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Uso de microagregados como primer alimento en larvas de pez blanco (Chirostoma estor)

I. RESUMEN

La larvicultura de peces estad basada principalmente en alimentos vivos
(rotiferos, copépodos y nauplios de artemia), lo que incrementa los costos de
produccion. Es necesario el desarrollo de microdietas apropiadas para larvas, que
permitan prescindir del alimento vivo. Las microdietas son alimentos especificos
con una calidad estandar, de facil almacenamiento y manejo, que pueden proveer
los nutrientes necesarios para un adecuado crecimiento y alta supervivencia de
larvas de peces. El objetivo del presente estudio fue desarrollar una microdieta
como primer alimento para larvas de pez blanco (Chirostoma estor). Para ello, se
realiz6 un pre-experimento con larvas de 0 a 30 dias post-eclosion (dpe), en
donde se probaron dos tratamientos de alimentacion, en uno las larvas fueron
alimentadas con una microdieta comercial (Otohime A1®), mientras que en otro
las larvas fueron alimentadas con rotiferos (Brachionus plicatillis). Los resultados
mostraron que las larvas pueden consumir microdietas desde la eclosion. Con
base en estos resultados, se realizd un primer experimento para determinar el
tiempo minimo de destete de larvas de C. estor, durante el cual se evalu6 el
desemperfio de las larvas hasta los 30 dpe sometidas a cuatro tratamientos, un
control en el que se alimentaron Unicamente con rotifero, otro en que se
alimentaron desde el dia de la eclosion con Otohime A1® y otros dos en los que
fueron alimentadas los primeros dias con rotiferos (B. plicatillis) y posteriormente
destetadas a los 5 y 10 dpe con Otohime A1®. Los resultados mostraron que el
mejor tiempo para el destete de las larvas fue a los 10 dpe, obteniendo un
crecimiento y supervivencia similar (p>0.05) a las que fueron alimentadas sélo con
rotiferos. Finalmente, se realizé un segundo experimento para evaluar dietas con
diferentes proporciones de fuentes de proteinas fibrosas (f) y solubles (s) (25f:75s,
50f:50s y 75f:25s) y una dieta similar a la comercial denominada “Like Otohime”.
Las larvas alimentadas con Otohime A1® y la dieta “Like Otohime” no presentaron
diferencias significativas en crecimiento y supervivencia (p>0.05). Sin embargo, las
alimentadas con la microdieta 25f:75s, presentaron un crecimiento
significativamente mayor (p=0.037) que las alimentadas con Otohime A1® y una
mayor supervivencia (p=0.018) que las alimentadas con las microdietas 50f:50s y
75f:25s. Se concluye que las larvas de C. estor pueden ser alimentadas desde el
momento de su eclosién con dietas microagregadas. Sin embargo, cuando son
destetadas a los 10 dpe la tasa de supervivencia y el crecimiento son mejores
(p<0.05). Ademas, una combinacion de 25% de fuentes de proteina fibrosa y 75%
de fuentes de proteina soluble en la dieta, incrementa significativamente el
crecimiento y la supervivencia de las larvas.

Palabras clave: Microdieta, destete, larvas, crecimiento, supervivencia.
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II. ABSTRACT

The fish larviculture is based primarily on live feed (rotifers, copepods and
artemia nauplii), which increases the production costs. It is necessary to develop
proper microdiets in order to replace live feeds. Microdiets are specific feeds with a
standard quality, easy handle and storage, which can provide the nutrients needed
for proper growth and high survival of fish larvae. The aim of this study was to
develop a microdiet as first feed for Mexican silverside (Chirostoma estor) larvae. A
pre-experiment was performed with newly-hatched larvae to compare the
performance of larvae fed a commercial microdiet (Otohime A1®) and larvae fed
rotifers (Brachionus plicatillis), up to 30 days post-hatching (dph). The results
show that C. estor larvae can consume microdiets since hatching. Based on these
results, a first experiment was performed to determine the minimum weaning time
for C. estor larvae. During the experiment, the performance of newly-hatched
larvae was evaluated with four different feeding treatments, one in which larvae
were fed only with rotifers until 30 dph, other in which larvae were fed only with
Otohime A1® since hatching, and the other two, in which larvae were fed the first
days after hatching with rotifers (B. plicatillis) and weaned at 5 and 10 dph with
Otohime A1®. The results showed that the best time for weaning larvae was 10
dph, obtaining similar survival and growth (p>0.05) than larvae fed only with
rotifers. Finally, a second experiment was realized to evaluate the performance of
larvae fed diets with different proportions of fibrous (f) and soluble (s) protein
sources (25f:75s, 50f:50s y 75f:25s) and a diet similar to Otohime A1l®, named
“Like Otohime”. The growth and survival of larvae fed with Otohime A1® and the
diet “Like Otohime” were not significantly different (p>0.05). However, the larvae
fed with microdiet “25f:75s”, showed a significantly higher growth (p=0.037) than
larvae fed with Otohime A1® and a higher survival (p=0.018) than larvae fed with
microdiets 50f:50s and 75f:25s. It can be concluded that C. estor larvae can be
weaned from the time of hatching using microdiets. However, when the larvae are
weaned at 10 dph, the survival rate and growth are better (p<0.05). Furthermore, a
combination of 25 % of fibrous protein sources and 75 % of soluble protein sources
in the diet, significantly increases growth and survival of larvae.

Keywords: Microdiet, weaning, larvae, growth, survival.
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I1I. INTRODUCCION

Los peces son uno de los grupos mas numerosos Yy diversos, (28,000
especies) y presentan una gran variedad de adaptaciones morfologicas,
fisiolégicas y de comportamiento, lo que les permite ocupar casi cualquier tipo de

hébitat y dominar las aguas de todo el planeta (Moyle y Cech 2000).

La alimentacion de larvas es uno de los principales problemas en los
cultivos de peces, principalmente marinos (Watanabe y kiron 1994; Tucker 1998;
Cahu y Zambombino-Infante 2001; Langdon 2003). La primera alimentacion de
las larvas es critica, debido a que durante el periodo larvario se presenta la mayor
mortalidad de los peces, pues las larvas no aceptan facilmente alimentos
preparados y el tamafio de la particula debe ser menor a 250 u para ajustarse a la
boca de las larvas en crecimiento. (Villegas y Kanazawa 1980; Kanazawa et al.
1982; Langdon et al. 1985; Jones y Kurmaly 1987; Kanazawa y Teshima 1988;).
Por lo anterior, el cultivo larvario de la mayoria de las especies de peces ha
dependido hasta ahora, en su primera etapa, de la disponibilidad de presas vivas
(rotiferos, copépodos o nauplios de artemia) como primer alimento (Buchet et al.
2000; Lazo 2000; D’Abramo 2002)

Muchas especies de peces que inicialmente requieren alimentos vivos en
sus dietas necesitan ser entrenadas para aceptar alimentos preparados. Este
entrenamiento, es conocido como “destete”. Muchos experimentos han sido
conducidos con el fin de adelantar el tiempo del destete en numerosas especies
de peces (principalmente marinos). El destete es un problema significativo para las
larvas de un gran numero de especies de peces marinos que no aceptan
facilmente alimentos preparados, por lo que la fabricacion de un alimento de
calidad uniforme (en términos del contenido de ingredientes) con tamafos de
particula extremadamente pequefios sigue siendo un problema tecnoldgico.
(Rodriguez-Aguilera 2009).
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El pez blanco de Patzcuaro es un atherinopsido de agua dulce, que
comparte muchas caracteristicas con peces marinos, debido a un ancestro comun
(Martinez-Palacios et al. 2007). Es un organismo zooplanctéfago vy filtrador, que
carece de estdbmago y su alimentacion esta basada principalmente en alimento

vivo (Martinez-Palacios et al. 2008).

El cultivo de larvas de pez blanco (Chirostoma estor) es Optimo en
ambientes salinos, y como en la larvicultura de especies marinas, su alimentacion
esta casi totalmente basada en alimento vivo, por lo que aun no es posible lograr
el destete antes de 2 6 3 meses. Ademas, una vez que las larvas son destetadas,
aun es necesario complementar las dietas artificiales con alimento vivo para evitar

una elevada mortalidad y bajo crecimiento (Martinez-Palacios et al., 2004)

De acuerdo con diversos autores, el alimento vivo es altamente eficiente
para inducir crecimiento y supervivencia en las larvas (Cahu y Zambonino 1997).
Sin embargo, este presenta la gran desventaja de poseer una calidad nutricional
incierta (Muir y Sutton 1994; Ronnestad et al. 2001; Takeuchi et al. 2003) y para
su disponibilidad requiere de una elevada inversion econémica, tiempo, y mano de
obra altamente calificada, conformando los llamados “cultivos auxiliares” (alimento
Vvivo), los cuales incrementan los costos de produccion durante las fases larvarias
en cultivo (Cahu y Zambonino 2001; Copeman et al. 2001; Garcia-Ortega et al.
2003).

El alto costo de los cultivos auxiliares, ha impulsado a los investigadores a
desarrollar estrategias de alimentacion que reduzcan casi al minimo la etapa de
alimentacion con presas vivas, iniciando la alimentacion inmediatamente después
de la eclosion con dietas inertes o adelantando el tiempo del destete de las larvas,
mediante el uso de dietas microagregadas (secadas por aspersion), elaboradas a
base de carne de pescado, levaduras, pasta de soya, etc., tratando de sustituir
total y/o parcialmente el uso de alimento vivo (Rodriguez-Aguilera 2009). Sin
embargo, al momento de elaborar dichas dietas, es necesario tener en cuenta

ciertas consideraciones como contar con alimentos de alta calidad que mantengan
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un ambiente saludable en el agua, reduzcan el riesgo de enfermedades y permitan
disminuir los costos que involucra la produccién del alimento vivo (Villegas y
Kanazawa 1980; Kanazawa et al. 1982; Langdon et al. 1985; Jones y Kurmaly
1987; Kanazawa y Teshima 1988; Martinez-Palacios et al. 2002)

Cuando se cambia directamente de alimento vivo a alimentos preparados,
algunas veces se utilizan inicialmente alimentos hiumedos, debido a que su textura
suave es mas parecida a la de los organismos vivos que a la de una particula de
alimento seco. Sin embargo, son muchos los factores (palatabilidad, tamafio de
particula, flotabilidad, etc.) que deben ser considerados al momento de formular
una dieta inerte que tenga rendimientos de crecimiento y supervivencia larvaria
similares o mejores que las presas vivas (Dinis et al. 2000; Garcia-Ortega 2000 y
Ronnestad et al. 2000). Por lo cual, la formulacion es crucial para el desarrollo de
una dieta artificial, puesto que condiciona el éxito o fracaso de la misma en la

alimentacion de las larvas.

El spray-drying o nebulizacion es una tecnologia muy usada en la industria
farmacéutica y alimentaria, la cual recientemente ha sido introducida en la
industria de alimentos para larvicultura marina (principalmente de camarones
peneidos), para la fabricacion de alimento microparticulado o microdietas
(Pedroza-Islas et al. 2000). No obstante, el secado por aspersion o spray drying es
una técnica que ha sido poco explorada a pesar de que cuenta con gran potencial
para ingredientes frescos y labiles pues el producto obtenido presenta poca
modificacion quimica debido a la rapidez del proceso de secado (Masters 1985;
Dziezack 1988).

A pesar del avance obtenido en la elaboracion de las microdietas, son
muchos los factores que deben ser considerados a la hora de formular una dieta
inerte que tenga rendimientos de crecimiento y supervivencia larvaria similares o
mejores que las presas vivas (Garcia-Ortega 2000; Dinis et al. 2000; Ronnestad et
al. 2000).
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Hasta la fecha, so6lo se habia probado una microdieta comercial (INVE®) en
larvas de pez blanco, con una mortalidad total de las larvas (Datos no publicados),
por lo que se ha dependido totalmente de alimentos vivos para su primera
alimentacion y aun no es posible lograr su destete antes de 2 0 3 meses. Ademas,
una vez que el pez es destetado aun es necesario complementar las dietas
artificiales con alimento vivo, para evitar una elevada mortalidad y un bajo

crecimiento (Martinez-Palacios et al. 2004).

Recientemente, se ha invertido mucho esfuerzo en el estudio de la biologia
y desarrollo del cultivo de C. estor (Martinez-Palacios et al. 2004; Martinez-
Palacios et al. 2006; Ross et al. 2006), aunque aun es necesaria MAas
investigacion para entender la alimentacion y nutriciobn de la especie, asi como
también para optimizar estrategias de alimentacion y dietas para el cultivo. Aun
cuando el manejo de la crianza y la incubacion han sido desarrollados
exitosamente, hasta el dia hoy existe una dependencia de alimento vivo y existen
algunos problemas con las dietas formuladas. Sin embargo, la investigacion esta
en curso para reducir o incluso eliminar el alimento vivo tan pronto como sea

posible. (Martinez-Palacios et al. 2008).

Actualmente no existe informacion disponible sobre la calidad de los
ingredientes proteinicos que deben constituir las primeras dietas para el destete
de las larvas de pez blanco y se desconocen los requerimientos de proteina de las
mismas. El objetivo del presente estudio es desarrollar una dieta microagregada
para reducir el tiempo de destete en larvas de pez blanco (Chirostoma estor) y al
mismo tiempo evaluar diferentes tipos de proteinas en la dieta. Esta informacion
es fundamental para desarrollar una dieta bien equilibrada que permita un mejor
crecimiento, supervivencia y utilizaciébn del alimento por estas larvas, lo que
permitira un mejor manejo de la especie en sistemas intensivos de cultivo,

reduciendo el uso de alimento vivo.
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IV. ANTECEDENTES

IV.1 Descripcion de la especie

El pez blanco (Chirostoma estor) es un antherinopsido dulceacuicola, nativo
de la meseta central de México. Es considerado como la principal especie de la
pesqueria artesanal del lago de Patzcuaro (hoy en total decadencia), donde por
muchos afios, ha sido la base de la subsistencia de los riberefios Purépechas.
Esta especie tiene un alto valor en México, tanto cultural como econémico. Sin
embargo, sus poblaciones se encuentran en riesgo debido a la contaminacion, la
introduccién de especies exéticas y la sobre explotacion (Martinez-Palacios et al.
2002).

