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Resumen

El botete diana Sphoeroides annulatus es un pez marino con un alto valor en el
mercado nacional e internacional que presenta amplia tolerancia a variaciones
ambientales, sin embargo, uno de los principales factores que influye en la
supervivencia y crecimiento de las larvas de ésta especie y de otros peces marinos en
cultivo, es la calidad y disponibilidad del alimento suministrado durante la primera
alimentacion exdgena y deshabituacion alimenticia (cambio por completo de alimento
vivo a alimento formulado). En la actualidad, los esfuerzos de investigacion se dirigen a
estudiar la evolucion de la fisiologia digestiva de las larvas, con el objetivo de mejorar
las estrategias de alimentacion de acuerdo a su desarrollo, todo esto, con el propésito
de aumentar la produccion en toneladas y numero de organismos. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la actividad de enzimas digestivas durante el desarrollo
ontogénico de larvas de botete diana alimentado bajo diferentes protocolos de cultivo
controlado. El muestreo de larvas se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Reproduccion y Cultivo de Peces Marinos del Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo, A. C., Unidad Mazatlan (CIAD). Tres lotes de huevos fertilizados se
incubaron a una densidad méaxima de 10,000 huevos por litro en un tanque de 600 L.
Todos los protocolos de cultivo larvario se realizaron con la técnica de agua verde, por
lo que a partir de la transferencia y hasta 40 dias después de la eclosion (DDE)
(dependiendo el tratamiento) se afadieron a los tanques de cultivo una mezcla de
80,000 células ml*t de Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp, asi mismo se

adicionaron rotiferos y artemias enriquecidas con acidos grasos. Se realizaron 5



tratamientos (T14, T18, T22, T26 y T30) donde el numero indica los dias después de la
eclosion (DDE) y dia en que se realizo el inicio de la deshabituacion alimenticia (cambio
del alimento vivo por formulado). Cada tratamiento se realizé por triplicado y las
muestras de larvas fueron sacrificadas vy liofilizadas para su posterior andlisis en el
laboratorio de Nutricibn Acuicola de la FCM-UABC en Ensenada. Las enzimas
analizadas fueron tripsina, quimotripsina y leucina-aminopeptidasa. Los resultados
muestran que la actividad de tripsina y quimotripsina aumentan conforme al desarrollo
de la larva, lo que podria indicar una maduracion del sistema digestivo durante el
desarrollo ontogénico de la larva, sin embargo, las larvas que iniciaron el proceso de
deshabituacion alimenticia a partir del dia 22 (T22) fueron las que mostraron mejor nivel
de actividad de tripsina y quimotripsina. En el caso de leucina aminopeptidasa no
mostro diferencias significativas durante los primeros DDE, sino que, a partir del primer
cambio de alimento vivo de rotifero a Artemia (14 DDE) donde se elevo la actividad de
esta enzima y se mantuvo constante hasta el dia 35 DDE para después empezar a
disminuir su actividad. A éste aumento de actividad se le atribuye el crecimiento de la
larva asi como el desarrollo de sus 6rganos como también la adicion de presas vivas y
la maduracion final de los enterocitos. De acuerdo a los resultados obtenidos en el
presente estudio, se recomienda que las larvas de botete diana puedan empezar su
periodo de deshabituacién alimenticia a partir del 22 DDE sin afectar su crecimiento y

desarrollo.
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Abstract

The bullseye puffer fish Sphoeroides annulatus is a marine fish with a high value
in the national and international market, which has high tolerance to environmental
variations, however, one of the main factors influencing the survival and growth of
larvae of this species and other marine fish, is the quality and availability of the food
during the first exogenous feeding and weaning (change of food live to micro-diets). At
the present, research efforts are aimed to study the evolution of the digestive physiology
of larvae, with the purpose of increase the number of the fish larvae in production, with
the purpose of improve feeding strategies, according to their development. The aim of
this study was to evaluate the activity of digestive enzymes during ontogenetic
development of the bullseye puffer fish larvae fed under different protocols. Larvae
sampling was conducted on the premises of the Laboratory of Reproduction and Marine
Fish Farming of the Research Center for Alimentation and Development, A. C.,
Mazatlan (CIAD). Three batches of fertilized eggs were incubated at a maximum density
of 10,000 eggs per liter in a 600 L tank. All larval rearing protocols were performed
using the green water technique, thus, after the transfer and up to 40 days post
hatching (DPH)(depending on treatment) there was added to the culture tanks a mixture
of 80,000 cells mlI'* of Nannochloropsis oculata and Isochrysis sp, adding also enriched
rotifers and Artemia with an enrichment with a mix of fatty acid. Five treatments were
performed (T14, T18, T22, T26 and T30) DPH in which each one was performed in
triplicate and the number indicates the day of weaning (change of live food to

formulated feed), samples of larvae were sacrificed and lyophilized for further analysis
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in the laboratory of Aquaculture Nutrition FCM-UABC in Ensenada. The enzymes tested
were trypsin, chymotrypsin and leucine aminopeptidase. Results show that the activity
of trypsin and chymotrypsin increase as the larval develops, which could indicate a
maturation of the digestive system during the ontogenetic development, however, the
larvae fed with T22 were those that showed highest level of trypsin activity and
chymotrypsin. Leucine aminopeptidase activity did not show significant differences
during the first DPH, but from the first change of rotifer to Artemia (14 DPH) the activity
of this enzyme was raised and remained constant until day 35 DPH. The increase in
activity is attributed to the growth and development of the larvae organs and the final
maturation of enterocytes, as well as the addition of live prey. According to the results
obtained in the present study, it is recommended that bullseye puffer fish larvae may
possibly start their weaning from DPH 22 without affecting their growth and

development.
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1.0. Introduccién

El botete diana (Sphoeroides annulatus) es una especie con una amplia
distribucién, que abarca desde el sur de California, EE.UU., hasta Peru, incluyendo el
Golfo de California y las Islas Galapagos; este pez penetra las lagunas costeras, y su
permanencia en éstos ambientes estd aparentemente relacionada con el tamafio y
edad (Castro-Aguirre et al., 1999), los cuales los utiliza como zonas de cria (Alvarez-
Cadena et al., 1987). Este pez pertenece a la familia Tetraodontidae conocido como
peces globo, son organismos marinos que muestran tallas variables, tienen cuerpo
robusto en forma cilindrica, cabeza grande y aplanada. La boca esta formada por un
par de mandibulas que estan constituidas por dos pares de dientes grandes y fuertes;
siendo dicha caracteristica una particularidad de los miembros del orden
Tetraodontiforme (Miller et al., 2005).

En México el cultivo de peces marinos representa una alternativa con alto
potencial para promover la diversificacion acuicola, asi como para la utilizacién de
instalaciones ociosas de la camaronicultura. El botete diana S. annulatus (Jenyns,
1842) es un pez con un alto valor en el mercado nacional que presenta amplia
tolerancia a variaciones ambientales (Thompson et al., 1987). Uno de los principales
factores que influye en la supervivencia y crecimiento de larvas de peces marinos es la
densidad de siembra y raciones alimenticias, ya que incide en la calidad del agua de
cultivo y en la disponibilidad de espacio y alimento, con lo que aumenta la agresividad y

el canibalismo entre los mismos peces (King et al., 2000, Hitzfelder et al., 2006).
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La obtencion y cria de grandes cantidades de larvas de peces marinos es el
paso previo al cultivo a una escala comercial. En la actualidad, los esfuerzos de
investigacion se dirigen a determinar las condiciones que incrementen la supervivencia
y crecimiento de las larvas, asi como, a caracterizar el desarrollo fisiologico de las
mismas, con el objeto de planificar mejor las estrategias de alimentacion. En este
ultimo caso, los estudios se basan en el conocimiento detallado de la fisiologia
digestiva en las distintas etapas de vida larvaria, mediante la determinacion de las
actividades de enzimas digestivas como son las proteasas, amilasas, fosfatasas, entre
otras (Ueberschar, 1993; Galaviz et al., 2011).

