberacion total de
aminoacidos con respecto a la harina de pollo y el salvado de trigo. En M.
urophthalmus no se presentaron diferencias significativas entre as harinas
evaluadas. En este aspecto la solubilizacion de las proteinas o
bioaccesibilidad de los nutrientes estan siendo influenciados por varios
factores clasificados en intrinseco y extrinsecos (Sathe et al., 2018).

Factores 1) intrinsecos: a) la Composicion y secuencia de los

aminoacidos, la harina de pescado contiene la mayoria de los

aminoacidos esenciales (Ousterhout et al., 1957; Carpenter y Opstvedt,
1976; Zhou et al., 2004) y las fuentes vegetales presentan &acido
glutamico, asparagina, acido aspartico y glutaminas (Abdel-Aal y Sosulski,
2001; Abdel-Aal y Hucl 2002; Pownall et al., 2010), De esta forma, los
aminoacidos se clasifican de acuerdo a la polaridad de sus radicales; por
lo tanto, se agrupan en apolar o hidrofébicos (ricos en harinas vegetales)
menor solubilizacion y los polares o hidrofilicos (ricos en harinas animales)

presentan mayor solubilizacién (Lehninger et al., 1995), b) estructura de
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la proteina, las proteinas tienden a tener una conformacion que favorece

una mayor interaccion con el medio y por ende favorece su solubilizacion;
asi como el area de contacto, forma tridimensional, granulometria y el
diametro hidrodinamico de las proteinas (Kong et al., 2007; Sathe, 2012;
Zheng et al., 2015; Jiang et al., 2015); c) tipo de proteina, este aspecto
depende de la solubilidad que presentan las proteinas, asi como la
presencia de otras moléculas como las sales diluidas, alcohol, &acidos y
alcalis. En los cereales se pueden encontrar proteinas de tipo albuminas,
globulinas, prolaminas y glutaminas que las hacen dificiles de hidrolizar
(Hamada, 1997); 2) factores extrinsecos: a) pH, el emplear las fases
acida (2-3) y alcalina (9-12) se obtiene el mayor porcentaje de
solubilizaciéon e hidrolisis (Cheftel et al., 1971; Okaka y Potter, 1979;
Dzudie y Hardy, 1996; Ozer, 1997). Por lo tanto, esto se debe
principalmente a que se produce una neutralizacion de las cargas
aumentando la solubilidad con una mayor magnitud de carga neta

(Cheftel et al., 1971; Morales y Moyano 2010); b) fuerza idnica, es la

capacidad de los iones libres para intervenir en la conformacion de las
proteinas, por lo que a una fuerza i6bnica menor a la requerida con base en
la composicion de la proteina puede modificar su estructura y solubilidad
debido a cambios en las interacciones de las cargas eléctricas en su
conformacion nativa. Consecuentemente, a fuerzas ionicas altas, las sales
pueden neutralizar grupos idnicos de las proteinas, ademas que los iones
salinos se hidratan ejerciendo competencias por el agua que cubre a la
proteina por lo que esta accidon reduce la solubilizacion de la misma
(Shenstone, 1968; Kinsella, 1979; Harrison y Cunningham 1986; Puppo y

Afon, 1999); c¢) temperatura del medio, conforme al aumento

progresivo de la temperatura sera mayor la velocidad de reaccion y en
consecuencia la solubilizacion. Sin embargo, temperaturas altas se
generan una desnaturalizaciéon térmica de las proteinas y/o enzimas

(Cheftel et al., 1971; Ozer, 1997) y d) componentes no proteicos, este

aspecto se determina por las interacciones que tienen las proteina con

otras biomoléculas y elementos. Un ejemplo es el estudio de Boatright y
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Hettiarachchy (1995) quienes describen los procesos de desengrasar la
harina de soja con hexano, glicerol e isopropanol y por otro lado
solamente hexano, el resultado obtenido fue significativamente mayor
usando el primer tratamiento mostrando mayor solubilizaciéon, en
contraste con el empleo del hexano por lo que se hace presente el efecto

negativo de los lipidos en la solubilizacion de las proteinas.