Una alternativa para recuperar las poblaciones del pez blanco, asi como
para crear fuentes de ingresos para los pescadores de la zona, es la
implementacion de su cultivo, puesto que esta especie nativa cuenta con un gran
potencial para la acuicultura. En afios recientes, ha incrementado el interés por su
cultivo. Desde hace algunos afios se han realizado varias pruebas para cultivar
esta especie a escala experimental (Lara 1974; Armijo y Sasso 1976). Sin
embargo, en los intentos que se han realizado a través de los afios para
implementar el cultivo de pez blanco, en general se ha obtenido una baja
supervivencia en las etapas larvarias, principalmente debido al desconocimiento
de los requerimientos de las larvas de estos peces (Martinez-Palacios et al. 2002).
En la actualidad se tienen grandes avances en el desarrollo del cultivo de la
especie y recientemente se ha comenzado a investigar sobre requerimientos

bésicos de su cultivo (Martinez-Palacios et al. 2007; 2008).

El pez blanco de Patzcuaro es oviparo, carece de habitos de nidificacion y
cuidado parental. Su temporada de reproduccion se intensifica durante los meses
calidos del afio, principalmente de marzo a junio. En dicha especie, el cortejo de
apareamiento consiste en la persecucion de una hembra por varios machos que la

rozan en repetidas ocasiones, realizando la ovoposicion cuando se encuentran
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cerca de algas filamentosas que usan como sustrato. Una hembra madura es
capaz de desovar todo el afio, pero lo hace con mayor intensidad en el periodo
comprendido entre Marzo y Junio (Rosas 1976). La produccion promedio de
huevecillos por hembra va 15,000 a 20,000 por desove, son de color ligeramente
ambar, poseen de 6 a 9 filamentos interlobulares adherentes y su diametro es de
900 a 1,000 p (Soldérzano 1963).

Por otro lado, los huevecillos de C. estor son pequefios, contrario a otras
especies de agua dulce. Dichos huevos poseen una cantidad limitada de vitelo
acompafiado de un gran globulo de aceite que utilizan como reserva energética, la

cual es consumida durante los primeros dias del desarrollo larvario (Chapman

1992).

IV.1.1 Caracteristicas de los huevos y primeras larvas

De acuerdo con Segner et al. (1994) las larvas de los peces tienen
caracteristicas especificas, tales como el desarrollo del tracto digestivo al inicio de
la alimentacion exdgena, la cual puede ser una adaptacion al tamafio del animal.
Ademas, peces con huevos grandes, absorben su saco vitelino en largos periodos
y presentan larvas de mayor tamafo, lo cual favorece una organogénesis
avanzada del tracto digestivo al momento de la primera alimentacién; mientras que
peces con huevos muy pequefios, como es el caso de peces marinos, muestran
una organogeénesis incompleta del tubo digestivo al comienzo de la alimentacion

exégena.

Los huevos del pez blanco (Chirostoma estor) son de tamafio pequefio
(entre 0.9 y 1.2 mm de didmetro) poseen de seis a ocho hilos adherentes y las
larvas recién eclosionadas miden entre 4.5 y 5 mm de longitud total. Los huevos
fertilizados tardan de siete a ocho dias en eclosionar (a 25 °C) y el saco vitelino
desaparece hacia el tercer dia después de la eclosion (Campos 2000; Martinez-
Palacios et al. 2002). No se ha definido la duracion del periodo larvario de esta
especie y se carece de conocimientos basicos acerca de los cambios funcionales

y estructurales del aparato digestivo y del metabolismo de sus estadios
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tempranos. Las larvas antes de la eclosion poseen un desarrollo extraordinario de
los ojos que se hace patente en su habilidad de captura de presas en el momento
de la eclosién (Martinez-Palacios et al. 2002).

IV.1.2 Estructuras bucales y faringeas de larvas de Chirostoma estor

De acuerdo a un estudio realizado por Ross et al. (2006), el pez banco es
filtrador con una pequefa boca superior, protractil, con estructuras especializadas
de alimentacion en los arcos branquiales y dientes faringeos. La mandibula inferior
tiene cuatro hileras de dientes conicos, simples, inconspicuos, los cuales son
pequefios y fragiles. Estas estructuras son indicativas de un depredador pelagico

gue se alimenta de presas pequefas.

Al evaluar las estructuras bucales y faringeas de larvas de pez blanco con
el fin de tratar de determinar algunos aspectos de la anatomia bucal de esta
especie y esclarecer con base en ella sus habitos alimenticios, se encontré que las
larvas de C. estor a los 10 dias de edad tienen una placa faringea con solo dos
dientes faringeos monocuspides, los cuales a partir del dia 80 son cada vez mas
numerosos y complejos hasta convertirse en un sistema complejo de trituracion
zooplanctéfago cuando alcanza su estado juvenil y adulto. Ademas cuenta con
numerosas espinas branquiales en todos los arcos que conforman en un sistema
complejo de filtracion para atrapar pequefias presas. Sin embargo, esto no evita
que la especie pueda incluir dentro de su dieta, de manera oportunista, Astacidos
(Astacidos) de tamafio mediano y algunos peces cuando alcanza las tallas adultas
(Martinez-Palacios et al. 2002; Ross et al. 2006).Asi, los peces juveniles y adultos
tienen un sistema de filtracién tipica de un zooplanctéfago, aunque los peces
adultos ocasionalmente se alimentan de peces y crustaceos pequefios (Ross et al.
2006).

La estructura y conformacion de la canasta branquial es una caracteristica
notable de la cavidad ventral de la boca. El primer arco branquial cuenta con dos
tipos de espinas branquiales: espinas largas, dirigidas hacia adelante, y una fila de

espinas mas pequefas, idénticas a las dos filas de espinas mas pequefas que se
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encuentran en los arcos branquiales 2 a 4. Las almohadillas de los arcos 2 a 4 se
entrelazan exactamente, formando un filtro constituido de un tapete de
almohadillas espinosas. La especie también posee notables dientes faringeos
dorsales y ventrales, aunque estos son rudimentarios en etapas tempranas. Las
almohadillas faringeas se desarrollan visiblemente en el quinto ceratobanquial,
conforme el crecimiento del pez y los adultos tienen un gran nimero de dientes
afilados inconspicuos con filas de grandes dientes molariformes sobre el borde

posterior de la almohadilla ventral (Martinez-Palacios et al. 2008).

Estas estructuras bucales de C. estor tienen muchas caracteristicas de un
filtrador de flujo transversal. De esta forma, agregados de zooplancton filtrado son
presentados en forma concentrada a los dientes faringeos en la parte posterior de
la cavidad bucal, donde son pre-molidos antes de pasar al aparato digestivo para
posteriormente ser triturados por poderosas enzimas (Martinez-Palacios et al.
2008).

IV.1.3 Morfologia e histologia del tracto digestivo

El tracto digestivo del pez blanco (C. estor) es una estructura curveada
simple, relativamente indiferenciada, sin un estdbmago o apéndice pilorico
identificable (Ross et al. 2006). El eséfago es un tubo muscular corto, el cual tiene
una mocosa epitelial suavemente doblada, estratificada en la parte anterior pero
estratificada y simple en la parte posterior. Las células epiteliales contienen
sustancias mucosas en el citoplasma y la submucosa esta compuesta por tejido
conectivo algo mas denso que el de la lamina propia. El intestino cosiste de tres
secciones: anterior, posterior y el recto. No existe evidencia morfolégica o
histolégica de un estdbmago, no se localiza engrosamiento, ni aumento de la
musculatura o presencia de apéndice pilérico hasta el tamafio maximo de la
especie. La seccién anterior, a la cual estan conectados los conductos biliares, se
localiza antes del rizo del tracto y es analoga al duodeno. La parte posterior del
intestino es mas muscular después del rizo (curva). La mucosa intestinal esta
compuesta por una sola capa de grandes células columnarias que contienen

células caliciformes dispersas. Los pliegues de la mucosa son profundos a lo largo
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del intestino hasta el recto, donde los pliegues se vuelven superficiales. El recto

también tiene capas musculares engrosadas (Martinez-Palacios et al. 2008).

La longitud total del tracto alimenticio en relacion con la longitud del cuerpo
se mantiene constante hasta el tamafio maximo de la especie y es relativamente
pequefia de 0.3:1. La falta de un estdbmago o un apéndice pilérico es indicativa de
un consumidor continuo accediendo a presas abundantes y altamente digeribles
(Ross et al. 2006).

IV.1.4 Capacidad digestiva durante la ontogenia larval

De acuerdo con Cahu y Zambonino-Infante (2001), la organogénesis de
larvas de peces (principalmente marinos) no es completamente lograda al
momento de la eclosién, puesto que estudios histolégicos han revelado que la
anatomia del tracto digestivo experimenta cambios durante algunas semanas. No
obstante, estudios bioquimicos realizados durante los ultimos 20 afios han
demostrado que muchas enzimas digestivas estan presentes en larvas tempranas,
por lo que las larvas no carecen de enzimas digestivas. Ademas, las enzimas
pancreaticas ya son detectadas antes de la apertura de la boca y su sintesis no es
inducida por la digestion de la dieta. Sin embargo, los mecanismos de secrecion
del pancreas y la accion enzimatica se vuelven cronolégicamente eficientes
después de su sintesis. Asimismo, la aparicion de funciones digestivas, asociadas
con transformaciones morfologicas, sigue una secuencia cronolégica como en
mamiferos, pero experimenta grandes cambios durante varias semanas (Cousin y
Baudin-Laurencin 1985; Boulhic y Gabaudan 1992; Vu 1993). Sin embargo, una
dieta inadecuada puede retrasar la aparicion de los mecanismos de secrecién
ocasionando la muerte de las larvas, ya que un proceso adecuado de maduracion
digestiva esta asociado con alta supervivencia de larvas (Cahu y Zambonino-
Infante 2001).

Durante su desarrollo temprano, las larvas exhiben una gran capacidad
hidrolitica, en relacion con su peso. Algunos patrones de actividad enzimatica son

dependientes de la edad, pero pueden ser modulados por la composicién de la
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dieta. Por lo tanto, las larvas tienen la capacidad de digerir y crecer bien con dietas
compuestas, si la dieta es bien adaptada a la especie (Cahu y Zambonino-Infante
2001). Aunque el sistema digestivo de muchas larvas de peces esta bien equipado
para procesar sus presas haturales (alimento vivo) durante su alimentacion
exdgena (Govoni et al. 1986; Kjorsvik et al.1991), ellas no son capaces de utilizar

dietas microparticuladas con la misma eficiencia (Segner et al. 1993)

Hasta hoy en dia, se considera que las dietas inertes son insuficientes para
la alimentacion de larvas de peces marinos, debido principalmente a su estricta
dependencia en el alimento vivo, su pobre actividad enzimatica y a que su sistema
digestivo no es completamente funcional comparado con individuos juveniles de la

misma especie (Yufera et al. 2000).

Los cambios en el sistema digestivo de las larvas durante su desarrollo
sugieren que los requerimientos nutricionales no son similares entre larvas y
juveniles. Ciertamente una formulacion que sostiene un buen crecimiento en
juveniles induce pobres resultados en el crecimiento y la supervivencia de las

larvas (Cahu y Zambonino-Infante 2001).

Las dificultades experimentadas a la fecha en el desarrollo de una dieta
artificial adecuada para el cultivo de larvas C. estor y su tiempo relativamente
largo de destete, han llevado a la investigacion sobre la fisiologia digestiva de las
larvas. Dichos estudios son esenciales para entender sus requerimientos
nutricionales, lo cual puede permitir el desarrollo de dietas artificiales adecuadas
para esta etapa, y ayudar a determinar el tiempo mas apropiado para el destete
(Martinez-Palacios et al. 2008).

De acuerdo con Pedersen et al. (1987), la capacidad digestiva esta
directamente relacionada con la cantidad de enzimas digestivas disponibles,
necesarias para el rompimiento extracelular de un alimento. Ademas, la ontogenia
de las enzimas digestivas esta principalmente “pre-progamada” y puede ser
sutiimente modificada por la composicion de la dieta (Henning et al. 1994). Por lo

tanto, el andlisis de enzimas puede utilizarse como herramienta para el
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entendimiento de las condiciones nutricionales de las larvas en etapas tempranas
de desarrollo. Al ser la actividad de las enzimas digestivas un buen indicador de la
capacidad digestiva de las larvas, el momento de mayor actividad enzimatica
puede indicar que el individuo esta fisioldgicamente listo para digerir alimento

exdgeno (Gawlicka et al. 2000).

Existen muchas consideraciones a tener en cuenta al momento de
desarrollar una microdieta. La primera guarda relacion con la capacidad de las
larvas para digerir las microdietas inertes. Esta capacidad se encuentra
estrechamente relacionada con el tipo y cantidad de enzimas digestivas que

poseen las larvas en el momento de su eclosién (Rodriguez-Aguilera 2009).