En la acuicultura de peces marinos, uno de los puntos méas importantes es la
alimentacion, especialmente durante la etapa larvaria, ya que los cambios anatémicos y
fisiologicos durante el desarrollo de las larvas de peces seran los factores que definen
sus requerimientos nutricionales. Una vez que el saco vitelino es absorbido, los peces
requieren organismos del plancton (llamados alimento vivo) como dieta inicial.
Considerando que el mayor constituyente nutricional del alimento vivo es la proteina, la
capacidad proteolitica para la digestion del alimento puede ser considerada como la
mas importante en los estudios nutricionales con larvas de peces (Garcia-Ortega,
2000). Las larvas sin un estbmago funcional van a depender de una digestién alcalina
del tipo tripsina para llevar a cabo la digestién del alimento.

Para determinar la capacidad de las larvas de peces marinos se suele
caracterizar la evolucion temporal de la maquinaria enzimatica, la expresion génica y

los niveles de actividad de éstas, y asi utilizar esta informacion para desarrollar dietas
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formuladas adecuadas a cada estadio de desarrollo de las larvas (Valverde-Chevarria,
2002).

Las enzimas digestivas son producidas en varios 6rganos, incluyendo el
estdbmago, el pancreas, la vesicula biliar y las paredes del intestino. Sin embargo, las
enzimas pueden provenir de las presas vivas o de las bacterias que conforman la flora
intestinal. En los peces con un estdbmago completamente desarrollado y funcional al
inicio de su desarrollo, la digestion de la proteina comienza en un medio acido en el
cual la pepsina es la enzima principal. En contraste, en los peces que no secretan
pepsinégeno durante las primeras fases de desarrollo para digerir las proteinas (i.e., la
mayoria de las larvas de peces marinos), la digestion se lleva a cabo esencialmente
por las enzimas pancredticas e intestinales activas en un medio alcalino hasta que
alcanzan la madurez de su sistema digestivo y aparece las glandulas gastricas que
caracterizan el estbmago funcional. De esta manera, en términos nutricionales se dice
que las larvas de peces marinos alin no poseen una competencia digestiva plena (Lazo
et al., 2000).

Las proteasas alcalinas y acidas de origen animal mas comunes y estudiadas
son la tripsina, la quimotripsina y la pepsina. La tripsina (EC 3.4.21.4) es la principal
enzima digestiva intestinal responsable de la hidrélisis de proteina de los alimentos. Es
una serina proteasa pancreética que hidroliza los enlaces peptidicos constituidos por
lisina y arginina. La enzima se sintetiza como un zimogeno inactivo llamado
tripsindgeno que es activado en la luz del intestino por la enteroquinasa presente en la
membrana de los enterocitos la cual a su vez, es la encargada de activar el resto de

zimoOgenos pancreaticos, por ejemplo: quimotripsindégeno, procarboxipeptidasa Ay B y
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proelastasa, entre otros (Whitaker, 1994). El pH optimo de lisina es de 8.0. Por otro
lado la proteasa alcalina quimotripsina (EC 3.4.21.1) es una proteasa serina capaz de
hidrolizar enlaces peptidicos cuando el residuo 1 contiene tirosina, fenilalanina o
triptéfano, asi mismo, actia sobre amidas y ésteres. Se almacena en el pancreas en
forma de un precursor, quimotripsinégeno, y es activado por la tripsina (Whitaker,
1994). Mientras que de las exoproteasas mas importantes a evaluar en estudios de
larvas de peces marinos se encuentra la aminopeptidasa. Las aminopeptidasas (EC
3.4.11) catalizan la hidrolisis de los restos aminoacidicos, concretamente desde el
extremo amino de un péptido. Se clasifican en funcion de los requerimientos de iones
metélicos (Mn2+, Mg2+, Zn2+ o Co2+) y la especificidad por determinados dipéptidos
(Behal et al., 1965). Entre sus diversas funciones destacan: la maduracion de
proteinas, degradacion terminal de proteinas, regulacién hormonal y control del ciclo
celular. En el caso concreto de la leucina-aminopeptidasa, se ha relacionado su nivel
de actividad en la membrana de los enterocitos con el estado nutricional de los
organismos en estados iniciales.

La tripsina es una enzima fundamental para la activacion de proteasas
pancreéticas. También se ha demostrado que durante la primera alimentacion de las
larvas de peces la actividad de las enzimas de tipo tripsina aumenta, para
posteriormente disminuir hasta la etapa de juvenil. Otras enzimas como son leucina
aminopeptidasa (LAP) y alanina-leucinapeptidasa (ALP) ubicadas en las células del
borde de cepillo del duodeno, estan relacionadas con el alimento ingerido. Cuando
estos organismos son alimentados con alimento inerte, la actividad de estas enzimas

es baja, en comparacion con las actividades enzimaticas de aquellas larvas que son
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alimentadas con microorganismos vivos como rotiferos, artemias, copedpodos, etc
(Civera et al., 2004).

En el caso de las proteasas alcalinas, se ha reportado que son detectables antes
que las proteasas &cidas, debido a que las proteasas acidas como pepsina estan
relacionadas con el desarrollo y presencia de un estomago funcional. Las larvas tienen
la capacidad de controlar la secrecion de enzimas dependiendo del tipo de y cantidad
de alimento (Civera et al., 2004). Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el efecto de diferentes protocolos de alimentacion sobre la actividad de tres
enzimas digestivas claves durante la ontogenia de larvas del botete diana (S.
annulatus), con el fin de obtener un protocolo que permita optimizar el cultivo larvario

de esta especie.

2.0. Antecedentes

La acuicultura es una actividad que se ha realizado desde hace méas de 4000
afos, y cada vez es mas el interés de productores e investigadores en identificar el
momento indicado de las larvas de peces para la deshabituacion del alimento vivo por
alimento balanceado, proporcionando un alimento nutricionalmente completo una mejor
digestion de los organismos y que coadyuve a la accion de enzimas que permitiran
catalizar moléculas especificas durante su desarrollo de las larvas.

Es por esto, que se han realizado investigaciones para lograr identificar los
niveles de diversas enzimas digestivas que actuan durante la primera alimentacion y
deshabituacion alimenticia en distintas especies de larvas de peces marinos. Por lo

general, las larvas de especies tropicales consumen sus reservas endogenas en los
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primeros dos dias de desarrollo, por lo que requirieren consumir alimento exdégeno de
manera inmediata. En unidades de produccion comerciales se utiliza principalmente
alimento vivo, como rotiferos y Artemia, lo que vuelve costosa la produccion de
juveniles, ya que demanda mano de obra calificada, es bastante impredecible y
requiere de tiempo y espacios considerables. Es por esto que actualmente existe gran
interés a nivel mundial en el desarrollo de microdietas que sustituyan al alimento vivo
desde el inicio de la alimentacion exdgena (Jones, et al. 1993; Zambonino-Infante y
Cahu 2001).