Se empleé el método in vitro (celda de digestibn) para medir la
digestibilidad de las proteinas presentes en las harinas vegetales
empleando una predigestion acida y posteriormente una alcalina con las
condiciones enzimaticas presentes en el Capitulo VII simulando las
condiciones del tracto gastrointestinal de los peces en estudio. Se
obtuvieron digestibilidades muy variables entre las harinas y las especies
en rangos que van de los 17 hasta 79% de digestibilidad. Sin embargo,
Moyano (2013) determina que emplear el término de digestibilidad seria
un tema que se pondria en discusion, proponiendo el uso de los términos
de bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Por lo tanto, la modelizacién del
biorreactor empleado en el Capitulo VIl nos indica que durante el
estudio se llevd a cabo la biodisponibilidad de los nutrientes presentes en
las fuentes vegetales. Es asi que, la biodisponibilidad se puede definir
como la serie de transformaciones metabdlicas donde se emplean los
procesos de la eficiencia enzimatica, absorcién y el uso de los nutrientes

(Gregory et al. 2005).

En otro orden de ideas, se estim6 el tiempo que se emplea para llevar a
cabo el 50% de la hidrdlisis los resultados obtenidos en Capitulo VII lo
que indicé que O. niloticus requiere de 1.99 h para hidrolizar (500 g kg™
de proteina cruda) de harina de pescado; en contraste con el gluten de
trigo se requieren 7.84 h para hidrolizar la misma cantidad de sustrato.
Estos resultados son atribuibles, a que los aminoéacidos presentes en la
harina de pescado pertenecen al grupo de los polares o hidrofilicos

presentan mayor solubilizacioén y accesibilidad, en contraste es posible que
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los aminoéacidos que conforman al gluten de trigo son ricos en los tipos

apolares o hidrofébicos, que tienen una menor solubilidad y en
consecuencia, en parte, presentan un menor grado de hidrdlisis
(Lehninger et al., 1995). No obstante, otro factor que intervienen es la
presencia de factores antinutricionales como se indica en el Capitulo VI
donde los nutrientes presenten en las harinas vegetales requieren de un
tiempo mayor para la hidrélisis (Buddington et al., 1997; Uscanga-

Martinez et al., 2011).

Los resultados obtenidos en esta Tesis contribuyen a generar informaciéon
para mejorar las formulaciones dietarias y con ello, optimizar el cultivo de
los ciclidos en México (P. splendida, M. urophthalmus y O. niloticus);
generado experiencias en las diferentes areas de produccion por medio del
control y conocimiento exhaustivo del estudio de la bioquimica digestiva,
proceso de alimentacion y nutricion durante el desarrollo fisiolégico de los
peces con el fin de aplicar los conocimientos adquiridos en la optimizaciéon
de las formulas y pautas de alimentacion de dichas especies que permitan

garantizar su cultivo.
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I X. Conclusiones

1. El estudio de la ontogenia enzimatica durante el desarrollo larvario
de Petenia splendida permite establecer que las principales
enzimas digestivas estan presentes a partir del dia 6 después de
la eclosion y que sus actividades se desarrollan con rapidez, lo que
permitiria la alimentacion con dietas artificiales a partir de los 10

dias después de la eclosion.

2. El tiempo medio de transito digestivo en juveniles de Oreochromis
niloticus se estableci6 en poco mas de 7 h. Este bajo tiempo de
permanencia, caracteristico de un pez omnivoro, se Vil
compensado por una elevada produccion de proteasas intestinales,
particularmente tripsina, que garantizaban la maxima eficiencia en

la digestion de la proteina del alimento.

3. Se ha puesto de manifiesto que diferentes ingredientes de origen
vegetal, tales como sorgo, soja y harina y salvado de trigo
presentan inhibidores de las proteasas digestivas alcalinas de las 3
especies de ciclidos estudiadas. Aunque se observan importantes
diferencias en funcion del ingrediente y la especie, se demostro
una elevada sensibilidad general de las proteasas de Petenia
splendida. La utilizacion de cualquiera de estos ingredientes en
piensos para estas especies debe tener en cuenta este efecto

indeseado sobre la eficacia de la digestidon proteinica.
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El uso de modelos digestivos in vitro permitié establecer
diferencias en la aptitud de diferentes ingredientes proteicos para
ser hidrolizados por las proteasas de las 3 especies estudiadas.
Los resultados mostraron una mayor homogeneidad en el caso de
las especies que presentan digestiobn gastrica (castarrica y

tenguayaca) frente a la que solo tiene digestion intestinal (tilapia)

Tanto los estudios de inhibicion como de modelizacion de la
hidrdlisis, basados en enfrentar ingredientes con las enzimas
digestivas en condiciones controladas, permiten obtener
informacion muy util para la seleccion de los ingredientes mas

adecuados a emplear en los piensos de las especies objetivo.
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