El primer hecho importante a sefialar es que la mayoria de las larvas en el
momento de la eclosion no poseen un estdbmago funcional. Esto hace que la
digestién acida a base de pepsina no se pueda llevar a cabo y se hable de una
digestion alcalina en lugar de una &cida (Diaz et al. 1995). Esta digestion es
regulada principalmente por la hormona peptidica Colecistoquinina (CCK), que
regula entre otras la liberacion de la bilis y de enzimas digestivas pancreaticas,
mostrando ademas, cierta influencia sobre la actividad motora peristaltica y la
regulacion del vaciado de intestino y estdbmago en caso de existir (Ronnestad
2002). Asi, las principales enzimas que participan en la digestion de las larvas, de

acuerdo al nutriente o sustrato sobre el cual actlan, son:

-Proteasas: Enzimas que participan en la digestion de proteinas, péptidos y
aminoacidos. En larvas de peces marinos, generalmente esta digestion se da a
base de proteasas alcalinas secretadas por el pancreas (tripsina y quimotripsina),
en la parte posterior del intestino. También participan en el proceso de digestion
de proteinas, enzimas secretadas en la membrana intestinal (aminopeptidasas,
fosfatasas alcalinas y carboxipeptidasas, entre otras) y en el interior de la célula
(catepsinas) (Diaz et al. 1995; Moyano et al. 1995; Alarcon-L6pez y Martinez-Diaz
2000; Lazo 2000; Ronnestad 2002).
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-Lipasas: la digestion lipidica es iniciada por la presencia de sales biliares
en el intestino anterior y es regulada por la presencia o ausencia de enzimas tales
como lipasa neutra no-especifica, lipasa pancreatica especifica y co-lipasa, entre
otras (Alarcén-Lépez y Martinez-Diaz 2000; Lazo 2000). En general, se sabe que
los lipidos son utilizados como fuente primaria de energia justo después de la
eclosion (Vazquez et al. 1994), de lo cual se asume que las larvas ya cuentan con
una bateria enzimatica desarrollada para la utilizacion de lipidos desde antes de la

eclosion.

- Amilasas y Maltasas: los carbohidratos no son tan relevantes para las
larvas de peces que obtienen energia a partir de proteinas y lipidos,
principalmente. Sin embargo, es importante sefialar que su digestion en la etapa
larval estd mediada principalmente por dos tipos de enzimas, las amilasas y las
maltasas (Alarcén-Lopez y Martinez-Diaz 2000; Lazo 2000).

Algunas enzimas proteoliticas (proteasas o peptidasas) han sido propuestas
como indicadores de la condicién nutricional de las larvas de peces; estas enzimas
intervienen en la utilizacibn de proteinas y consecuentemente afectan el
crecimiento del organismo (Dabrowski y Glogowski 1977). Como lo afirman Diaz et
al. (1997), la actividad proteolitica es un aspecto decisivo para establecer si las

larvas tienen la habilidad de utilizar dietas artificiales.

La actividad digestiva pancreética e intestinal es adquirida tempranamente
en larvas de C. estor, y puede ser detectada al momento de la eclosiéon, como
ocurre en otras especies (Martinez-Palacios et al. 2008). Con la excepcién de la
leucin alanin peptidasa, el perfil de las enzimas digestivas estudiado encaja con el
modelo de maduracion que se ha descrito para los peces marinos (Zambonino-
Infante y Cahu 2001), en el cual tienen un aumento en la actividad a los 20 dias
después de la eclosion (dph) seguida por una disminucién a los 30 dph. Estos
perfiles de actividad enzimatica tienen su origen en eventos como el fin de

procesos de diferenciacion y procesos de osificacidbn que ocurren desde los 20
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dph (Rojas et al. 2000), el cambio en el tipo de alimento vivo y el mas probable

cambio en su codificacion genética (Cara et al. 2003).

Rios Duran (2000) report6é una alta capacidad proteolitica alcalina con altos
niveles de actividad enzimatica tipo tripsina. Sin embargo, Toledo-Cuevas et al.
(2011) recientemente encontraron incluso actividades de quimiotripsina mas altas
que las reportadas para peces que poseen un estdmago (Baragi y Novell1986).
Esta gran actividad puede ser una respuesta a la abundancia de oligopeptidos
(Zambonino-Infante et al. 1997) encontrados en el alimento vivo y como una
compensacion por la ausencia de pepsina, la cual actia sobre los mismos sitios.
En contraste, bajas actividades de lipasa dependiente de bilis y a-amlilasa fueron
encontradas en todas las etapas de las larvas, mostrando niveles significativos
durante el primer dia post eclosion (dph), pero cayendo a los 10 dph, esto
posiblemente esta relacionado a la parte final de la lecitotrofia (Martinez-Palacios
et al. 2008). Las peptidasas y fosfatasas alcalinas tienen los niveles mas altos
entre las enzimas del intestino, sugiriendo una maduracién digestiva temprana, ya
que las enzimas intestinales son buenos indicadores del establecimiento y
desarrollo temprano de habilidades digestivas y de absorcion (Zambonino-Infante
y Cahu 2001).

Ademas, en el pez blanco la actividad de la leucina aminopeptidasa en el 20
dph es similar a la encontrada en el pez agastrico (sin estbmago) Rutilus rutilus,
pero mucho mas alta que la encontrada a la misma edad en peces con estbmago
como Pseudosciaena crocea (Ma et al. 2005), Salmo gairdneri y Coregonus sp.
(Lauff y Hoffer 1984). En general, estas altas actividades proteoliticas alcalinas
probablemente compensan la ausencia de un estbmago y la falta de actividades
proteoliticas acidas en C. estor (Martinez-Palacios et al. 2008). La alta actividad
citolsolica de la leucin alanin peptidasa encontrada durante las fases larvarias y
por encima de 90 dph en juveniles de C. estor es similar a la encontrada en R.
rutilus, otro pez agastrico (Lauff y Hoffer 1984), y es cuatro veces mas grande que
la encontrada en peces con estbmago como Dicentrarchus labrax y P. crocea
(Zambonino-Infante y Cahu 1994; Ma et al. 2005).
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En resumen, las larvas de C. estor parecen tener un perfil de enzimas
apropiado para digerir proteinas eficientemente, pero tienen gran dificultad para
digerir carbohidratos. Estas también presentan una baja actividad de la lipasa
dependiente de sales biliares, aunque se desconoce la actividad de la lipasa
pancreética. A pesar de que los resultados muestran una maduracion digestiva a
lo largo del desarrollo larvario, la actividad enzimatica citosdlica sugiere una
maduracion digestiva tardia, o bien, un modelo diferente al descrito para peces
marinos (Toledo-Cuevas et al. 2011). Las primeras actividades de las enzimas
pancredticas e intestinales probablemente preparan al pez para digerir reservas
vitelinas y alimento vivo, pero su posible maduracion tardia puede causar dificultad
en la digestion de dietas artificiales. No obstante, son necesarios mas estudios
enzimaticos para caracterizar ain mas la capacidad digestiva de estos peces sin
estdbmago, asi como para establecer un mejor tiempo en el cual la maduracion

digestiva permita el destete de las larvas (Martinez-Palacios et al. 2008).

V.2 La primera alimentacion en larvas de peces

En peces, como en otros seres vivos, se denomina alimentacion al proceso
por el cual se adquiere la energia y nutrientes necesarios para el crecimiento,
reproduccion y la realizacion de todas las funciones metabdlicas llevadas a cabo
en cada organismo (Wetzel 2001). La alimentacion y nutricion larvaria es muy
importante en la acuicultura, ya que esto determina la disponibilidad de peces para
su cultivo (Navarrete-Ramirez 2006). Actualmente, las estrategias utilizadas en la
alimentacion de larvas de peces marinos han incluido la utilizacion de presas vivas
(rotiferos, copépodos y nauplios de artemia) y el desarrollo de microdietas (Lazo
2000). Sin embargo, muy pocas especies han sido cultivadas con éxito basandose

Gnicamente en dietas artificiales durante sus primeros estadios (Jones et al. 1993).

Es por ello, que la produccion extensa de larvas es una etapa sumamente
critica en el cultivo de cualquier especie de peces, debido a la gran mortalidad
(Martinez-Palacios et al. 2008) ocasionada principalmente por el periodo de
transicion entre la reabsorcion del saco vitelino y la primera alimentacién exdégena

de las larvas (Jones y Houde 1986; Watanabe y Kiron1994;) o bien, por un
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sistema digestivo inmaduro que dificulta la digestion del alimento artificial (Hoffer y
Nassir-Uddin1985). El sistema digestivo de las larvas de peces esta adaptado
para la digestion de organismos zooplanctonicos (alimento vivo). Aunque, su
capacidad para procesar alimentos artificiales ha sido muy discutida (Segner et al.
1989). Ademas, existen algunos factores cruciales que determinan el tamafio y el
tipo de alimento que se les debe proporcionar a las larvas, como son cambios
morfologicos, el tamafo de la boca y la diferenciacion del tracto digestivo (Blaxter
1988).

Debido a la gran inversion requerida en la larvicultura de cualquier especie
acuicola, es indispensable reducir o eliminar el periodo en el que se proporciona
alimento vivo, para remplazarlo por dietas elaboradas. Desafortunadamente, al
proporcionar dietas artificiales a las larvas, estas presentan menores tasas de
crecimiento y supervivencia que al suministrar alimento vivo, posiblemente debido
a la poca capacidad de las larvas para digerir el alimento artificial o inerte (Hoffer y
Nasir Uddin, 1985; Martinez-Palacios et al. 2002).

Con el fin de establecer un estdndar o linea base de alimentacion confiable
y reproducible lejos del zooplancton colectado para alimentar a larvas de pescado
blanco (C. estor) y teniendo en cuenta tanto el caracter predador de las larvas
como el tamafio de su boca, algunos investigadores han llevado a cabo el cultivo
masivo de rotiferos de agua dulce y marinos (Campos-Mendoza 2000; Martinez
Palacios et al. 2002).

Los primeros trabajos realizados con el rotifero de agua dulce Brachionus
rubens mostraron que solamente los neonatos podrian ser usados debido al
tamafio de la boca de la larva de C. estor (Campos-Mendoza 2000), pero
mediante el cultivo en salinidades entre 5% y 10%, es posible utilizar el rotifero
Brachionus plicatilis, cuyos tamafos varian en longitud de 90 a 150 pm,
eliminando la necesidad de clasificarlos. Ademas, estos rotiferos pueden ser
proporcionados a las larvas de pez blanco, usando hasta 20 rotiferos por mililitro

en densidades de 10y 20 larvas por litro (Martinez-Palacios et al. 2002).
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De acuerdo a un estudio realizado por Martinez-Palacios et al. (2003), los
rotiferos son alimentados con Chlorella spp., y cultivados en salinidades de 5 a
10%. La experiencia obtenida en dicho trabajo permitié establecer un programa de
alimentacion exitoso que disminuye sustancialmente la gran mortalidad inicial de
C. estor en las primeras etapas, en el cual, las larvas son alimentadas con
rotiferos durante los primeros 15 dias, para posteriormente ser alimentados con
nauplios de Artemia franciscana hasta el dia 30 post-eclosion, cuando es iniciado
el destete mediante la sustitucion de las presas vivas por alimento artificial. Sin
embargo, estudios recientes indican que las larvas de C. estor pueden ser
alimentadas con rotiferos por los primeros 30 dias sin afectar el crecimiento y
supervivencia, lo cual a su vez permite la eliminacion del uso de artemia, uno de
los insumos mas costosos durante el cultivo larvario (Martinez Palacios et al.
2008).

IVV.2.1 Destete de las larvas

El destete es un problema significativo en cualquier especie ya sea
dulceacuicola o marina. En el caso de peces marinos, esta fase puede darse
después de algunas semanas de vida, mientras que en peces de agua dulce
puede ocurrir en etapas tempranas de desarrollo; incluso algunas especies
dulceacuicolas pueden recibir dietas artificiales desde el momento en que las

larvas abren la boca (Cahu y Zambonino-Infante, 1995).

La sustitucion de alimento vivo por dietas compuestas en larvas, es crucial
para poder disminuir los costos de produccién y al mismo tiempo asegurar una
produccion sustentable de alta y constante calidad de juveniles. Hasta el
momento, la sustitucién de alimento vivo por dietas compuestas, es solamente
posible algunas semanas después de su eclosion en el cultivo de peces marinos,
mientras que, como se menciond anteriormente, peces de agua dulce pueden ser
alimentados con dietas artificiales tan pronto abren su boca, como las truchas y las

mismas carpas (Cahu y Zambonino-Infante 2001).



Uso de microagregados como primer alimento en larvas de pez blanco (Chirostoma estor)

Los estudios realizados con larvas de C. estor sugieren que el destete
raramente puede ser logrado antes de dos o tres meses de edad, asemejandose
mucho mas a peces marinos en este aspecto (Martinez-Palacios et al. 2004)

Una particularidad del pez blanco de Patzcuaro, es que normalmente no es
voraz cuando empieza a consumir alimento artificial y comienza a serlo hasta que
han pasado varias semanas del destete. Ademas, presenta poca capacidad para
almacenar alimento en el tracto digestivo, debido a que carece de estdmago y
posee un intestino corto, lo que lo convierte en un consumidor frecuente, lo cual no

es extrafio en un pez zooplanctéfago (Martinez-Palacios et al. 2002).

IVV.2.2 Punto de no retorno y su importancia en la larvicultura

La mayor mortalidad en la crianza de muchas especies de peces
(principalmente marinos) se observa durante la fase larvaria, principalmente entre
los cinco y 12 dias de edad. Al final de la fase lecitotréfica, ocurre una transicion
de alimentacién exclusivamente exdgena (Navarrete-Ramirez 2006). EI momento
critico, ocurre entre los seis Yy siete dias post-eclosion, dependiendo de la
temperatura y la especie en estudio (Mendoza et al. 2001). Si las larvas no
disponen de alimento suficiente hasta dicha edad, entran en un punto de ayuno
irreversible, conocido como “punto de no retorno” y tiempo después mueren
(Minkoff y Broadhurst, 2000). Es sumamente importante conocer el punto de no
retorno en las larvas, con la finalidad de averiguar el tiempo que persisten sus
reservas y el limite para ofrecerles alimento. En el caso especifico del pez blanco,
el punto de no retorno se presenta en el dia ocho después de la eclosion (Rios-
Duran et al. 2014).