Algunas caracteristicas del tracto digestivo del botete diana son similares a la de
otros peces marinos, de los cuales también se han realizado estudios sobre enzimas
digestivas. Alvarez-Gonzalez (2003) en donde determind y caracteriz6 las enzimas
digestivas durante la ontogenia de las larvas de la cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus y demostré que la capacidad enzimatica digestiva de las larvas se
presenta desde su eclosién y se incrementa con el consumo de los alimentos vivos. La
actividad de proteasas, lipasas, amilasas y fosfatasas fluctia a lo largo de la ontogenia
y esta relacionada a dos procesos principales, la adicion y cambios de los alimentos
vivos, asi como los cambios morfo-fisiolégicos durante la transformacion de la larva a
juvenil. La actividad de proteasas acidas se detecté desde el dia 12 dias después de la
eclosion (DDE), siendo menor a la de las proteasas alcalinas. Para el dia 25 la
actividad de las proteasas acidas fue proporcionalmente mayor a la de las proteasas
alcalinas, por lo que se plante6 la posibilidad de realizar un destete temprano a partir

del dia 16 DDE.
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Asi mismo (Montes-Macias, 2007) en el trabajo de caracterizacion de la
actividad enzimatica de larvas de jurel cola amarilla del pacifico (Seriola lalandi
dorsalis). Desde el inicio de la alimentacion exdgena se detect6 actividad de las
enzimas proteoliticas alcalinas totales, en particular de la tripsina (una de las enzima
pancreatica responsable de la digestion luminal de las macromoléculas). Asi mismo, 4
DDE se detecto actividad de la leucina-aminopeptidasa (enzima del borde en cepillo de
los enterocitos que completa el rompimiento de los polipéptidos hasta monémeros).

La actividad de la lipasa se detect6 antes de la alimentacion exdgena con un
incremento gradual hasta el dia 22 DDE. La actividad de la amilasa fue baja durante los
primeros 18 DDE. Con base en la deteccion de las enzimas proteoliticas acidas, se
infiere que el estbmago se form6 y es funcional (i.e., desarrollo de las glandulas
gastricas y produccion de HCI y pepsina) a una edad temprana (16-18 DDE).

En otro trabajo realizado por (Zacarias-Soto, 2007) en histologia, histoquimica y
actividad enzimatica del sistema digestivo de Paralichthys californicus durante su
ontogenia y evaluacién de probidticos como promotores de la maduracion del sistema
digestivo, evalud la capacidad digestiva de las larvas de esta especie durante su
ontogenia, utilizando analisis histolégicos, histoquimicos y de actividad enzimatica. Las
larvas fueron alimentadas con rotiferos enriquecidos con &cidos grasos altamente
insaturados (HUFA’S). La actividad especifica de la tripsina y la LAP se detect6é desde
el primer DDE, con dos picos de maxima actividad. El primero a los 8 DDE vy el
segundo a los 20 DDE, este ultimo coincidiendo con el cambio en el tipo de alimento.
La actividad proteolitica alcalina no pudo ser cuantificada con la técnica utilizada, en

tanto que la actividad proteolitica acida total y especifica solo pudieron detectarse una
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vez que el estbmago terminé su diferenciacion. El andlisis histoquimico de la fosfatasa
alcalina revel6 que, previo a la metamorfosis, la parte posterior del intestino es la zona
de mayor absorcion de nutrientes, dada la alta actividad de esta enzima en esa region.
Posteriormente, la zona de mayor absorcion se ubico en la parte anterior del intestino,
proceso que coincide con el inicio de la formacién del estbmago. Previo a la
metamorfosis, la actividad de la fosfatasa &cida se mantiene sin diferencias entre
regiones; sin embargo, una vez que inicia el proceso metamorfico, la regién anterior del
intestino concentra la mayor actividad de esta enzima.

Galaviz et al. (2011) reportd la ontogenia del tracto digestivo y actividad de
enzimas digestivas en larvas de corvina blanca Atractoscion nobilis. Se observo el
desarrollo del sistema digestivo y la actividad de las enzimas digestivas, se analizaron
desde la eclosion hasta los 40 dias DDE. El desarrollo del sistema digestivo en larvas
de A. nobilis fue similar a la reportada para otras especies de peces marinos. Se
detectaron la mayoria de las actividades de enzimas digestivas en el momento de la
eclosién. La actividad de la tripsina fue detectada al ler DDE y fue aumentando
gradualmente durante los siguientes dias, pero sobre todo después de la alimentacion
exogena inicial en el 4 DDE. Datos similares fueron observados en quimotripsina y
leucina-aminopeptidasa. La actividad de la pepsina se detectd en un nivel muy bajo al
10 DDE, y un aumento gradual en la actividad entre 16 y 20 DDE, alcanzando maximo
nivel al 40 DDE. Estos resultados indican que el tracto digestivo se desarrolla
rapidamente en esta especie y que el estdmago se vuelve funcional entre 16 y 18 DDE.
Por lo que, seria posible iniciar el destete de las larvas de corvina blanca a edad

temprana.
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En estudios relacionados con el botete diana (Garcia-Gasca et al., 2006)
realizaron un trabajo sobre el desarrollo del tracto digestivo, actividad de la tripsina y
expresion génica en huevos y larvas del pez botete diana (Sphoeroides annulatus) que
fueron criados en cautiverio, desde el huevo fertilizado hasta el dia 32 después de la
eclosion. Las larvas de peces fueron alimentadas progresivamente con microalgas,
rotiferos, nauplios de Artemia y microdieta formulada. El desarrollo del tracto digestivo,
la actividad de la tripsina, y la expresion del gen tripsinbgeno en muestras de peces
fueron analizados por histologia, histoquimica y por PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), respectivamente. El intestino y el higado iniciaron su desarrollo
en el dia 1 DDE, seguido por el pancreas. La boca se abrié en el dia 4 DDE, que fue el
inicio de la alimentacién de rotiferos. La expresion del gen tripsind6geno se detectdé muy
temprano en el desarrollo, a partir del 6vulo fecundado, mostrando un incremento
conforme las horas después de la fecundacién, y luego un aumento gradual después
de la eclosién. La actividad de la tripsina por histoquimica fue detectada por primera
vez en el dia 2 DDE, la maxima expresion y actividad se observaron en los dias 16 a 24
DDE, lo que corresponde al periodo de alimentacion de nauplios de Artemia. No se
observaron glandulas gastricas durante todo el periodo de estudio. A partir del dia 28
en adelante Los peces fueron alimentados con microdieta formulada, en este momento
tanto la sintesis y la actividad de la tripsina disminuy0, lo que sugiere un papel mas
importante para otras enzimas en el proceso de digestion. Por otro lado, el botete diana
es una especie relacionada al botete tigre (Takifugu rubipres) que se cultiva con éxito
en Japoén y Korea. En particular en Japon se cultiva desde la década de los 60°’s y en

1999 se obtuvo una produccion de 5,100 toneladas (Kanazawa, 1991).
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Considerando la informacion realizada en diversas especies y en botete diana es
importante realizar estudios de las etapas mas criticas en el cultivo de peces marinos
incluyendo el desarrollo de diferentes protocolos de alimentacion durante el desarrollo
ontogénico del botete diana con la finalidad de que se pueda acelerar la maduracion
del sistema digestivo y por ende la activacién de las enzimas con el fin de poder

establecer protocolos de alimentacion 6ptimos para la especie.

3.0. Justificacion

La reduccion del uso de Artemia en los protocolos de cultivo larvario del botete
diana (Sphoeroides annulatus) y la optimizacion del tiempo de aplicacion del alimento
balanceado permitira reducir significativamente los costos de produccion de juveniles.
Este proceso puede darse gracias a el desarrollo de nuevos protocolos de alimentacién
gue permitan la sustitucion de Artemia por alimento balanceado, y de esta manera
obtener un mejor desarrollo, crecimiento y sobrevivencia en larvas de botete diana

(Sphoeroides annulatus) bajo condiciones de cultivo.

4.0. Objetivo general
Evaluar el efecto de diferentes tiempos de cambios de alimentacion de alimento
vivo a formulado sobre la actividad de enzimas digestivas en larvas de botete diana

(Sphoeroides annulatus).
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5.1. Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento de larvas de botete diana (Sphoeroides annulatus)
alimentadas con diferentes tiempos de alimentacion de alimento vivo a microdieta.

2. Evaluar la actividad de tripsina y quimotripsina durante el desarrollo
ontogénico de larvas de botete diana (Sphoeroides annulatus) utilizando diferentes
tiempos de cambio de alimentacion de alimento vivo a microdieta.

3. Evaluar la actividad de Leucina-Aminopeptidasa durante el desarrollo ontogénico de
larvas de botete diana (Sphoeroides annulatus) utilizando diferentes tiempos de cambio

de alimentaciéon de alimento vivo a microdieta.

6.0. Material y Métodos
6.1. Enumeracién de variables y metodologia

El trabajo de investigacion se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Reproduccion y Cultivo de Peces Marinos del Centro de Investigacion en Alimentacién
y Desarrollo, A. C., Unidad Mazatlan (CIAD). Los reproductores de cautiverio fueron
mantenidos en tanques de 3m?3 con flujo continuo, con los siguientes valores promedio
de parametros ambientales: 30 °C, 5 mg de O2, 35 UPS, pH 7.5, 0.5 mg de nitr6geno
amoniacal total (NAT). Para la obtencion de gametos se seleccionaron tres hembras de
1500 £ 100 gr de peso y 35 = 4 cm de longitud corporal y tres machos de 1150 £+ 100 gr
de peso y 29 £ 3 cm de largo. Solo se utilizaron machos que eyacularon esperma
blanco opaco con alta viscosidad al ejercer presion abdominal y con valores de
movilidad espermatica mayores al 80%. La seleccion de hembras se efectio mediante

la extraccion de biopsias ovaricas con una canula; las que presentaron diametros de
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ovocitos mayores a 0.5 mm y migracion nuclear hacia el polo animal fueron utilizadas
para la induccién hormonal de la maduracion final y ovulacion por medio de implantes.

Los implantes fueron de un copolimero de etileno acetato de vinilo (EVAc) con
150 pg de la hormona (LHRHa; Des-Gly10, [D-Ala6]-Luteinizing hormone-releasing
hormone ethylamide) (Universidad Helenica de Grecia, Dr. Mylonas c.p; Mylonas, 2001)
y se aplicaron intraperitonealmente solo a las hembras. Una vez que se suministro la
hormona, una hembra y un macho fueron colocados en un tanque cilindrico de 3000 L
con un flujo continuo (~4 volumenes/dia) de agua de mar filtrada. Una vez que ocurrio
la ovulacién, los 6vulos se extrajeron por masaje abdominal (stripping) y se colocaron
en un recipiente seco para obtener el peso el total de los gametos obtenidos de cada
hembra. El esperma de los machos se extrajo por masaje abdominal, se recolecto con
jeringas de 5 ml para evitar cualquier contaminacion y fueron mantenidos en hielo hasta
su utilizacion. Para la fertilizacion in vitro se aplicé la técnica semi-himeda. Los 6évulos
de cada hembra fueron mezclados con 1.2 ml de esperma por dos minutos en un tazén
con agua de mar (35 ups) filtrada y esterilizada con radiacién ultra violeta (UV).
Después se enjuagaron para eliminar el exceso de esperma. Posterior al proceso de
activacion, se eliminé la capa adherente de los huevos utilizando una solucién de
proteasa (Sigma-Aldrich®) a una concentracion de 5 ml L* durante 8 minutos
(Rodriguez-lbarra et al., 2010).

Tres lotes de huevos de aproximadamente 22,000.00 huevos/lote se incubaron a
una densidad maxima de 55 huevos por litro en un tanque de 400 L, con agua de mar
previamente filtrada hasta 1 ym de retencion absoluta y desinfectada por radiacion UV.

Para mantener una concentracion de 6 ppm de Oz y bajas concentraciones de NAT
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durante la incubacioén, se empleé aireacién con un flujo de 2 — 5 L mint y un recambio
de agua continuo de 0.5 L min-t. Al momento de la eclosion, la aireacién se redujo a 0.5

L min'! para no dafiar a los eleuteroembriones.

6.2. Transferencia a los tanques de cultivo
Las larvas fueron transferidas al dia después de la eclosion (DDE) 0 a una

densidad de 40 larvas por litro.

6.3. Medicion de variables

Para determinar el porcentaje de fecundacion, a las 2 horas post-fertilizacion
(HPF) se tomaron de los tanques de incubacién cuatro muestras de 100 embriones que
se examinaron con un microscopio para determinar el nimero de embriones en
desarrollo. Este indice se obtuvo con la siguiente formula (Duncan et al., 2003):

Porcentaje de fertilizac ion (% F) = huevos condesarrollo *100

huevos condesarrollo + huevos sin desarrollo

Para determinar el porcentaje de eclosion y supervivencia a la primera
alimentacion se colocaron 100 huevos en 3 recipientes de 1 litro. Después de 4 horas a
partir de la eclosion se filtré el contenido de 3 recipientes a través de un tamiz de 100
micras y cada uno se colocé en una caja Petri para contar el nimero de huevos y
eleuteroembriones vivos, muertos y deformes. El porcentaje de eclosion se determind
con la siguiente relacion:

) ., eleuteroem briones vivos + muertos
Porcentaje de eclosion (% E) = *100

eleuteroem briones vivos + muertos + huevos
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6.4. Cultivo larvario.

El cultivo larvario se llevd a cabo en el Laboratorio humedo del CIAD Unidad
Mazatlan, en 15 tanques circulares de 500 L, con paredes negras y fondo blanco. Cada
tanque tenia aireacioén y suministro de agua marina, regulables en forma independiente.
En cada uno de los tanques se colocaron 40 larvas L.

El cultivo se realiz6 a una temperatura de 28 + 1.2 °C, salinidad de 35 ups y
oxigeno disuelto entre 5.0 y 5.5 mg I'X. La concentracién de amonio se controlé para
mantener una concentracion menor a 0.5 ppm.

Los protocolos de cultivo se describen a continuacién: las larvas se mantuvieron
con fotoperiodo de 24 h durante los primeros 12 dias. Posteriormente el fotoperiodo se
ajustd a 16 horas de luz. Desde el DDE 0 y hasta final del estudio, se cubri6 el drenaje
central de los tanques con una malla de 100 um de luz para retener el alimento y las
larvas. A partir del 20 DDE se coloc6 una malla con luz de 300 um y a partir del dia 30
DDE se cambié a una con 500 um que se mantuvo hasta la cosecha.

Desde el dia 0 hasta el 6 DDE, diariamente se adicionaron 100 L de agua en
cada tanque hasta obtener los 500 litros de trabajo. A partir del décimo dia se inicio el
recambio por flujo continuo, a una tasa de 0.2 volimenes por dia hasta el dia 16. Luego
se increment6 a 0.5 volimenes por dia entre los dias 17 y 19; de 0.8 a 1 volumen por
dia del dia 20 al 30 y finalmente, de 1 a 3 volumenes por dia del dia 31 al 45. El flujo de
aire se mantuvo a 0.5 L min?! desde el primer dia hasta el dia 15 (DDE), y se
incrementé a 1 L mint a partir del dia 16 hasta el 29, para finalizar a 2 L min del dia

30 hasta el 41.
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Todos los protocolos de cultivo larvario se realizaron con la técnica de agua
verde, para lo que a partir de la transferencia y hasta 30 (dependiendo el tratamiento)
dias después de la eclosion se afiadieron a los tanques de cultivo una mezcla de
80,000 células ml* de Nannochloropsis oculata y células ml** de Isochrysis sp. Figura