V.3 Uso de microagregados y microencapsulados

El alimento artificial para larvicultura marina se emplea en la
suplementacién, asi como también en el reemplazo parcial o total del alimento vivo
(Jones 1998). Dicho alimento puede clasificarse, de acuerdo a su presentacion, en
alimento seco y alimento liquido (Pedroza-Islas et al. 2000). Los alimentos secos

gozan de gran popularidad por ser los primeros en ser lanzados al mercado.
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Algunos autores como Kanazawa et al. (1982) describieron la preparacion de
alimento microligado y microcubierto para larvas de camardén, como una
alternativa sencilla a la microencapsulacion, la cual disminuye los problemas de

lixiviacién y estabilidad (Teshima et al. 1993) tan comunes en los alimentos secos.

Mas tarde en el afio de 1993, Villamar y Langdon sofisticaron la preparacion
del alimento microencapsulado mediante la creacion de una doble capa que cubre
el ndcleo de las capsulas; y mas recientemente, se ha introducido al mercado el
alimento liquido, elaborado por medio de lipoesferas hidroestabilizadas y

microemulsiones estables (Pedroza-Islas et al. 2000).

Sin embargo, las técnicas para elaborar alimento seco se han adecuado
paulatinamente conforme el mercado se va diversificando. El secado por
aspersion o spray drying es una técnica que ha sido poco explorada para este fin
(Medina Reyna et al. en prensa), a pesar de que cuenta con gran potencial para
ingredientes frescos y labiles pues el producto obtenido presenta poca
modificacién quimica debido a la rapidez del proceso (Masters 1985; Dziezack
1988). Un ejemplo de ello, es un estudio realizado por Pedroza-Islas et al. (2000)
sobre el uso de ficocoloides en la nebulizacion de microdietas para el larvicultivo
de camardn blanco (Litopenaeus vannamei), en donde disefiaron y evaluaron
fisicoquimicamente un alimento nebulizado (microparticulado), elaborado a partir
de productos pesqueros regionales y ligantes como el k-Carragenano (KAR) o
Alginato (ALGIN), mediante la adaptacién del proceso anteriormente mencionado
conocido como “spray-drying o nebulizacién”. Por medio de este proceso, lograron
producir dietas microparticuladas adecuadas para alimentar a estas larvas, debido

a su gran digestibilidad.

Los intentos por sustituir el suministro de presas vivas por alimentos inertes
durante el cultivo de larvas de peces en condiciones experimentales, han
mostrado diversos resultados en crecimiento y supervivencia. Ademas,
caracteristicas particulares de los alimentos inertes como la textura, el sabor, el

color o el tamafio de la particula han sido algunos de los factores que modifican
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estos resultados, pues cuando dichas caracteristicas no son las adecuadas para
las larvas, se altera la aceptacion y digestibilidad del alimento (Onal y Langdon
2000: Yufera et al. 2000; Langdon 2003; Pedrozas-Islas et al. 2004; Wang et al.
2004).

Diversos autores han utilizado alimentos microparticulados como sustitutos
de presas durante el cultivo de larvas de peces marinos, con los cuales han
obtenido resultados aceptables de crecimiento y supervivencia. Sin embargo, este
tipo de alimentos presentan una alta lixiviacion de nutrientes en el agua,
disminuyendo asi la calidad del agua dentro del sistema del cultivo y el
aprovechamiento del alimento (Onal y Langdon 2000, Yufera et al. 2000; Lee
2003; Pedroza-Islas et al. 2004; Wang et al. 2004).

Al momento de desarrollar dietas microparticuladas adecuadas para el
destete temprano de larvas, es sumamente importante que las particulas
alimenticias sean estables en el agua, apetecibles, ademas de nutricionalmente
completas y digeribles para las larvas (Baskerville-Bridges y Kling 2000). Sin
embargo, aun falta informacion respecto a las capacidades digestivas y
requerimientos nutricionales de las larvas de muchas especies de peces, por lo
gue es importante examinar multiples parametros de las dietas microparticuladas
para explicar mejor su éxito o fracaso (Bengston 1993). Ademas, se debe realizar
un andlisis inicial de la microdieta en la columna de agua, que incluya la tasa de
sedimentacion y lixiviacion de la particula. Debido a que la tasa de sedimentacion
limita el tiempo que las particulas permanecen suspendidas y disponibles para ser
depredadas por las larvas (Baskerville-Bridges y Kling 2000). Por otro lado, altas
tasas de lixiviacion pueden comprometer rapidamente la calidad nutricional de la
dieta, aunque puede ser necesario un poco de lixiviacion para estimular el
consumo del alimento. Adicionalmente, es recomendable monitorear la
palatabilidad de la particula para verificar si las larvas estan aceptando o
rechazando la microdieta (Baskerville-Bridges y Kling 2000).
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Los principales problemas encontrados en el desarrollo de dietas
microparticuladas para larvas de peces estan relacionados con la naturaleza
intrinseca de las particulas alimenticias, como el sabor, color, textura, formulacion
de la dieta y tamafio de particula, puesto que estos factores afectan la aceptacion,

digestibilidad y lixiviacion de los nutrientes en la dieta (Onal y Langdon 2000).

El problema de la pérdida de nutrientes en el agua (lixiviacion) ha sido
resuelto con el uso de técnicas de microencapsulacion, logrando con ello
mantener gran parte de las caracteristicas del alimento desde la formulacién y
elaboracioén, hasta su consumo. Sin embargo, el tipo de material utilizado para la
elaboracion de la membrana puede dificultar la digestion de las microcapsulas por
las larvas de peces (Onal y Langdon 2000; Bustos et al. 2003; Langdon 2003;
Pedroza-Islas et al. 2004). Algunos ejemplos de esto son las experiencias de
cultivos larvarios de especies como Pagrus mayor (Kanazawa et al. 1982) o
Solea solea (Applebaum, 1985), en donde el uso de nylon en la membrana de
las microcapsulas fue el factor que determiné la obtencidn de tasas de

supervivencia menores al 50%.

Otro problema relacionado con el consumo de microdietas, es su baja
aceptacion en comparacion con el alimento vivo, lo que impide que las larvas
puedan satisfacer sus requerimientos nutricionales (Person-Le Ruyet et al. 1993).
No obstante, para que las microdietas puedan ser aceptadas, estas deben ser
atractivas para las larvas y proporcionadas en condiciones propicias, debido a que
el sistema sensorial de las larvas recién eclosionadas no esta completamente
desarrollado. De acuerdo con Onal y Langdon (2000), las condiciones ambientales
facilitan una buena agudeza sensorial y probablemente son necesarias para

maximizar la aceptabilidad la particula.

La suma de todos los factores anteriormente mencionados, ha llevado a los
investigadores a la busqueda y propuesta de otro tipo de alimentos como los
microagregados (alimentos secados por aspersion) elaborados a base de carne de

pescado, levaduras, pasta de soya, etc., tratando de sustituir total y/o parcialmente
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el alimento vivo. El secado por aspersion o “spray-drying”, es actualmente una de
las tecnologias mas utilizadas en la industria farmacéutica y alimentaria, la cual ha
sido recientemente introducida en la larvicultura marina, ya que es un proceso
ideal donde el producto final (microagregado) cumple con las normas de calidad
en relacién con la distribucion del tamafio de particula, el contenido de humedad
residual, densidad aparente y morfologia (Patel et al. 2009). Sin embargo, para
lograr un secado por aspersion adecuado, se deben tener en cuenta ciertas
consideraciones como contar con alimentos de alta calidad que mantengan un
ambiente saludable, que reduzcan el riesgo de enfermedades y permitan disminuir
los costos que involucra la produccion del alimento vivo (Pedroza-Islas et al.
2000). Ademas, una formulacion eficiente basada en los requerimientos de la
especie, requiere de una seleccion adecuada de ingredientes y una preparacion
apropiada que permita preservar la biodisponibilidad de los nutrientes (Yufera et
al. 2000).

Aungue a la fecha se ha realizado mucha investigacidn sobre dietas
microparticuladas para larvas de peces, aun no se ha logrado desarrollar un
alimento equivalente al alimento vivo. No obstante, algunas larvas de peces
dulceacuicolas como la farra (Coregonus lavaratus), la carpa comun (Cyprinus
carpio), el Ayu (Plecoglossus altivelus) y la perca (Micropterus dolomievi) han
sido criados totalmente con dietas artificiales (Jones et al. 1993). Sin embargo, el
remplazo total de alimento vivo por dietas formuladas para larvas de peces

marinos ha sido muy problematico y es algo por resolver (Onal y Langdon 2000).

IV.3.1 Tamario de la dieta

Las dietas para larvas deben ser preparadas como microparticulas cuyos
tamafios deben ser adecuados al tamafio de la boca de las mismas. En general, el
tamafio de las microparticulas comerciales y experimentales, utilizadas
comunmente para destete de larvas de peces (principalmente marinos) oscila
entre 50 y 600 y de acuerdo a la edad y tamafio de boca (Cahu y Zambonino-
Infante 1994; Cahu y Zambonino-Infante 2001).
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Un tamafio preciso de las microparticulas es esencial en la alimentacion de
las larvas (Cahu y Zambonino-Infante, 2001), debido a que microparticulas muy
pequefias (menores a 50 micras de diametro) no pueden ser facilmente
detectadas por las larvas, mientras que particulas muy grandes son dificiles de
ingerir e incluso pueden promover una obstruccion de la valvula digestiva

dependiendo de la especie (Walford et al. 1991).

Antes de elaborar cualquier tipo de microdieta para larvas de peces, es muy
importante tener en cuenta que la composicion de las microparticulas debe ser
homogénea, por lo tanto los ingredientes deben ser incorporados en particulas
muy finas. Por esta razon, las particulas de la harina deben ser mas pequefias que
el tamanfo final de la microparticula. Ademas, algunos tipos de harina, como la de
pescado, deben ser finamente molidas y tamizadas antes de ser incluidas en las
microdietas (Cahu y Zambonino-Infante 2001). Por lo anterior los molinos de
cualquier tipo poseen limitantes para reducir los tamafios de particula a menos de
10 micras y es donde los homogeinizadores en liquido tienen que ser utilizados,
para alcanzar estos tamafios de particula que serdn usados como ingredientes de

las microparticulas (Bibliografia ¢???7?)

En un estudio realizado con larvas de besugo, Ferndndez-Diaz et al. (1994)
demostraron claramente que las larvas seleccionan el tamafio de las

microcapsulas que ingieren de acuerdo a su tamafo y amplitud de la boca.

En el caso particular del pez blanco de Péatzcuaro (C. estor), se ha
observado que las larvas tienen una gran selectividad en el tamafio del alimento
gue consumen, pues particulas igual o mas grandes que el tamafio de su boca no
pueden ser ingeridas. Ademas, el alimento proporcionado debe mantenerse el
mayor tiempo posible en la superficie del agua o bien sedimentarse lentamente,
debido a que las crias en esta especie al inicio de su alimentacion no toman el
alimento del fondo. Al mismo tiempo, es importante tomar en cuenta que habra
gue ofrecer el alimento frecuentemente para que se encuentre siempre disponible

para las larvas (Martinez-Palacios et al. 2002).
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I\VV.3.2 Distribucion y consumo de microdieta

Las dietas microparticuladas deben ser ofrecidas y distribuidas en exceso,
al inicio del cultivo, debido que las larvas en estadio temprano tienen un
movimiento limitado y el consumo es provocado por estimulos visuales y quimicos,
por lo que las microparticulas deben ser capturadas mientras caen en la columna
de agua. Ademas, la intensidad de luz, color de las microparticulas y el color del
tanque son esenciales en el consumo de la dieta (Cahu y Zambonino-Infante
2001). Algunos pigmentos, como astaxantina, han sido incorporados en las
microdietas, mas por una mayor visibilidad de la particula que por su valor
nutricional. Algunos aminoacidos libres como alanina, glicina, arginina y la betaina
compuesta, han sido identificados como estimulantes quimicos para el consumo

de microdietas en larvas de dorada (Kolkovski et al. 1997).

De acuerdo con Cahu y Zambonino-Infante (2001), muchas especies de
larvas, exhiben un comportamiento de captura e ingieren microparticulas inertes
desde su primera alimentacion, lo cual es particularmente sencillo observar
examinando el contenido intestinal de las larvas bajo un microscopio 6ptico. Por lo
tanto, de acuerdo con estos autores, el consumo no es un factor limitante para la

alimentacion de larvas con dietas compuestas.

IV.4 Requerimiento de proteina en la dieta

Las proteinas son uno de los nutrientes mas importantes para los peces, ya
que son necesarias para el crecimiento de tejido, mantenimiento, reproduccion y
entrar en las vias catabdlicas como una importante fuente de energia. Los
requerimientos de proteina de los peces estan influenciados por diferentes
factores como la edad, la calidad de los ingredientes en la dieta, la relacion
energia-proteina, la tasa de alimentacion, etc., los cuales seran reflejados en el

crecimiento y la calidad del pez (Tacon 1989).

En general, los requerimientos nutricionales de las larvas parecen ser
diametralmente distintos a los de peces juveniles y reproductores. Por ejemplo, la

incorporacion de proteina hidrolizada en el alimento puede ser determinante para
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el crecimiento y supervivencia de las larvas, mientras que dichas proteinas pueden
0 no inducir efectos benéficos en juveniles (Cahu y Zambonino-Infante 2001).
Ademas, los requerimientos de proteina en larvas son mas altos que en larvas y
juveniles y estos que en adultos de la misma especie (Cahu y Zambonino-Infante
2001). Esta diferencia se atribuye a la alta tasa de crecimiento y el gran uso de

proteina como fuente de energia en larvas (Dabrowski 1986).