1.
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Figura 1. Protocolo de alimentacion utilizado en el presente estudio para larvas de botete Diana
(Sphoeroides annulatus) que consisti6 en mezcla de microalgas, rotiferos, Artemia y microdieta, por
medio de los tratamientos T14, T18, T22, T26, T30. T14: Adicién de rotiferos inicia 0 DDE y termina a los
14 DDE, con una mezcla de microdieta que va desde 4 a 23 DDE. T18: adicion de microalga y rotifero
gue va desde 0 a 18 DDE, se adiciono Artemia de los 14 a 18 DDE y microdieta desde 8 a 27 DDE. T22:
Adicion de microalga desde 0 a 22 DDE, adicion de rotiferos de 2 DDE a 20 DDE, se adiciono de
artemias desde 14 a 22 DDE y la microdieta se adiciono a los 12 DDE y termino a los 22 DDE. T26:
Adicion de microalga desde 0 a 26 DDE, adicién de rotiferos de 0 a 19 DDE, adicion de artemias de 14 a
26 DDE y microdieta de los 16 a los 26 DDE. T30: Adicion de microalga desde 0 a 30 DDE, rotiferos de
los 0 DDE a 20 DDE, artemias del 14 a 30 DDE y adicién de microdieta a los 20 DDE y termino a los 30

DDE.
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6.5. Colecta de muestras para andlisis bioquimico

Dependiendo de su talla, las larvas de botete diana (n=10-30) fueron
muestreadas aleatoriamente directamente de los tanques de cultivo experimental,
usando una malla de 300 ym. Las muestras fueron colectadas una hora después de la
primera alimentacién (8.00 a.m.) para activar el paquete enzimatico de las larvas y
posteriormente se dejaron en agua limpia para que eliminaran el exceso de heces, esto
con el fin de descartar posibles efectos de enzimas provenientes de la dieta. Las
muestras de larvas fueron colectadas diariamente desde el dpe 0 hasta el DDE 8,
después las muestras fueron colectadas cada dos dias hasta el DDE 20 y cada cuatro
dias hasta el final del estudio (DDE 40). Después de haber muestreado las larvas,
éstas fueron anestesiadas con tricaina metansolfonato (MS 222), y lavadas con agua
destilada para remover el exceso de sales y almacenadas a -70 °C hasta analisis.

Muestras adicionales (n=10-30) fueron tomadas diariamente para registrar datos
de talla en longitud total y peso humedo desde el dpe 0 hasta el DDE 4y 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 DDE. La longitud total promedio (mm) fue obtenida
mediante la medicién de una muestra de larvas (10 larvas) bajo un microscopio usando
una camara digital y el software PAXcam2 (Pax-it version 6, Mis Inc., USA). El peso
himedo individual de las larvas (mg) se calculé pesando tres submuestras de larvas

(n=30) con una balanza analitica (Sartorious, Gottingen, Germany; precision 1 x10-4 g).

6.6. Preparacion de extractos enzimaticos

Los extractos enzimaticos se obtuvieron al macerar las muestras de

eleuteroembriones (larvas recién eclosionadas), larvas y juveniles liofilizadas. En larvas
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mayores a 18 DDE se disecO el sistema digestivo con el propdsito de eliminar los
inhibidores enzimaticos que pudieran estar presentes en la musculatura, asi como otras
enzimas relacionadas con el metabolismo de las proteinas musculares y el sistema
inmune (Hjelmeland et al., 1985).

En este caso, las disecciones se realizaron bajo un microscopio estereoscépico
y una lampara con lupa sobre portaobjetos enfriados en una cama de hielo a 4 °C, con
el fin de mantener las larvas a baja temperatura durante la diseccién. Cada muestra
proveniente de la diseccién contenia de 10 a 30 larvas (0-16 DDE) o de tres a cinco
sistemas digestivos (a partir del dia 18 DDE) se homogenizo en 1 ml de agua
desionizada y en bafo de hielo (4 °C) utilizando un homogenizador de tejidos (Kontes,
USA). Los homogenizados fueron centrifugados a 14000 g durante 30 min a 4 °C, en
una centrifuga refrigerada (Biofuge Primo R marca Heraeus). El sobrenadante se utilizé
como extracto enzimatico y se separ6 en alicuotas de 200 ul que se almaceno a -70 °C

hasta su andlisis.

6.7. Determinacion de proteina soluble

La concentracion de proteina soluble de cada muestra se determind por
triplicado de acuerdo a Bradford (1976). En una microplaca de 96 pozos se adicionaron
10 pl de muestra, 200 pl del reactivo (Quick start — Bio-rad) y se incubo a temperatura
ambiente durante 5 min. Posteriormente fue leida a 595 nm en un espectrofotometro
MultiskanGO (Termocientific). Para la cuantificacion se utilizo como estandar una

solucion de albumina bovina (2mg mil-1).
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6.8. Cuantificaciéon de la actividad proteolitica

La cuantificacion de la actividad de enzimas digestivas evaluadas en la presente
tesis fueron realizadas por medio de espectrofotometria utilizando extractos especificos
para cada una de las enzimas. A continuacion se describira brevemente la metodologia

empleada.

6.8.2. Actividad tipo tripsina

Para la medicion de la actividad tipo tripsina se utiliz6 una modificacion de la
metodologia de Erlanger et al. (1961). Se le afiadieron 280 ul de BAPNA (Na-Benzoil-
DL-Arginina-P-Nitroanilida) a 30 pl de la muestra y la mezcla fue incubada a 37 °C
durante 30 min, la absorbancia fue leida a 410 nm. Se utiliz6 como control tripsina
comercial (SIGMA Tipo IX, de pancreas de porcino), con una concentracion de reaccion
de 10 ug ml-1. Una unidad de actividad corresponde a 1 umol de p-nitroanilida liberada
por minuto usando como coeficiente de extincion molar 8800 cm-1M-1 (Dimes et al.,

1994).

6.8.3. Actividad tipo quimotripsina

Para la medicion de la actividad tipo quimotripsina se utilizé la metodologia de
Del Mar (1979). La cantidad de muestra que se utilizo fue de 30 pl. La reaccion se inicid
al afadir 280 ul de SAAPNA (Succinil-(Ala)2-Pro-Phe-p-nitroanilida) y la muestra se
incubo por 30 min a 37°C. La absorbancia fue leida a 410 nm, usando como control
guimotripsina comercial (SIGMA Tipo Il, de pancreas de bovino) en una concentracion

de reaccion de 1 ug ml™.
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6.8.4. Actividad tipo leucina-Aminopeptidasa

Para la mediciébn de la actividad tipo Leucina-Aminopeptidasa se utilizd la
metodologia de Maraux et al. (1973). La cantidad de muestra que se utilizo fue de 30 pl
de extracto y se le anadieron 280 pl de Leucine p-nitroanilide (0.1 mmol L-1 in DMSO)
como sustrato, la muestra se incubo por 30 minutos a 37°C y la absorbancia fue leida a
410nm usando como control Aminopeptidasa comercial tipo 1V-S (SIGMA).
Para las actividades de tripsina, quimotripsina y Leucine-Aminopeptidasa, una unidad
de actividad enzimatica fue definida como 1 Imol L* p-nitroanilide relacionada por

minuto, usando el coeficiente de extinciéon molar 8.8 a 410 nm.

6.8.5. Célculo de actividades especificas
La actividad de un extracto problema se determiné utilizando las siguientes
ecuaciones:

Ecuacién 1. Célculo de la actividad en unidades por ml.

AABS X Volumen final reaccion (ml)

Unidades/ml =
CEM X Tiempo(min) X Volumen extracto (ml)

Ecuacion 2. Célculo de la actividad en unidades por mg de proteina soluble en el
extracto.

unidades / ml

Unidades / mg proteina soluble =
mg proteina soluble
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Siendo:
AABS el incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda;
volumen final reaccion, el volumen final de la reaccion; CEM, el coeficiente de extincion

molar.

Tabla |. Sustratos que fueron utilizados en el presente estudio para cuantificar
espectrofotométricamente la actividad de diferentes enzimas digestivas en larvas de
botete diana (Sphoeroides annulatus) en los diferentes tratamientos T14, 18, 22, 26 y
30.

Sustrato Especificidad Solvente
BAPNA 1mM? Tipo tripsina DMSO
SAAPNA Tipo quimotripsina DMSO
Leucine p-nitroanilide Tipo Leucina aminopeptidasa DMSO

1 BAPNA: Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida.
2 SAAPNA: Succinil-(Ala)2-Pro-Phe-p-nitroanilida
% Leucine p-nitroanilide (0.1 mmol L-1 in DMSO)
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6.9. Andlisis estadistico

La actividad especifica e individual de las enzimas digestivas en larvas fue
expresado como media y desviacion estandar (media £D.E). Se realizaron pruebas de
analisis de varianzas de dos vias (ANOVA) para determinar si existian diferencias
significativas entre algunos de los dias muestreados o por los protocolos de
alimentacion utilizados. Una prueba de comparaciones multiples de la actividad de las
enzimas cada dia fue utilizada usando la prueba de Tukey. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa Sigma-Stat 11.0 para Windows
(Sigma- Stat® 11.0, USA). Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de

significancia de P<0.05.

-34-



7.0. Resultados

Crecimiento en longitud

Después de alimentar a las larvas con los diferentes tratamientos (T14, T18,
T22, T26 y T30) durante 41 dias después de la eclosion, se encontré que las larvas
alimentadas con la dieta T30 mostraron la mayor ganancia en longitud, seguidos de las
larvas alimentadas con el T 26 y T22, en tanto que las larvas alimentadas con el T14
presentaron la menor ganancia en longitud. Se encontraron diferencias significativas en
el crecimiento en longitud de las larvas con respecto al tiempo de desarrollo (P<0.05),
sin embargo, al final del estudio, diferencias significativas fueron observadas (P<0.019)

entre los tratamientos, siendo més claro el T30 con respecto al T14 (Figura 2).

Crecimiento
25.0
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Figura 2. Crecimiento en longitud de larvas de botete diana alimentadas con diferentes tratamientosT14,
T18, T22, T26 y T30 durante el cultivo experimental.
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7.1. Porcentaje de fertilizacion

Porcentaje de fertilizac ion (% F) = huevos con desarrollo *100

huevos condesarrollo + huevos sin desarrollo

22,000
22,000 + 1100

Porcentaje de fertilizac ion (% F) = *100 =95% = 20,900 huevos fertilizados

7.2. Porcentaje de eclosién y de supervivencia

) ., eleuteroem briones vivos + muertos
Porcentaje de eclosion (% E) = *100

eleuteroem briones vivos + muertos + huevos

70 elo]o mm— 100%

) 96% = 20,064 larvas eclosionadas

Tabla 1. Resultado del porcentaje de supervivencia obtenida de los tratamientos, el

cual se obtuvo dividiendo la cosecha final / # de larvas eclosionadas.

Tratamiento Cosechafinal Supervivencia %
14 2343 11.6
18 1624 8
22 2918 14.5
26 1580 7.8
30 2501 12.4

7.3. Actividades enzimaticas
7.3.1. Tripsina
En los niveles de actividad de tripsina no se observaron diferencias significativas

(P<0.05) durante los primeros 13 DDE, sin embargo al 15 DDE fueron observadas
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diferencias significativas entre los tratamientos T18 (2.91 Umg/proteina) y T30 (6.51
Umg/proteina), siendo diferentes a los demas tratamientos. Los niveles més altos de la
actividad con respecto a esta enzima fueron observados el DDE 35 (18.54
Umg/proteina) con el T22, mientras que el nivel mas bajo fue presentado en el

tratamiento 14 (11.86 Umg/proteina), siendo significativamente diferentes (P<0.001),

Figura 3.
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Figura 3. Actividad de tripsina (Umg/proteina) durante el cultivo de botete diana
Sphoeroides annulatus alimentados a partir de los tratamientos T14, T18, T22, T26 y

T30. * significa diferencias significativas.

7.3.2. Quimotripsina
En los niveles de actividad de quimotripsina no se observaron diferencias
significativas (P>0.05) durante los primeros 13 DDE, sin embargo al DDE 15, fueron

observadas diferencias significativas entre los tratamientos 18 (2.87 mUmg*10
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3/proteina) y 30 (2.18 mUmg*10-3/proteina), siendo diferentes a los demas tratamientos.
Los niveles mas altos de la actividad con respecto a esta enzima fueron observados al
DDE 25 (3.98 mUmg*10-3/proteina) con el T18, mientras que el nivel mas bajo fue
presentado en el tratamiento 26 (2.01 mUmg*10-3/proteina), siendo significativamente
diferentes (P<0.001), Figura 4.
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Figura 4. Actividad de quimotripsina durante el larvicultivo de botete diana alimentados
Sphoeroides annulatus con diferentes protocolos T14, T18, T22, T26 y T30 (mUx10

3mg/proteina).* significa diferencias significativas.

7.3.3. Leucina aminopeptidasa

En los niveles de actividad de leucina-aminopeptidasa no se observaron
diferencias significativas (P>0.05) durante los primeros 13 DDE, sin embargo, al 15
DDE diferencias significativas fueron observadas entre los tratamientos 18 (1.81
mUmg*10-3/proteina) y 30 (1.13 mUmg*10-3/proteina), siendo diferentes con respecto al

resto de los tratamientos. Los mayores niveles de actividad de ésta enzima fueron
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observados al DDE 35 (3.14 mUmg*10*/proteina) con el T26, mientras que el nivel
mas bajo fue presentado en el tratamiento 18 (1.79 mUmg*103/proteina), siendo

significativamente diferentes (P<0.02), Figura 5.
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Figura 5. Actividad de leucina-aminopeptidasa durante el larvicultivo de botete diana

alimentados con diferentes protocolos T14, T18, T22, T26 y T30 (mUx10-*mg/proteina).

* significa diferencias significativas.
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8.0. Discusiones

La actividad enzimatica de tripsina, quimotripsina y leucina-aminopeptidasa
fueron estudiadas durante el periodo del O al 41 DDE en larvas del botete diana
Sphoeroides annulatus cultivadas bajo diferentes protocolos, los cuales iniciaron con la
deshabituacion del alimento vivo a diferentes dias después de la eclosion a partir de
los dias 14, 18, 22, 26 y 30. Al momento de la eclosion hasta 4 dias después no
observaron diferencias significativas en los niveles de actividades de las diferentes
enzimas evaluadas, esto posiblemente se deba a que la mayoria de las larvas de
peces marinos dependen de enzimas derivadas de la informacion genética de sus
progenitores para llevar a cabo la asimilacion de nutrientes contenidos en el saco
vitelino y gota de aceite (Zambonino Infante y Cahu, 1994, Galaviz et al., 2011).

En el presente estudio, los niveles de actividad de tripsina y quimotripsina
presentaron cambios significativos al momento que se realizé la adicion y cambio de
alimentaciéon en las larvas, el cual consisti6 en adicionar nauplios de Artemia por
primera vez a los 14 DDE, observandose diferencias significativas entre los
tratamientos basados en los protocolos de alimentacion, mas no por el tiempo de
cultivo. Esto debido a que un cambio de alimentacion de rotiferos a nauplios de Artemia
a los 14 DDE en las larvas incrementa la produccion de granulos de zimdgeno inactivos
por el pancreas que van a ser secretadas al duodeno por medio del canal colédoco,
para posteriormente ser activadas por la enzima enteroquinasa (Guillaume, J y
Choubert, 2004). Asi mismo, (Galaviz, 2004., Garcia Gasca et al., 2006.) reportan que
el desarrollo del pancreas inicia desde 2 DDE para S. annulatus y para el 4 DDE se

puede observar la porcién endocrina bien desarrollada como un solo islote asociado al
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intestino. En el presente estudio, entre el 12 DDE y 14 DDE se observa el desarrollo
completo del pancreas, y es en éste momento las células excretoras empiezan a
embeberse en el intestino, mismo que es acompafnado con un nivel alto de actividad de
tripsina, lo cual podria indicar que en (S annulatus su sistema digestivo se encuentra
mas desarrollado y apto para poder asimilar y digerir con mayor facilidad y de una
mejor forma los nauplios de Artemia ingeridos.