Martinez-Palacios et al. (2007), realizaron un experimento con juveniles de
C. estor usando dietas isoenergéticas con diferentes niveles de proteina, para
determinar su requerimiento. EI mejor consumo de alimento, ganancia de peso
especifico, crecimiento y supervivencia se lograron con niveles de proteina entre
400 y 500 g kg*. Un andlisis de punto de quiebre (broken line) del aumento de
peso individual contra el nivel de proteina mostré un requerimiento de proteina de
409 g kg? para juveniles de C. estor. Esta informacién sobre los requerimientos

de proteina son los primeros reportados para cualquier pez atheriniforme.
IV.5 Proporcion de proteinas fibrosas y solubles en la dieta

En peces agastricos con intestino corto como el pez blanco (Martinez-
Palacios et al. 2008), es sumamente importante la digestion intracelular o
citosdlica, ya que estudios recientes sugieren que las larvas de C. estor cuentan
con un perfil de enzimas apropiado para digerir proteinas eficientemente (Toledo-
Cuevas et al. 2011). Sin embargo, es posible que el pez blanco mantenga una
digestion citosdlica durante toda su vida, como sucede en otras especies sin
estbmago (Lauff y Hoffer 1984; Zambonino-Infante y Cahu 1994; Ma et al. 2005).
Es probable que esta sea una de las razones por las cuales la especie no
responde de manera Optima al uso de dietas artificiales y ademas es posible que
se requieran proteinas de facil digestion que puedan ser digeridas

intracelularmente, como las proteinas solubles.

Pérez et al. (2012) realizaron un estudio con el fin de evaluar los efectos
del uso de diferentes proporciones de proteina soluble en la dieta en el

crecimiento, supervivencia y composicion corporal de juveniles de C. estor. En el
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cual, se probaron cinco dietas isoenergéticas (439 g Kg* proteina y 124 g Kg™* lipidos)
por triplicado, en las que se mezclaron proteinas solubles (PS) con Harina de pescado
(HP), en diferentes proporciones: 100%HP; 75%HP: 25%PS; 50%HP: 50%PS; 25%HP:
75%PS y 12.5%HP: 87.5%PS. En donde, contrario a lo esperado, las dietas con
mayor proporcion de proteinas solubles no mostraron mejores crecimientos, ya
que niveles intermedios (75HP:25PS y 50HP:50P) resultaron ser mejores para los
juveniles de C. estor, mientras que el uso de dietas cuya Unica fuente proteinica es
la harina de pescado (HP) repercute negativamente en el crecimiento y
supervivencia de los animales. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios
para determinar si las dietas con mayor proporcion de proteinas solubles pudieran
ser deficientes en alguno de los aminoacidos esenciales para estos peces y de
esta forma saber si esto es una posible razéon de la obtenciébn del menor

crecimiento en los organismos.

V. JUSTIFICACION

No existe informacion disponible sobre la calidad de los ingredientes que
deben constituir las primeras dietas para larvas de pez blanco, asi como también
se desconoce el tiempo adecuado de destete. Esta informacion es fundamental
para desarrollar una adecuada formulacion que permita un mejor crecimiento,
supervivencia y utilizacion del alimento por las larvas de esta especie. El
desarrollo de dietas ad hoc para las larvas de pez blanco permitird un mejor
manejo de la especie en sistemas intensivos de cultivo, reduciendo el uso de

alimento vivo.
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VI. HIPOTESIS

Las larvas de pez blanco tienen la capacidad de consumir alimento

microparticulado sin efectos negativos en el crecimiento y la supervivencia.

Una proporcion de fuentes de proteina soluble en la dieta tiene un efecto en el

crecimiento y la supervivencia de las larvas.

VII. OBJETIVOS

VIL.1 Objetivo general

Determinar el tiempo de destete mas adecuado para los peces, utilizando
una microdieta comercial (Otohime Al®) y desarrollar una dieta microagregada

como primer alimento para larvas de pez blanco (Chirostoma estor).

VIIL.2 Objetivos especificos

1. Determinar el tiempo minimo de destete en larvas de pez blanco utilizando una

dieta comercial (Otohime A1®, Japodn).

2. Disefiar una microdieta similar a una dieta comercial (like-Otohime), para probar
la calidad de los ingredientes utilizados, la formulacion y su eficiencia en el

crecimiento y supervivencia de larvas de pez blanco.

3. Evaluar el desempefio de las larvas de pez blanco alimentadas con tres
microdietas disefiadas, utilizando diferentes proporciones de proteina (fibrosa y
soluble) comparadas con la microdieta comercial y like-Otohime para probar su

eficacia en el crecimiento y supervivencia de las larvas.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

Antes de realizar cualquier experimento, se realizé un pre-experimento para
saber si las larvas de pez blanco podrian consumir una microdieta comercial
(Otohime A1®), y averiguar si esta microdieta podria permitir una supervivencia de
las larvas similar a la obtenida con alimento vivo. Para ello, se sembraron dos
lotes de cien larvas cada uno, colocadas en dos tanques de recirculacién con un
volumen de 5L de agua, una temperatura promedio de + 22°C, una salinidad de +
7ppm y un fotoperiodo de luz continua (24:0), en donde se evaluaron dos

tratamientos de alimentacion:

T-1: Las larvas fueron alimentadas Unicamente con la microdieta comercial

(Otohime A1®) desde el momento de la eclosion hasta los 30 dpe.

T-C: Las larvas fueron alimentadas Unicamente con rotifero (B. plicatillis) hasta los
30 dpe.

Al final del pre-experimento, se midi6 el crecimiento (longitud total) y
supervivencia de las larvas en cada tratamiento. Probando que las larvas de C.
estor consumen la dieta artificial como Unico alimento desde la eclosion y llegan

hasta juveniles consumiendo solamente esta dieta.

Una vez que se demostrd que las larvas podian consumir microdietas
desde el momento de la eclosion, se llevaron a cabo dos experimentos de
alimentacion para estimar el mejor tiempo de destete, asi como determinar cual es
la proporcién de ingredientes proteinicos mas adecuada en etapas tempranas de
desarrollo. Para tal fin, se utilizaron larvas recién eclosionadas de C. estor
producidas en el laboratorio de Acuicultura y Nutricion de Peces del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo), Morelia, Michoacan, México.
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VIIl. 1 Disefio experimental

VIIIl. 1.1 Primer experimento

Para estimar el tiempo minimo de destete en larvas de pez blanco, se

evaluaron cuatro tratamientos de alimentacién con cinco repeticiones cada uno,

teniendo un total 20 unidades experimentales. El sistema experimental consistié

en un sistema de recirculacion con 20 tanques, en cada uno de los cuales se

sembraron 100 larvas recién eclosionadas. Durante el desarrollo del experimento

se evaluaron diferentes tiempos de destete con una microdieta comercial (Otohime

Al1®), cuya proporcion es de 52% proteina y 21% de lipidos y se compararé el

desempefio de las larvas con el obtenido por larvas alimentadas Unicamente con

rotiferos (Brachionus plicatilis). Los tratamientos experimentales se describen a

continuacion:

T1: Las larvas fueron alimentadas unicamente con la microdieta desde el
momento de la eclosidn hasta los 30 dias post-eclosién (dpe), sin consumo

de alimento vivo (rotiferos).

T2: Las larvas fueron alimentadas con rotiferos durante los primeros cinco
dpe. Del dia tres al cinco estas fueron alimentadas combinando rotifero y la
microdieta (Otohime Al1®). A partir del dia cinco inici6 el destete de las
larvas y estas fueron alimentadas Unicamente con la microdieta hasta los
30 dias dpe.

T3: Las larvas fueron alimentadas con rotiferos durante los primeros 10
dpe. Del dia siete al diez fueron alimentadas combinando rotiferos y la
microdieta (Otohime A1®). A partir del dia 10 se destetaron a las larvas y

fueron alimentadas Unicamente con la microdieta hasta los 30 dias dpe.

Tratamiento control: Las larvas fueron alimentadas Unicamente con
alimento vivo (rotiferos) desde el momento de la eclosion hasta los 30 dias

dpe.
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Se evalué el crecimiento (peso y longitud final) y supervivencia de las larvas.

VIII.1.2 Segundo experimento

Se realizd un segundo experimento para estimar la mejor proporcién de
fuentes de proteina fibrosas y solubles en la dieta, y al mismo tiempo, se probd la
eficiencia de una dieta similar a la dieta comercial (Otohime A1®) a la cual se le
denominé ‘“like-Otohime”. A partir de los resultados obtenidos en el primer
experimento, se escogio el tiempo minimo de destete en el cual se obtuvo la
mayor supervivencia de los organismos. Debido a que el mejor tiempo de destete
en el cual se obtuvo el mayor crecimiento y supervivencia de las larvas fue en el
dia 10, las larvas fueron alimentadas con rotifero (B. plicatilis) durante los primeros
10 dpe, y fueron destetadas a partir de ese momento con las dietas

experimentales.

Se evaluaron cinco tratamientos, correspondientes a cuatro dietas
experimentales y un control, con cinco repeticiones cada uno, teniendo un total de
25 unidades experimentales. Se tuvieron entonces 25 tanques en un sistema de
recirculacion, en cada uno de los cuales se sembraron 100 larvas recién
eclosionadas, para determinar cual de las dietas permitiria una mejor
supervivencia y crecimiento de las larvas. Los tratamientos experimentales se

plantearon como se describen a continuacion:

P1. Las larvas fueron alimentadas con rotiferos hasta los 10 dpe y
posteriormente fueron destetadas con una microdieta cuya proporcion fue de 75%

de proteina fibrosa y 25% de proteina soluble hasta los 30 dias dpe.

P2: Las larvas fueron alimentadas con rotiferos hasta los 10 dpe y
posteriormente fueron destetadas con una microdieta cuya proporciéon fue de 50%

de proteina fibrosa y 50% de proteina soluble hasta los 30 dpe.

P3: Las larvas fueron alimentadas con rotiferos hasta los 10 dpe y
posteriormente fueron destetadas con una microdieta con una proporcion de 25%

de proteina fibrosa y 75% de proteina soluble hasta los 30 dias dpe.
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P4: Las larvas fueron alimentadas con rotiferos hasta los 10 dpe y
posteriormente fueron destetadas con la microdieta similar a Otohime (like-

Otohime) hasta los 30 dpe.

P5: Las larvas fueron alimentadas inicialmente con rotiferos vy
posteriormente fueron destetadas a los 10dpe para ser alimentadas Unicamente

con la microdieta comercial Otohime A1® hasta los 30 dpe.

Todos los tratamientos fueron comparados con el tratamiento control (P5: Destete
con Otohime Al®). Se evalud el crecimiento (en peso seco y longitud final) y la

supervivencia de las larvas.

VII1.1.3 Quimica del agua

En ambos experimentos, se evalu6 diariamente temperatura con la ayuda
de un termometro de mercurio, la salinidad con un refractometro marca ATAGO
S/MIll-E y el oxigeno disuelto con un equipo YSI 55/25. El pH se determiné por
medio de un potenciometro Fisher Modelo Accumet. EI amonio y nitrito se
determinaron por espectrofotometria cada tercer dia con la ayuda de un Fotometro
modelo 9500 marca YSI.

VIIL.1.4 Analisis proximal de ingredientes y microdietas

Se analizé el perfil bromatolégico de los macro-ingredientes y la dieta basal
(Otohime A1®) para formular las microdietas de todos los experimentos, asi como
de las microdietas una vez elaboradas. Se realizdé un andlisis de la humedad de
las muestras mediante secado a 105 °C por 24 horas; y se analizaron la grasa
cruda por extraccion con éter utilizando una unidad de extraccion automatica Foss
Tecator (2050 Soxtec Avanti); la proteina cruda (N x 6.25) mediante el método
Dumas (Ebling, 1968) usando un analizador de Nitrégeno (Leco FP 528) y se
analizo la ceniza por incineracion a 550 °C en una mufla y finalmente se calcul6 el
extracto libre de nitrégeno (ELN) de la siguiente manera: ELN= 100- (% proteina +

% lipidos + % cenizas). Todas las muestras se analizaron por triplicado. Los
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analisis de las dietas se realizaron de acuerdo con los métodos establecidos por la
AOAC (2000).

VIII.1.5 Analisis de distribucién de tamafio de las microdietas

Se obtuvieron distribuciones volumétricas y acumulativas de tamafio del
alimento nebulizado con un analizador de tamafios de particulas Malvern 2600
SBOD (Malvern Intruments, Malvern, Inglaterra), usando un modelo log normal
(Masters, 1985). Este equipo proporciond un estimado del valor medio del
diametro al 50% de la fraccién acumulativa del volumen (FAV). El diametro medio
(d50) y la desviacién estandar aritmética (sa= 0.5 [d84-d16]) se calculd a partir de

la curva de distribucién acumulativa.

VIII.1.6 Morfologia de las microdietas

Una vez que se probd la eficacia (en términos de crecimiento y
supervivencia de las larvas) de cada dieta microagregada, se examinaron la
estructura externa y la forma de cada microdieta, posteriormente se tomaron
fotografias al microscopio electrénico de barrido; la muestras se recubrieron con
grafito y cobre metélico por medio de un evaporador de metales JEOL. A
continuacion dicha muestra se analiz6 con un microscopio electrénico de barrido
(JEOL JSM-6400 scanning microscope), con el cual se observaron diversas
caracteristicas del alimento nebulizado como: forma, pared y posibles fracturas
(Rosemberg et al., 1988).