Tripsina y quimotripsina presentaron en el tratamiento T22 el nivel méximo de la
actividad al 35 DDE y a partir de ese dia la actividad empieza a disminuir en todos los
tratamientos, esto puede deberse a que en ese momento las enzimas digestivas como
tripsina y quimotripsina que son proteasas importantes en la digestion de las proteinas
durante el periodo larval, dejan de ser las enzimas de mayor importancia, debido a que
entre el DDE 28-35 las larvas de botete diana sufren el proceso de metamorfosis y
empiezan a ser juveniles y otras enzimas principalmente relacionadas a las micro-
vellosidades del intestino toman el lugar de la tripsina y quimotripsina (Garcia-Gasca
2006).

En el trabajo realizado en el jurel de castilla Seriola lalandi valenciennes reportan
niveles de actividad de tripsina y quimotripsina desde antes de la primera alimentacion
exdgena y se observd un incremento en la actividad en los dias posterior a la
introducciéon de nauplios de Artemia a la dieta, mismos que coinciden con los
observados en el presente estudio del S. annulatus. Resultados similares se han
observado en otras especies tales como lenguado de California, Paralichthys
californicus (Zacarias-Soto et al., 2007) y la curvina blanca Atractoscion nobilis (Galaviz

et al., 2011). EI aumento en los niveles de actividad de tripsina y por ende de
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guimotripsina al momento de introducir las Artemias a la alimentacion se puede deber a
gue estos son ricos en proteinas y aminoacidos esenciales, todas estas caracteristicas
favorecen a la secrecion de éstas proteasas por parte del pancreas (Zacarias-Soto et
al., 2007).

En el caso de la actividad de leucina-aminopeptidasa no hubo diferencias
significativas durante los primeros 14 DDE, la cual se mantuvo muy constante hasta
ese momento, a partir de los 14 DDE se observé un incremento en el nivel de actividad
que puede ser atribuido a el cambio de alimento vivo y maduracion del tracto digestivo,
mientras que los niveles mas altos de ésta actividad se presentaron en los tratamientos
26 y 30, para después empezar a disminuir su actividad en todos los tratamientos y
hasta el 35 DDE. Resultados similares fueron encontrados en Sciaenops ocellatus
(Lazo et al., 2007) que reporta que la actividad de leucina aminopeptidasa se encuentra
en una tendencia muy similar, empezando con un nivel de actividad muy bajo, para
posteriormente incrementar conforme el crecimiento de la larva, en el que se puede
reflejar la parte final de la absorcion macromolecular y también la aparicién de
transportadores de aminoacidos especificos, mismo que también se relaciona (Cahu,
Zambonino-Infante, 1995) con niveles mas bajos de leucina-aminopeptidasa durante la
primera alimentacion para después elevar el nivel de la actividad de acuerdo al
desarrollo de la larva, todo esto relacionado con la maduracion intestinal en larvas de
peces marinos.

La presencia de leucina-aminopeptidasa ha sido atribuida a una programacion
genética de su expresion que permite la absorcion de sus nutrientes, aunque su

actividad se incrementa por la adicion de las presas vivas (Zambonino-Infante y Cahu,
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1994; Tengjaroenkul et al., 2002) por otra parte en el dia 12 DDE se detect6 el maximo
de actividad, para después decaer para el dia 15 y mantener constante su actividad
hasta el final del periodo larvario. Al comparar de leucina aminopeptidasa con los
obtenidos para el lenguado Dover (Clark et al., 1986), el rodaballo (Cousin et al., 1987)
y la lubina (Cahu y Zambonino, 1997) se detect6 la misma tendencia, obteniendo
mayor nivel de actividad conforme el desarrollo de la larva y después una disminucién
abrupta al final del estudio al 40 DDE. Este tipo de fluctuaciones han sido relacionadas
junto con el aumento de las enzimas del borde del cepillo (fosfatasa alcalina), como en
el momento que se da la maduracion final de los enterocitos (Zambonino-infante y

Cahu, 2001).

9.0. CONCLUSION

El nivel de actividad de las proteasas alcalinas (tripsina, quimotripsina y leucina-
aminopeptidasa) del presente estudio fue detectado desde los primeros dias de
desarrollo, incrementando sus niveles conforme el desarrollo de la larva, sin embargo,
las larvas alimentadas con los tratamientos 22 y 30 fueron las que mostraron mejor
respuesta en la actividad de tripsina, quimotripsina y leucina aminopeptidasa indicando
que la deshabituacién alimenticia podria iniciarse a partir del 22 DDE siguiendo el

protocolo de alimentacion descrito para esta especie.

10.0. RECOMENDACIONES FUTURAS

Es necesario seguir con mas estudios en cuestion de actividad enzimatica para

cada especie, es recomendable realizar otros estudios con distintas enzimas de
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proteasas alcalinas para el botete diana tales como actividad tipo fosfatasa alcalina,
lipasa y amilasa, de esta manera poder lograr reducir ain mas los dias al momento de
la deshabituacion alimenticia y encontrar el momento adecuado de tener un intestino
completamente funcional, todo esto generando por ende un mejor crecimiento en
longitud y ganancia en peso. Es importante también mencionar que en el sector privado
lo que se busca es reducir los costos de producciéon debido a que en una actividad
primaria como la piscicultura la alimentacion representa la mitad o un poco mas de la
inversion total , entonces logrando reducir dias de alimentacién con alimento vivo se

reducen cantidades significativas de inversion.
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12.0. ANEXOS
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Weaning 14 day=s
Culture day Fotifers | B rkermia Picrodiet

1] 20 ratfml enrich

1 20 ratfml enrich

2 20 rat'ml enrich

] 20 ratfiml enrich

4 20 ratfml enrich

5 20 ratfml enrich 0.80 g per tank
E 20 rotftmlb enrich 1.0 g per tank.
T 20 rattmlb enrich 1.2 q peer tank.
i 20 rotimlb enrich 1.4 g pear tank.
3 20 ratfml enrich 1.4 g per tank
0 20 rotimlb enrich 1.4 q per tank.
11 20 robtimb enrich 1.4 g per tank.
12 20 ratfiml enrich 1.4 g per tank
13 20 ratfml enrich 1.4 g per tank
14 20 ratfml enrich 1.4 g per tank
15 1.4 q per tank.
16 1 1.4 q per tank
17 2 1.4 g pear tank.
18 3 1.4 g per tank
19 4 1.4 q per tank.
20 7] 1.4 q per tank.
21 E 1.4 g per tank
22z ¥ 1.4 g per tank
23 (5] 1.4 g per tank
24 3

26 COSECHA
26

27
it i

29
30

H
F2

33

34

36

36

37

38

39

410




"weaning 15 days

Culture day Microalgae Fiatiters | Arternia Mlicrodiet

1] 20,000 celfml nana-lzo 20 rattml enrich

1 20,000 celiml nana-lso 20 ratiml enrich

z 30,000 cellml nano-lzo 20 rattml enrich

3 20,000 celfml nana-lzo 20 rattml enrich

1 20,000 celiml nana-lso 20 ratiml enrich

b 80,000 cellml nano-lzo 20 rotfml enrich

3 30,000 celfml nana-lzo 20 ratfml enrich

7 30,000 celfml nano-lzo 20 rattml enrich

[ 20,000 celiml nana-lso 20 ratiml enrich

4 30,000 celfml nana-lzo 20 ratfml enrich 1130 g per tank,
10 30,000 celfml nano-lzo 20 rattml enrich 1.0 g per tank.
1l 30,000 celfiml nano-lso 20 ratiml enrich 1.2 g per tank,
12 80,000 celllml nana-lzo 20 rattml enrich 1.4 g per tank.
13 20,000 celfml nana-lzo 20 rattml enrich 1.4 g per tank.
14 20,000 celfml nano-lso 20 ratiml enrich newly hatch artemia 0.5/mlL 14 g per tank.
15 80,000 celllml nana-lzo 20 rattml enrich newly hatch artemia 0.5¢mL 1.4 g per tank.
16 20,000 celfml nana-lzo 20 rattml enrich newly katch artemia 0.5¢mL 1.4 g per tank.
17 20,000 celfiml nano-lso 20 ratiml enrich niendly hateh arkemia 0.5/mL 14 g per tank,
18 80,000 cellml nano-lzo 20 rotfml enrich newly hatch artemia 0.5/mlL 1.4 g per tank
19 1.4 g per tank.
20 1 1.4 g per tank.
A 2 1.4 g per tank
22 3 1.4 g per tank.
23 4 1.4 g per tank.
24 b 14 g per tank.
25 ki 1.4 g per tank.
26 7 1.4 g per tank.
Y g 14 g per tank.
28 ]

29 COSECHA
30

i
32

33

H#

i
16

i

i

3
40
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Weaning 22 days

-563-

Culture day Microalgae Fotifers | Artemia Microdiet

1] 20,000 celldml nano-lso

1 30,000 celldmL nano-lso

2 30,000 celldml nano-lsa 18 ratiml enrich

3 30,000 celldml nano-lza 15 ratiml enrich

4 20,000 celldml nano-lso 15 ratiml enrich

] 20,000 celldml nano-lso 18 rotdmlL enrich

& 20,000 celldml nano-lzo 15 ratimlL enrich

[ 20,000 celldml nano-lso 15 rotdmlL enrich

& 30,000 celldmL nano-lza 15 ratdmlL enrich

] 30,000 celldml nano-lsa 18 ratiml enrich

10 30,000 celldmL nano-lso 15 rotdml enrich

1 20,000 celldml nano-lso 15 ratiml enrich

12 20,000 celldml nano-lso 18 rotdmlL enrich

13 20,000 celfmL nanc-lso 10 rakimb enrich 020 g per tank,
14 20,000 celldml nano-lso 10 rotdml enrich newly hatch artemia 0.5!/mL 100 g peer tank.
15 30,000 celldml nano-lzo B rotfml enrich newly hatch artemia 0.50mL 1.2 g per tank.
16 30,000 celldml nano-lsa E rotiml enrich newly hatch artemia 0.50mL 1.4 g per tank.
17 30,000 celldmL nano-lso 4 rotiml enrich newly hatch artemia 0.50mL 1.4 g per tank.
18 30,000 celldml nano-lso 2 rotiml enrich newly hatch artemia 0.30mL 1.4 g per tank.
13 30,000 celldml nano-lza 2 rotiml enrich newly hatch artemia 0.30mL 1.4 g per tank.
20 20,000 celfmL nanc-lso 2 ratimL enrich METANAUPLIO ENRICH 0.1mL 1.4 q per tank,
2 20,000 celldml nano-lso METANAUFLIO ENRICH 0.18mL 1.4 g per tank.
22 30,000 celldml nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.18mL 1.4 g per tank.
23
24 1

25 2
26 3

27 4
28 5

2 G
30 7

H &
32 a

33 COSECHA

4

35
36

W

]

KE]
40




‘weaning 26 days

Culture day Microalgas | Rotiferz | Brtemia Microdiet
] 80,000 cellml nanc-lso 10 rakml enrich
1 20,000 celfml nano-lso 10 ratiml enrich
2 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich
3 20,000 celliml nano-lso 10 ratiml enrich
4 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich
b 20,000 celliml nano-lso 10 ratiml enrich
E 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich
7 30,000 celiml nano-lso 10 rakml enrich
8 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich
3 30,000 celliml nano-lso 10 rakml enrich
10 30,000 cellml nanc-lso 10 rakml enrich
1l 30,000 celllml nano-lso 10 ratfml enrich
12 30,000 cellml nanc-lso 10 rakml enrich
13 30,000 celllml nano-lso 10 ratfml enrich
14 20,000 cellml nano-lso 10 rakml enrich newly hatch artemia 0.5/mlL
15 80,000 cellml nanc-lso 10 rakml enrich newly hatch arkemia 0.5/mL
16 20,000 cellml nano-lso 10 rakml enrich newly hatch arkemia 0.5fmL
17 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich newly hatch arkemia 0.5fmL (.80 g per tank,
18 20,000 celiml nanc-l5o 10 rotiml enrich newly hatch artemia 0.20mL 1.0 g peer tank,
19 20,000 cellml nanc-lso 10 rakfml enrich newly hatch arkemia 0.3mL 1.2 g per tank
20 20,000 celiml nanc-l5o METANAUPLIO ENRICH 0. 1{mL 1.4 g peer tank,
A 20,000 cellml nanc-lso METANAUPLIO ENREICH 0_1{mL 1.4 q per tank
22 30,000 celiml nano-lso METANAUPLIO ENRICH 0. 1{mL 1.4 q per tank
23 20,000 cellml nanc-lso METANAUPLIO ENREICH 0_1{mL 1.4 q per tank
24 30,000 celliml nano-lso METANAUPLIO ENRICH 0_1{mL 1.4 q per tank
25 30,000 cellml nanc-lso METANAUPLIO ENREICH 0_1{mlL 14 g per tank
26 30,000 celllml nano-lso METANAUPLIO ENRICH 0_1{mL 1.4 g per tank
X
28 1
Pt 2
30 3
H 4
32 b
] B
) 7
] 8
36 ]
Ir COSECHA
]
]
40
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‘weaning 30 days

Culture day Microalgae | Ratifers Artemia Microdiet
1] 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotiml enrich
1 20,000 celltml nano-lzo 10 ratiml enrich
2 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotml enrich
3 20,000 cellfmL nano-lzo 10 ratiml enrich
4 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotml enrich
b 30,000 cellfmL nano-lzo 10 ratdml enrich
g 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotml enrich
[ 30,000 cellimL nano-lzo 10 rotiml enrich
L 30,000 celltmL nano-lzo 10 robmlL enrich
3 30,000 cellimL nano-lzo 10 rotiml enrich
10 20,000 celltml nano-lzo 10 ratiml enrich
1l 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotiml enrich
12 20,000 cellfmL nano-lzo 10 ratiml enrich
13 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotml enrich
14 30,000 cellfmL nano-lzo 10 ratdml enrich newly hatch artemia 0.5/mL
15 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotml enrich newly hatch artemia 0.50mL
16 30,000 cellimL nano-lzo 10 ratiml enrich newly hatch artemia 0.50mL
17 30,000 celltmL nano-lzo 10 robmlL enrich newly hatch artbemia 0.50mL
18 30,000 cellimL nano-lzo 10 rotiml enrich newly hatch arternia 0.3mL
14 30,000 celltmL nano-lzo 10 robml enrich newly hatzh artemnia 0.3mL
20 30,000 cellmL nano-lzo 10 rotiml enrich METANAUFPLIO ENRICH 0.1imL 0.60 q per tank
| 30,000 cellmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 030 g per tank
22 30,000 cellmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 1.0 g per tank.
23 20,000 cellfmL nano-lzo METANAUPLIO ENRICH 0.1imL 1.2 gper tank.
24 30,000 cellmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 1.4 gper tank.
] 30,000 cellfmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 1.4 gper tank.
26 30,000 celltmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0_1imL 1.4 gper tank.
27 30,000 cellimL nano-lzo METANAUFPLIO ENRICH 0_1imL 1.4 g per tank.
28 30,000 celltmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 1.4 gper tank.
249 30,000 cellmL nano-lzo METANAUFPLIO ENRICH 0.1imL 1.4 g per tank.
30 30,000 celltmL nano-lzo METANAUFLIO ENRICH 0.1imL 1.4 gper tank.
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