VIII.1.7 Analisis de datos

Los resultados obtenidos para analisis proximales, parametros de
crecimiento y supervivencia fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA a
una via, con un nivel de significancia o= 0.05). Se compararon las medias entre
los diferentes tratamientos, y se realizaron pruebas de post hoc de Tukey
(a=0.05).
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VIII.2 Elaboracion de dietas microagregadas

Una vez que de demostrdé que las larvas podian consumir la microdieta
comercial e incluso pueden ser destetadas desde la eclosion, se procedié a
elaborar las microdietas que fueron probadas en el segundo experimento. Para
ello, se realiz6 una estancia de investigacion en el Laboratorio de Biopolimeros de
la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Iberoamericana, Ciudad de
México, en donde se elaboraron tres microdietas tomando como base la
microdieta comercial Otohime A1® (55 % de proteina y 21% de lipidos). Para lo
cual, se combinaron diferentes proporciones de fuentes de proteinas fibrosas (f)
(musculo de pescado y calamar) y solubles (s) (WPC80, albumina de huevo,
caseinato de calcio, krill seco y germen de trigo), en proporciones que van de
75%f-25%s, 50%f-50%s y 25%f-75%s, respectivamente. Dichas microdietas

fueron preparadas como microagregados.

Con base en resultados obtenidos con la microdieta comercial (Otohime
Al®), se decidi6 elaborar una cuarta microdieta, similar a esta a la que se
denominé “like-Otohime”, utilizando distintos tipos de ingredientes como musculo
de calamar, pescado, krill seco, albumina de huevo, aceite de pescado, aceite de
canola, almidén, BHT, Lecitina, Orozuz, Goma guar, Stay C-35, Taurina, Colina,
extracto de manzana, Betaina, Pre-mezcla de vitaminas y minerales con la
finalidad de probar la eficiencia de los ingredientes utilizados y alcanzar o incluso

superar los resultados obtenidos con Otohime Al1®.

Para alcanzar una mejor flotabilidad de las particulas que serian ingeridas
por las larvas, cada una de las microdietas experimentales fue cubierta con
proteina soluble (WPC80), utilizando un secador de lecho fluidizado con el fin de
otorgar mayor tiempo de estabilidad a la particula. A continuacién se describe
detalladamente la fabricacion, secado, cobertura, tamafio de particula, andlisis de

humedad y absorcion de agua de las dietas microagragadas:

Antes de iniciar la fabricacién de las dietas microagregadas, se realizaron

cuatro formulaciones distintas, tomando como linea base algunos ingredientes de



Uso de microagregados como primer alimento en larvas de pez blanco (Chirostoma estor)

la microdieta comercial (krill seco, pescado, calamar, almidon de papa, aceite de
pescado, betahina, lecitina de soya, goma guar, orozuz, extracto de manzana,
entre otros) y utilizando el mismo nivel de proteinas y lipidos en la dieta (55% y
21%, respectivamente). Los ingredientes fueron pesados utilizando una balanza
analitica. Posteriormente, la mayor parte de los ingredientes fueron mezclados con
agua en un mezclador Caframo®, con excepcion del WPCS80, el caseinato de
calcio y los aceites (pescado, lecitina de soya y canola) los cuales fueron utilizados
separadamente para realizar una emulsién simple. Finalmente, dicha emulsion fue
afadida a la mezcla que contenia el resto de los ingredientes hasta formar una
solucion homogénea, utilizando un homogeneizador Silverson® a una velocidad

de aproximadamente 10,000 rpm, dependiendo de la muestra a homogenizar.

VIIl.2.1 Elaboracidon de la emulsion simple (aceite-agua)

Para realizar la emulsion simple, el WPC80 y el caseinato de calcio fueron
mezclados con agua mediante un mezclador Caframo® hasta formar una solucion
homogénea, posteriormente dicha mezcla fue colocada en un recipiente, sobre
una vasija con hielo para evitar que dicho recipiente se rompiera y pudiera
formarse la emulsién. El aceite de pescado, la lecitina de soya y el aceite de
canola fueron mezclados en un vaso de precipitados con la ayuda de un agitador
de vidrio hasta formar una mezcla de color uniforme (café oscuro). Posteriormente,
la mezcla de los aceites (pescado, canola y lecitina de soya) fue afiadida gota a
gota sobre la mezcla de proteinas (WPCB80 y caseinato de calcio) con la ayuda de
un homogeneizador Silverson® a una velocidad promedio de 9,000 rpm., hasta

completar la emulsion.

VIIl.2.2 Secado de las dietas por spray

Para el secado de las dietas por spray se utilizO un secador por aspersion
(Niro Atomizer, Copenhagen, Denmark Model Minor 1982), con una capacidad de
evaporacion de 7kg. La solucion final fue colocada sobre un vaso de precipitado
de 1L, para posteriormente ser absorbida por medio de una bomba peristaltica
hasta la boquilla de nebulizacién, donde el liquido fue atomizado a una presion de

atomizacion de 2.8 bars (kg/cm?) y una velocidad de flujo de 30 ml/min. La mezcla
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liguida fue atomizada con aire caliente en la camara de secado, a temperatura de
entrada de 185°C y una temperatura de salida de 76°C, dicha temperatura
evaporo la humedad de la mezcla, aglutinando el material y formando particulas
secas, las cuales se colectaron en la camara de secado, utilizando un ciclén para

recuperarlas de los gases de escape.

VIII.2.3 Cobertura de las microdietas

Una vez que las microdietas fueron secadas en el secador por aspersion
(spray-drying), estas fueron cubiertas con WPC80 mediante un secador de lecho
fluidizado (marca Aeromatic®), a fin de otorgar a las mismas una mayor
flotabilidad en la columna de agua, para lo cual se utilizé6 una boquilla de cubierta
de 1.1 mm. y un cono de atomizacion de 2.5 mm., a una presion de 0.8 bars
(Kg/cm?). La velocidad de flujo o alimentaciéon fue de 15 ml/min. El secado se
realiz6 a una temperatura de entrada de 80 °C y una temperatura de salida de
60°C.

VIIl.2.4 Tamafo de particula

Se analiz6 el tamafio de particula de cada una de las dietas
microagregadas, utilizando un analizador de tamafio de particula (Mastersizer
2000).

VIII.2.5 Flotabilidad de la particula (Velocidad de hundimiento)

Posteriormente se realizaron pruebas de flotabilidad por triplicado de cada
una de las dietas microagregadas, para lo cual se utilizd6 una probeta de 1L y un
cronémetro, con el cual se estimé el tiempo que tardo la particula en caer al fondo
de la probeta (FAO, 1994).

VIIl.2.6 Humedad de las dietas microagregadas
Las microdietas fueron introducidas a una estufa de secado a 80 °C por
aproximadamente 20 minutos a fin de eliminar el exceso de humedad en las

mismas. Posteriormente se pesaron 5 gramos de cada muestra para determinar
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su humedad (en porcentaje) con la ayuda de una termobalanza (Ohaus® MB 45).

Todas las muestras se analizaron por triplicado.

VIII.2.7 Anélisis de absorcion de agua

Se analiz6 la absorcién de agua de cada una de las dietas microagregadas,
mediante el método propuesto por Torgersen y Toledo (1977). Dicho método
consiste en un filtro bacteriolégico Milipore de 4 cm de diametro, sobre el cual se
coloca un papel filtro tipo Whatman. El papel filtro es colocado sobre una base de
plastico hueca, la cual esta conectada a una manguera flexible, y esta a su vez, a
una pipeta graduada de 1 6 2 ml, sostenida en posicién horizontal y al mismo nivel
que el papel filtro. Para estimar la absorcion de agua de la muestra, la manguera
se llend con agua evitando la incorporacion de burbujas y se colocé el papel filtro
dejando que absorbiera agua por 5 min. Posteriormente, con un papel absorbente
se elimind el exceso de agua sobre el papel filtro hasta lograr llevar a cero la
columna de agua en la pipeta. Una vez que la pipeta se llené de agua y se coloco
al mismo nivel que la base donde se encuentra el papel filtro, se colocaron 50
al00Omg de muestra sobre el filtro humedo, estos se esparcieron rapidamente
formando una capa uniforme sobre el papel filtro mojado y se comenzé a contar el
tiempo con la ayuda de un cronémetro para registrar el retroceso de la columna de
agua en la pipeta, hasta que la muestra dejara de absorber agua, es decir, que la
columna de agua dejara de moverse dentro de la pipeta y no hubiera variacién en

el tiempo (Figura 1).

Figura 1. Equipo utilizado para la determinacion de absorcién de agua.
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IX. RESULTADOS

IX.1 Pre-experimento de alimentacion de larvas de C. estor

Los resultados del pre-experimento mostraron que las larvas de C. estor
alimentadas Unicamente con la micodieta comercial (Otohime Al1®) desde el
momento de la eclosion hasta los 30 dpe, tuvieron una menor supervivencia que

las larvas alimentadas Unicamente con rotifero (figura 2).

En cuanto a la longitud total del cuerpo, las larvas alimentadas con la
microdieta tuvieron una longitud total promedio menor que las larvas alimentadas
Unicamente con rotifero (Figura3). Estos resultados cualitativos mostraron que las
larvas pueden ser alimentadas con una microdieta desde el momento de la
eclosion, por lo que una alimentacion combinando rotifero y microdieta puede
incrementar la supervivencia de las larvas. Sin embargo, es importante sefialar
que la baja supervivencia de las larvas pudo ser ocasionada, en parte, por la falta
de alimentadores automaticos, ya que las larvas no eran alimentadas durante la
noche y permanecian mas de 10 horas en ayuno, ademas, de la poca experiencia
en el manejo. Por lo cual, con el fin de evitar que las larvas murieran por factores
externos al experimento, se determiné adquirir alimentadores automaticos
(BOYU®) para los tratamientos en los cuales las larvas fueron alimentadas

anicamente con la dieta microagregada.
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Figura 2. Porcentaje de supervivencia de larvas alimentadas con rotifero
(Brachionus plicatillis) y larvas destetadas con microdieta comercial (Otohime
Al®) a los 0 dpe (n=100).
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Figura 3. Longitud total de larvas alimentadas con rotifero (B. plicatillis) y larvas
destetadas con microdieta comercial (Otohime A1®) desde los 0 dpe (n=100).

IX.2 Tiempo minimo de destete de larvas
Los resultados de este experimento muestran que existen diferencias
significativas en cuanto a peso seco, longitud y supervivencia larvaria (p<0.005)

entre los distintos tratamientos de alimentacion.
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Las larvas alimentadas Uunicamente con rotifero (R) en términos de peso
seco promedio, No tuvieron diferencias significativas (p>0.05) con las larvas que
fueron destetadas con la microdieta comercial a los 10 dpe y las larvas destetadas
a los 5 dpe. Las larvas alimentadas con la microdieta comercial desde los Odpe,
obtuvieron el menor peso seco, y no presentaron diferencias significativas con
aguellas destetadas a los 5 dpe (Figura 4). Existen diferencias significativas
(p<0.001) en el peso de las larvas del tratamiento control, alimentadas
anicamente con rotifero (R), y el tratamiento donde fueron alimentadas con la
microdieta comercial desde los Odpe, asi como también, existen diferencias
significativas (p<0.05) en el peso de las que fueron destetadas a los 10dpe y las

larvas alimentadas con la microdieta comercial desde los Odpe (Figura 4).
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Figura 4. Peso seco individual final de larvas alimentadas durante 30 dias con
rotifero (B. plicatillis) y destetadas con microdieta comercial (Otohime A1®) a los O,
5 y 10 dpe. R: Larvas alimentadas con rotifero, O dpe: destetadas con la
microdieta comercial a los cero dias post-eclosion. 5 dpe: destetadas a los cinco
dias post-eclosion y 10 dpe: destetadas a los 10 dias post-eclosion. indices
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de alimentacion
(p<0.05).
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Las larvas alimentadas unicamente con rotifero (R), presentaron la mayor
longitud,sin existir diferencias significativas (p>0.05) con las que fueron destetadas
con la microdieta a los 10 dpe . Las larvas que fueron destetadas a los 5 dpe y
aguellas alimentadas con la microdieta desde los O dpe, tuvieron una menor
longitud comparada con las dos anteriores (Figura 5). Existen diferencias
significativas (p<0.001) en la longitud de las larvas alimentadas Unicamente con
rotifero (R) y las que fueron alimentadas con la microdieta desde los O dpe.
También existen diferencias significativas (p<0.001) entre las larvas alimentadas

Unicamente con rotifero (R) y las larvas destetadas a los 5 dpe.) (Figura 5).
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Figura 5. Longitud de larvas alimentadas durante 30 dias con rotifero (B.
plicatillis) y destetadas con microdieta comercial (Otohime A1®) a los 0, 5y 10
dpe. R: Larvas alimentadas con rotifero, O dpe: destetadas con la microdieta
comercial a los cero dias post-eclosion. 5 dpe: destetadas a los cinco dias post-
eclosion y 10 dpe: destetadas a los 10 dias post-eclosion. indices diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos de alimentacion (p<0.05).

Las larvas de C. estor alimentadas Unicamente con rotifero (R) presentaron
la mayor tasa de supervivencia, sin presentarse diferencias significativas (p>0.05)
con las larvas destetadas a los 10 dpe . Las larvas destetadas a los cero y cinco



Uso de microagregados como primer alimento en larvas de pez blanco (Chirostoma estor)

dias post-eclosion (0 y 5 dpe) presentaron una supervivencia significativamente
menor (p<0.05) (Figura 6).
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Figura 6. Supervivencia de larvas alimentadas durante 30 dias con rotiferos (B.
plicatillis) y destetadas con microdieta comercial (Otohime A1®) a los 0, 5y 10
dpe. R: Larvas alimentadas con rotifero, 0 dpe: destetadas con la microdieta
comercial a los cero dias post-eclosiéon. 5 dpe: destetadas a los cinco dias post-
eclosion y 10 dpe: destetadas a los 10 dias post-eclosion. indices diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos de alimentacién (p<0.05).

La tabla 1 muestra los valores promedio de los parametros fisicoquimicos
del agua registrados durante el experimento (temperatura, salinidad, oxigeno

disuelto, pH, nitrito, nitratos y amonio) de alimentacién de larvas de C. estor.
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Tabla 1. Valores (promedio * desviacion estandar) de los parametros

fisicoquimicos registrados durante el experimento.

Temperatura (°C) 23.00 £ 0.55
Salinidad (gL™?) 7.30+1.26
Oxigeno disuelto(mgL™) 6.08 + 0.48
pH 8.44 + 0.15

Nitritos (mgL* NO2) 0.04 + 0.01
Nitratos (mgL* NOs) 3.46 £ 0.59
Amonio (mgLt NHa) 0.04 £ 0.02

IX.3 Mejor proporcion de proteinas en la dieta
Los resultados muestran que Unicamente existen diferencias significativas
(p=0.037) entre el peso seco final de las larvas alimentadas con la microdieta

25f:75s y las alimentadas con la microdieta control Otohime A1® (TO) (Figura 7).
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Figura 7. Peso seco individual final (mg) de larvas alimentadas durante los
primeros dias post-eclosion con rotifero (B. plicatillis) y destetadas a los 10 dpe
con dietas microagregadas, combinando diferentes proporciones de proteinas
fibrosas y solubles. TO: Otohime, TLO: like-Otohime, T.25f:75 (25% fibrosa y 75%
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soluble), T.50f:50s (50% fibrosa y 50% soluble), T.75f:25s (75% fibrosa y 25% de
soluble). indices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05).

Las larvas que fueron alimentadas con la microdieta control (Otohime A1®)
y la microdieta “like-Otohime” obtuvieron la mayor longitud total. Sin embargo, no
existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos experimentales
(p>0.05) (Figura 8).
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Figura 8. Longitud total individual final (mm) de larvas alimentadas durante los
primeros dias post-eclosion con rotifero (B. plicatillis) y destetadas a los 10 dpe
con dietas microagregadas, combinando diferentes proporciones de proteinas
fibrosas y solubles. TO: Otohime, TLO: like-Otohime, T.25f:75 (25% fibrosa y 75%
soluble), T.50f:50s (50% fibrosa y 50% soluble), T.75f:25s (75% fibrosa y 25% de
soluble).

Las larvas alimentadas con la microdieta cuya proporcion es de 25% de
proteina fibrosa y 75% de proteina soluble (25f:75s), tuvieron la mayor
supervivencia, seguidas por las alimentadas con la microdieta “like-Otohime” y las

larvas alimentadas con la microdieta control (Otohime A1®), sin presentarse

diferencias significativas (p>0.05) entre ellas. Mientras tanto, las larvas
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alimentadas con las microdietas cuyas proporciones fueron de 50f:50s y 75f:25s,
presentaron tasas de supervivencia significativamente menores en comparacion

con las tres anteriores (Figura 9).
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Figura 9. Supervivencia de larvas alimentadas durante los primeros dias post-
eclosion con rotifero (B. plicatillis) y destetadas a los 10 dpe con dietas
microagregadas, combinando diferentes proporciones de proteinas fibrosas y
solubles. TO: Otohime, TLO: like-Otohime, T.25f:75 (25% fibrosa y 75% soluble),
T.50f:50s (50% fibrosa y 50% soluble), T.75f:25s (75% fibrosa y 25% de soluble).
indices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de

alimentacion (p=0.018).

La tabla 2 muestra los valores promedio de los parametros fisicoquimicos
registrados durante el experimento (temperatura, salinidad, el oxigeno disuelto,
pH, nitrito, nitratos y amonio) de alimentacion de larvas de pez blanco.
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Tabla 2. Valores (promedio * desviacion estandar) de los parametros

fisicoquimicos registrados durante el experimento.

Temperatura °C 22.00 £ 0.89
Salinidad (gL™?) 7.03+1.13
Oxigeno disuelto(mgL™) 5.74 £ 0.14
pH 8.53+0.21

Nitritos (mgL* NOz) 0.05 +0.03
Nitratos (mgL™* NOsz) 3.21+0.97
Amonio (mgLt NHa) 0.05 £ 0.05

IX.4 Analisis proximales

En la tabla 3 se muestran los valores promedio de los andlisis proximales
realizados en las diferentes dietas microagregadas. Como se puede observar, no
existen diferencias significativas en cuanto al porcentaje de proteinas y lipidos de
las microdietas utilizadas durante los experimentos de alimentacién de larvas. Sin
embargo, en cuanto al porcentaje de humedad, si existen diferencias significativas
(p<0.05) entre la microdietas “like-Otohime” y 25f:75s; “Like-Otohime” y la
microdieta 75f:25s, asi como también existen diferencias significativas entre la
microdieta control (Otohime Al®) y la dieta 25f:75s. En cuanto al porcentaje de
cenizas, existen diferencias significativas entre la microdieta 75f:25s y las
microdietas 25f:75s y 50f:50s. Sin embargo, estas microdietas no son
estadisticamente distintas en comparacion con la microdieta control (Otohime

A1®) y la microdieta “like-Otohime”.
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Tabla 3. Composicidén proximal % (valores promedio + desviacion estandar) de las

diferentes microdietas utilizadas durante los experimentos (n=9). Superindices

diferentes en las columnas indican diferencias significativas.

Otohime A 52.19+0.3 21.2+1.6 4.25+0.12 10.3 £ 0.1
Like-Otohime 52.09 +0.52 21.18+0.81 4.27 £0.122 10.3 £+ 0.07%

25f:75s 52.88 + 0.65 1712+ 0.1 3.23+0.18 9.66 + 0.2°
50f:50s 52.65 +0.89 18.76 + 0.27 3.51 + 0.262° 9.76 £ 0.22°
75f:25s 52.26 + 0.60 18.34 £0.12 3.41 +£0.40% 10.59 +0.342

IX.5 Distribucion de tamafio de particula de las dietas microagregadas

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el analizador de

particulas (Mastersizer 2000), en general, el intervalo de tamafio de las particulas

de las dietas experimentales fluctia entre 1 y 100 p aproximadamente. Con

excepcion del Otohime A1® y la microdieta “like-Otohime”, donde las particulas

presentaron un intervalo de tamafios entre 2 y 150 py aproximadamente (Figura

10).
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Figura 10. Distribucion de tamafios de particula correspondientes a cada una de

las dietas microagregadas utilizadas durante el experimento. A: Otohime; B: like-

Otohime; C: 25f:75s; D: 50f:50s y E: 75f:25s.
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VIIl. 6 Morfologia de la dieta

La morfologia general de las dietas microagregadas que combinan
diferentes proporciones de proteina fue muy similar, en las cuales se observa una
geometria externa recurrente de particulas esféricas con huecos poco profundos,
propios de la nebulizacion o secado. Algunas de las microesferas presentaron
tapas (comunmente denominadas “caps”) y escasa formacion de poros y pocas
fracturas. Sin embargo, la morfologia de estas microdietas (25f:75f, 50f:50s y
75f:25s) fue totalmente distinta en comparacion con microdieta control (Otohime
A1®) y “like-Otohime”, en las cuales se observa una particula amorfa, similar a un
aglomerado de ingredientes unidos por un ligante. A continuacion, se observa la
morfologia de las microdietas experimentales, like-Otohime y Otohime Al®
mediante fotografias tomadas con aumentos de 200, 500 y 1000x, utilizando un

microscopio electrénico de barrido (Figuras 11).
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Figura 11. Fotografias de las dietas microagregadas. Los nimeros romanos
indican el tipo de microdieta, I: 25f:75; Il: 50f:50s; Ill: 75f:25s; IV: “like-Otohime”; V:
Otohime A1®. Mientras que las letras indican el aumento con el cual fueron
tomadas las fotografias. A: 200x; B: 500x y C: 1000x.
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IX.7 Velocidad de hundimiento de las particulas

La tabla 4 muestra los valores promedio de flotabilidad (velocidad de
hundimiento) de cada wuna de las microdietas utilizadas durante la
experimentacion. En la cual, se observa que la microdieta control (Otohime Al1®)
presenta la mayor de flotabilidad de la particula manteniéndose suspendida en la
superficie por un tiempo de 72 minutos, seguida por la microdieta 25f:75s con un
tiempo de 69 minutos. Mientras que las microdietas 50f:50s, 75f:25s y “like-
Otohime” se mantuvieron suspendidas en la superficie por un tiempo menor a 61

minutos.

Tabla 4. Valores (promedio + desviacién estandar) de la velocidad de hundimiento

(min) de cada una de las microdietas utilizadas en los distintos tratamientos de

alimentacion.

25f:75s 69 + 0.551
50f:50s 61 +0.004
75f:25s 60 + 0.056
“Like-Otohime” 53 +0.743
Otohime Al 72 +£0.831

IX.8 Absorciéon de agua

En la tabla 5 se muestran los valores promedio de la absorcion de agua
presente en cada una de las microdietas utilizadas durante la alimentacién de las
larvas. Cabe sefialar que entre mas alto es el valor de absorcion de agua mas
digerible es la dieta, puesto que todas las reacciones enzimaticas ocurren medio
acuoso. La microdieta que contiene 25% de proteina fibrosa y 75% de proteina
soluble (25f:75s) tuvo el mayor valor de absorcion de agua, al igual que la
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microdieta que contiene 50% de fibrosa y 50% de soluble (50f:50s). Mientras que
la microdieta control (Otohime A1®) y “like-Otohime” presentaron valores de

absorcion de agua menores.

Tabla 5. Valores (promedio + desviacion estandar) de la absorcion de agua (mL
de agua/g) de cada una de las microdietas utilizadas en los distintos tratamientos

de alimentacion.

25f:75s 1.33+0.043
50f:50s 1.33+0.123
75f:25s 1.27 +0.017
“Like-Otohime” 0.62 + 0.022
Otohime 0.66 + 0.022
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X. DISCUSION

X.1 Tiempo minimo de destete

El mayor desafio en la larvicultura de peces es la generacion de alimentos
que permitan un adecuado crecimiento y una alta supervivencia larvaria. Las
larvas de peces marinos de forma natural, se alimentan del zooplancton
disponible. Sin embargo, aun en estos casos la mortalidad llega a ser mayor al
90%, debido principalmente a problemas relacionados con la primera alimentacion

y depredacion (Bengston 1993).

Los alimentos vivos para larvas de peces (rotiferos, copépodos y nauplios
de artemia) tienden a ser sustituidos por diversos tipos de microparticulas para
alimentar larvas de peces. Sin embargo, aun no se ha logrado producir un
alimento equivalente al alimento vivo (Onal y Langdon 2000), aunque estudios
recientes han demostrado que las larvas de peces pueden ser alimentadas
exitosamente con dietas artificiales cuando son usadas como sustitutos parciales,
0 suplementos de alimentos vivos (Jones et al. 1993). e incluso algunas especies
de agua dulce han sido totalmente cultivadas utilizando dietas artificiales; tal es el
caso la farra Coregonus lavaratus, la carpa comun Cyprinus carpio, el Ayu
Plecoglossus altivelus y la lubina de boca pequefia Micropterus dolomievi (Jones
et al. 1993). No obstante, el uso de dietas artificiales que sustituyen el alimento
vivo para larvas de peces marinos ha sido problemético debido a que las larvas no

aceptan facilmente alimentos preparados (Onal y Langdon 2000).

Para lograr una produccién econémicamente factible en la acuicultura de
peces juveniles (principalmente marinos), es importante desarrollar dietas
microparticuladas, debido a que uno de los principales desafios en la crianza de
larvas es proporcionarles una nutricion adecuada, que les permita mantener un
rapido crecimiento y desarrollo larval (Hauville et al. 2014). Sin embargo, son
muchos los problemas relacionados con la elaboracion de dietas artificiales para
larvas. Uno de los principales es la baja tasa de aceptacibn comparada con
alimentos vivos (Person Le Ruyet et al.1993), o bien, la lixiviacion de compuestos

solubles presentes en la dieta, o que impide una adecuada utilizacion del alimento
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(Garcia Gomez 2006). La lixiviacion del alimento y particularmente de algunos
compuestos nitrogenados como los aminoacidos u otros péptidos solubles,
constituyen un atrayente que puede ser detectado y consumido por las larvas,
promoviendo su destete (Kolkovski et al. 1997a; Hargreaves 1998; Kotrschal 2000
y Yufera et al. 2002).

Durante mas de una década, el periodo de pre-destete de larvas de peces
ha sido reducido considerablemente, gracias a resultados concluyentes obtenidos
en el laboratorio. Algunos ejemplos de ello son las investigaciones realizadas por
Person Le Ruyet et al. (1993), quienes formularon una dieta adecuada para
mantener un buen crecimiento y supervivencia en larvas de lubina europea
(Dicentrarchus labrax) a partir de 40 dpe, cuando el destete de esta especie era
realizado a los 55 dpe. Los resultados del presente estudio, muestran que las
larvas de C. estor destetadas a los 10 dpe, no presentan diferencias significativas
(p>0.05) en crecimiento ni supervivencia respecto a las larvas alimentadas con
presas vivas (Brachionus plicatillis), presentado en ambos casos una
supervivencia mayor al 60%, por lo que las larvas de C. estor pueden ser
destetadas utilizando dietas artificiales partir de 10 dpe. Existen diversos estudios
en los que se ha evaluado el efecto del tiempo del destete en el desempefio de las
larvas. Por ejemplo, Zambonino-Infante et al. (1997) en un estudio realizado en
larvas de lubina (Dicentrarchus labrax), obtuvieron un crecimiento significativo
(p>0.05) y buena supervivencia, e incluso casi igual al obtenido en la alimentacion
con presas vivas, alimentando a las larvas Unicamente con dietas formuladas a
partir de 20 dpe. Recientemente, Cahu et al. (1998) reportaron un 35% de
supervivencia en larvas de la misma especie, alimentadas exclusivamente con
dietas artificiales desde la apertura de la boca, las cuales sobrevivieron hasta el
final del experimento (28 dpe). De acuerdo a los autores, la tasa de supervivencia
puede ser atribuida a la eficiencia de la dieta artificial, puesto que las larvas de
lubina que no fueron alimentadas murieron a los 15 dpe. Ademas, se han obtenido
tasas aceptables de supervivencia (40-50%) en otras especies marinas

alimentadas con dietas artificiales desde la apertura de la boca como son el
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besugo o dorada Sparus aurata (Fernandez-Diaz y Yufera 1997) y el besugo rojo
Pagrus major (Takeuchi et al. 1998). El tiempo minimo de destete (10 dpe.)
encontrado en larvas C. estor, concuerda con un estudio realizado por Yufera et
al. (1999), en donde, dichos autores reportaron un crecimiento eficiente en larvas
de besugo (Sparus aurata) destetandolas a partir de 8 dias post-eclosion. Sin
embargo, estos resultados difieren de algunos reportados por Person Le Ruyet et
al. (1993) en larvas de lubina europea (D. labrax),en donde, la sustitucion exitosa
de presas vivas por dietas artificiales, fue realizada muchas semanas después de
la eclosion (40 dpe). En dichos estudios, se insinGa que las larvas son incapaces
de digerir dietas artificiales si la dieta no esta bien adaptada a la especie.

X.2 Mejor proporcion de proteinas en la dieta

En el presente estudio se encontré que la composicién de la dieta, tiene un
efecto significativo en el crecimiento y supervivencia de las larvas de pez blanco.
De las cinco microdietas probadas durante la experimentacién, la microdieta que
combina 25% de fuentes de proteina fibrosa y 75% de fuentes de proteina soluble
(25f:75s), parece ser la mas adecuada para la alimentacion de larvas de esta
especie, puesto que las que fueron alimentadas con esta microdieta presentaron
la mayor tasa de supervivencia (69.33) e incluso un crecimiento significativamente
mayor (p=0.037) en comparacion con las que se alimentaron con la microdieta
control (Otohime A1®). La poca eficiencia del Otohime® como primer alimento
para larvas de C. estor, coincide con la deficiente efectividad de esta dieta
reportada por Hauville et al. (2014) para el destete de larvas de pampano de
Florida (Trachinotus carolinus), en donde dichos autores evaluaron tres tipos de
microdietas y encontraron que las larvas alimentadas con Otohime® presentaron
el menor crecimiento en relacion del resto de las dietas utilizadas durante el
experimento. Ademas, es importante a sefalar que durante el presente estudio,

las larvas que fueron alimentadas con las microdietas Otohime Al® y “like-

Otohime” no presentaron diferencias significativas en crecimiento y supervivencia,
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lo que indica que la calidad de los ingredientes utilizados y la formulacién son

equivalentes en ambas dietas.

Por otro lado, las larvas alimentadas con la microdietas 25f:75s (25%
fibrosa: 75% soluble), Otohime A1® y “like-Otohime” presentaron tasas de
supervivencia significativamente mayores (p=0.018) con respecto a las que fueron
alimentadas con las microdietas 50f:50s (50% fibrosa: 50% soluble) y 75f:25s
(75% fibrosa: 25% soluble). Lo anterior parece estar relacionado con los habitos
zooplanctéfagos de C. estor, puesto que el zooplancton presenta altas
proporciones de proteinas solubles. Se ha reportado que del 67 % de proteina
total presente en el rotifero (B. plicatillis), utilizado comUnmente para alimentar a
las larvas de forma natural, al menos un 50.6% es soluble (Srivastava et al. 2005).
Al igual que en los microcrustaceos del plancton, los cuales poseen proporciones
parecidas de estas proteinas, con un valor promedio de 50.14 + 7.33% (Kumari et
al. 1993). Ademas, de acuerdo con un estudio realizado por Carvalho et al. (2004),
la fraccidn de proteina soluble parece estar mas disponible para la digestién y
absorciéon de las larvas en relacién con la fraccién total de la proteina, debido a
que la proteina soluble parece estar mas disponible para las proteasas intestinales
y al mismo tiempo puede ser introducida a la célula por pinocitosis, la cual tiene
gran importancia en la utilizacion de proteinas de la dieta en las larvas (Watanabe
1981; Govoni et al. 1986). En un estudio realizado por Toledo-Cuevas et al. (2011)
los resultados mostraron que las larvas de C. estor parecen tener un perfil de
enzimas apropiado para digerir estas y otras proteinas eficientemente. En donde,
la actividad de enzimas citosdlicas sugieren una maduracion digestiva tardia, o

bien, un modelo diferente al descrito para peces marinos.

X.3 Distribucion de tamafios de particula

Un tamafio adecuado de particula es esencial en la primera alimentacién de
larvas (Cahu y Zambonino-Infante 2001). De acuerdo con Fernandez-Diaz et al.

(1994), las larvas de dorada (Sparus aurata) seleccionan el tamafo de las
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microdietas que ingieren, en relacion con su tamafo y apertura de la boca. Por
ejemplo, las larvas que presentaron una longitud total menor a 4.5 mm
seleccionaron particulas con tamafios de entre 50-150 micras, mientras que larvas
un poco mas grandes seleccionaron particulas de 151-250 micras y las que
tuvieron una longitud total de 6 mm ingirieron particulas mayores a 250 micras.
Una de las posibles causas de la aceptacion de las microdietas probadas durante
el presente estudio, es atribuible al diametro de las microparticulas, las cuales
presentaron un amplio intervalo de distribucion de tamafos (1-150 micras
aproximadamente) con un promedio de 30 micras para ser ofrecidas a las larvas.
Este intervalo de tamafos de particula ha sido probado con éxito en larvas de
otras especies como la dorada (Sparus aurata), utilizando un tamafio de particula
de 50-150 micras durante la primera alimentacion y posteriormente aumentando
dicho tamafio a 125-200 micras para alimentar larvas de 14 a 25 dpe (Cahu y
Zambonino-Infante1994).

X.4 Morfologia de la dieta

En general, las dietas experimentales que combinan diferentes
proporciones de proteinas presentaron una morfologia homogénea, en donde se
observa una geometria externa recurrente de particulas esféricas con huecos
poco profundos (propios del secado por nebulizacién). De acuerdo con
Rosemberg et al. (1988) la formacion de los huecos se debe entre otras cosas a la
pérdida de agua de las gotas deshidratadas durante las primeras fases del
proceso. Algunas de las microesferas presentaron tapas (comunmente
denominadas “caps”). Pedroza-Islas et al. (2000) mencionan que dichas “caps”
pudieran formarse a partir de un enfriamiento lento de la particula pero con
temperatura interna mayor, en donde el calentamiento del gas o vapor atrapado
dentro de la esfera es muy rapido y el crecimiento externo del “cap” es aun mas
rapido que el encogimiento, debido a la pérdida de agua. También, es posible
observar algunos poros y muy pocas fracturas presentes en las particulas. No

obstante, la morfologia de dichas dietas es totalmente distinta a la microdieta
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control (Otohime A1®) y “like-Otohime”, en las cuales se observa una particula
amorfa, similar a un conglomerado de ingredientes unidos por un ligante,
formando una estructura totalmente diferente debido claramente al tipo de ligantes

utilizados.

X.5 Velocidad de hundimiento

Cuando se pretende desarrollar dietas microparticuladas adecuadas para el
destete temprano de larvas, es indispensable que las particulas alimenticias sean
estables en el agua y que sean atrayentes, ademas de nutricionalmente completas
y digeribles para las larvas. Por otro lado, la tasa de sedimentacion limita el tiempo
que la particula permanece suspendida y disponible para ser depredadas por las
larvas (Baskerville-Bridges y Kling 2000). Uno de los periodos mas criticos en la
vida de un pez es aquel en el que comienza su alimentacion activa, la cual
depende de la presencia y disponibilidad de un alimento adecuado (Ciechomski y
Weiss 1974; Kjelson y Johnson 1976).

Una vez que el alimento artificial es introducido en la columna de agua, la
dieta debe permanecer disponible y atrayendo a las lavas sin presentar una
lixiviacion excesiva de los nutrientes. Idealmente, la microdieta debe permanecer
flotando neutralmente, pero esto es bastante dificil de lograr debido a las
diferentes densidades del medio, por las variaciones de temperatura y/o salinidad.
Muchas dietas que tienden a hundirse facilmente, pueden mantenerse en la
columna de agua con suficiente aireacion. Sin embargo, los niveles de aireacion
requeridos pueden ser perjudiciales para las larvas, debido a la excesiva agitacion
y turbulencia provocada en la columna de agua (Bengston 1993). Es por ello que
es sumamente importante que el alimento se encuentre en la superficie el mayor
tiempo posible para ser consumido por las larvas. En el caso particular del
presente estudio, la mayoria de las particulas de las microdietas experimentales
se mantuvieron en la columna de agua por mas de 60 minutos. Esto hizo que se

programara la frecuencia alimenticia de las larvas cada hora a lo largo del
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experimento, con la finalidad de que el alimento artificial estuviera siempre

disponible para las larvas.

X.6 Absorcion de agua de las microdietas

Una de las pruebas mas simples propuesta por Torgersen y Toledo (1977)
para estimar indirectamente la digestibilidad de una dieta en particular, es
determinar su capacidad de absorcion de agua en mL/g. De acuerdo con las
pruebas realizadas durante el estudio, las dietas que pudieran tener una mayor
digestibilidad por las larvas son las que combinan 25% de proteina fibrosa y 75%
de proteina soluble (25f:75s) y la microdieta que combina 50% de proteina fibrosa
y 50% de proteina soluble, pues son las que presentan mayor absorcion de agua.
Esto puede ser debido a que la fraccion de proteina soluble parece estar mas
disponible para la digestion y absorcién de las larvas (Carvalho et al. 2004).
Estudios enziméticos recientes, sugieren que las larvas de C. estor poseen un
equipo enzimatico desde los primeros estadios (Hernandez-Gonzalez 2014). Por
lo tanto, estas larvas tienen la capacidad de prosperar alimentandose con dietas
artificiales, si la dieta estad bien disefiada. Los resultados sugieren que la
microdieta 25f:75s, con la cual se obtuvo un mejor crecimiento (en peso seco) y
una supervivencia significativamente mayor en comparaciéon con las microdietas
50f:50s y 75f:25s, es la mejor dieta artificial probada hasta el momento, con
resultados prometedores para lograr la sustitucion de alimentos vivos en esta
especie. No obstante, al tener la posibilidad de permitir el crecimiento de las larvas
sin el concurso de alimento vivo, pueden utilizarse si la supervivencia actual puede
superar en términos econdmicos el eliminar completamente el alimento vivo. Sin
embargo, es necesario realizar nuevos estudios para la formulacién de dietas
compuestas, que estén mejor adaptadas para larvas desde la apertura de la boca,
las cuales podrian remplazar totalmente el alimento vivo con una supervivencia

igual o mejor.
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La diferencia entre Otohime comercial y las dietas generadas en este
trabajo se basan directamente en tres aspectos el primero; el tamafo y forma de
particula, segundo; mayor absorcién de agua que de acuerdo con algunos autores
se traduce en mayor digestibilidad y tercero: la proporcion de proteinas solubles
usada (que da textura, palatabilidad y forma a las particulas), pues la proporcion y
la calidad de los ingredientes lo prueba ya que la dieta “like-Otohime” que incluso
tiene la misma textura que Otohime A1® carecen de una absorcion de agua de
mas del 100% comparada con las dietas experimentales 25f:75s y 50f:50s lo que
nos habla de una menor digestibilidad de estas dietas. Por otro lado el tamafio de
la particula es fundamental para ser ingerido y tanto “like-Otohime”, como Otohime
Al1® no poseen una proporcién importante de particulas pequefias e individuales
gue caracteriza a los alimentos con proteinas solubles (25f:75s, 50f:50s y 75f:25s)

con un tamafo de particula promedio menor a 30 y.

XI. CONCLUSION

Las larvas de C. estor pueden ser alimentadas con dietas artificiales desde
el momento de la eclosion (0 dpe). Sin embargo, cuando las larvas son destetadas
a partir de los10 dpe, se obtienen mejores resultados en términos de crecimiento y
supervivencia e incluso es posible alcanzar un rendimiento similar a larvas
Gnicamente alimentadas con rotiferos (Brachionus plicatillis). Sin embargo aun con
una menor supervivencia y tomando en cuenta los costos de los alimentos vivos,
se tiene la capacidad de utilizar la dieta disefiada 25f:75s como substituto total de

los alimentos vivos.

Las larvas de pez blanco que fueron alimentadas con la microdieta que
contiene 25% de fuentes de proteina fibrosa 'y 75 % de fuentes de proteina soluble
(25f:75s), obtuvieron el mejor crecimiento y supervivencia. Algunas caracteristicas

fisicas de la dieta como su composicion, su alta capacidad de absorcion de agua
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(1.33 mL de agua/g de dieta), su flotabilidad promedio (69 minutos), para permitir
una alimentacién con una optima disponibilidad, el tamafio de promedio de la
particula (x=21.2 y) que permite a larvas muy pequefias tener acceso al alimento y
su morfologia, sugieren que la microdieta 25f:75s es la mas adecuada, entre las
evaluadas, para la alimentacion de larvas de la especie en estadios tempranos de
desarrollo.

Las larvas pueden alimentarse solo con la microdieta 25f:75s desde 0 dpe,
tomando en cuenta que la mortalidad puede compensarse con el costo de los
cultivos vivos, ya que de esta forma no se requiere de ningun alimento vivo para

llegar al estado juvenil.

La microdieta “like-Otohime” prueba que sus ingredientes y su formulacién
es igual o mejor que el Otohime comercial en términos de crecimiento de las

primeras larvas de C. estor.
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