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RESUMEN

El catan (Atractosteus spalula) es |a especie dulceacuicola de mayor tamafio que
habita en las aguas continentales de México. En los estados de Tamaulipas y Nuevo
Ledn cuentan con un mercado bien establecido, ademas estos peces también son
objeto de pesca departiva. Sin embargo, en la actualidad no existen normas que
regulen su captura, lo cual ha provocado una explotacion desmedida. A este respecto
desde hace varics afos se viene argumentando que de no protegerse
permanentemente se corre el rigsgo de desaparacer. Esta situacion no es exclusiva de
nuestro pais, ya que en diversas regiones de Norte América se ha propuesto que esta
especie sea considerada como amenazada o en peligro. Debido a lo anterior, se
considera esencial dirigir los esfuerzos de investigacion hacia la recuperacion de las
poblacianes, sienda la altemativa inmediata su cultivo. A nivel nacional Gnicamente se
cuenta con 30 adultos mantenidos en cautiverio en el Centro Acuicola Tancol de la
SEMARNAP, siendo la produccion total de crias destinada a programas de repablacion
para intentar mantener las necesidades de la pesca deportiva y comercial. Sin
embargo, el principal problema que se presenta es la alimentacion de |as larvas, la cual
esta basada en la disponibilidad de presas vivas, ocasionando un fuerte canibalismo,
diferencias en tallas, crecimiento y la consecuente necesidad de liberar a las crias en
un periodo muy corto, quedando asi interrumpido el ciclo de cultivo y reduciendo la
posibilidad de sobrevivencia.

La investigacion multidiciplinaria realizada en el presente trabajo permitid
resaltar las particularidades que presenta el desarrollo larvario del catan, asi como
visualizar posibles alternativas para llevar a cabo el cultivo de esta especie. En
resumen, el estudio morfolégico permitid distinguir las fases de desarrollo y de nutricién
en las larvas, asi como seieccionar indicadores externos de la inanicién. Con el
seguimiento histoldgico del tracto digestivo se determind que este se encuentra
completamente formado al iniciar la alimentacion exdgena, lo cual ocurre a los 5 dia
después de la eclosion (DDE). Igualmente fue posible observar el procesa de
maduracion, confirmar las fases de nutricion y establecer un indice de nutricion en
base a la altura celular de los enterocitos. El estudia de las enzimas digestivas permitio
comprobar que las estructuras del tracto digestivo son funcionales desde el 5 DDE vy
que las larvas de catan tienen la capacidad digestiva para utilizar dietas artificiales. Por
ofra parte fue posible establecer que las larvas desarrollan precozmente el eje
tiroidiano el cual regula su desarrollo y que la metamorfosis puede ser alterada con
fines practicos mediante (@ administracion exdgena de hormmaonas. Finalmente, un
primer ensayo con dietas artificiales amojd informacion sobre |as caracteristicas que
estas deben tener para ser utilizadas en |la alimentacidon de larvas de catan.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

El catan (Atractosteus spatulfa) es la especie dulceacuicola de mayor tamano
que habita en las aguas continentales de México. En nuestro pais su localizaciéon se
restringe a |la vertiente del Golfo de México, vy se le encuentra especificamente en el
estado de Tamaulipas, en donde es apreciado por la calidad de su came, par su
tamario y faciligad para filetear. En los estados de Tamaulipas y Nuevo Ledn cuenta
con un mercado bien establecido, ademas estos peces también son objeto de pesca
deportiva ya que su tamano (pueden alcanzar 2 metros de largo) los convierte en un
atractiva trafeo. Sin embargo, en la actualidad no existen nomas que regulen su
captura, lo cual ha provocado una explotacion desmedida. Esto aunado a las
alteraciones de su habitat han hecha que los volimenes de su captura decrezcan. Esta
disminucidn en los niveles poblacionales actualmente implica no s4lo la privacion de un
recurso lradicional para los pescadores y comerciantes de la region Noreste, sino
también el riesgo de que la especie se extinga. A este respecto desde hace varios
afos se viene argumentando que de na proiegerse permanentemente se corre ¢l
riesyo de desaparecer de la zona (Morales, 1987). Asi mismo se ha sefialado la
necesidad de establecer zonas reservadas para la conservacion de la especie, dandole
oportunidad para que se reproduzca. Esta situacion no es exclusiva de nuestro pais, ya
que en diversas regiones de Norte América se ha propuesto que esta especie sea

considerada como amenazada o en peligro (Simon & Wallus 1989).

Considerando el valor faunistico de estas especies, por ser endémicas y por la
situacion actual de sus poblaciones que tienden a desaparecer, su valor cientifico por
tratarse de arganismos pancronicos y sus posibilidades de explotacidon comercial, se
plantea un problema de [ndole cientifica, social y econdmico, cuya solucién requiere de
una base tedrica que sirva como punto de parlida en la elaboracion de medidas
eficaces para su conservacion y aprovechamiento, como lo sugieren Leon et af. (1978).

Esla solucion radica en el desarrollo de técnicas dirigidas hacia el control de Ia



reproduccion en cautiverio como una medida para incrementar las poblaciones de

juveniles y de esta manera recuperar |as poblaciones amenazadas.

Hasta el momento, este problema ha sido abordado esencialmente por la via de
la zootecnia restringiendose a la definicion de condiciones ambientales y no se ha
gjercida ningin otro tipo de control sobre su reproduccion y cultivo larvario. A nivel
nacional Gnicamente se cuenta con 30 adultos mantenidos en cautiverio en el Centro
Acuicola Tancol de la SEMARNAP, en las inmediaciones de Tampico, Tamaulipas.
Estos organismos se reproducen y desovan de mane}a natural sélo durante una
semana en el afno, lo que limita enormemente la produccién de crias necesarias para
restaurar los niveles poblacionales de la especie. '

Debido a lo anterior se considera esencial dirigir las esfuerzos de invesfigacion
hacia la recuperacion de las poblaciones, siendo la altemativa inmediata su cultivo. En
la actualidad Ya produccian total de crias esta destinada a programas de repoblacian
para intentar mantener las necesidades de la pesca deportiva y comercial. Sin
embargo, existe un problema crucial en lo que respecta a la alimentacian de las crias,
ya que esta se basa exclusivamente en presas vivas, lo que implica que debido al
acelerado crecimiento de las larvas de catan se requieran grandes volUmenes de
alimento, por lo que en caso de abastecimiento insuficiente, esto se traduce en un
fuerte canibalismo, marcadas diferencias de tallas, crecimiento y como consecuencia
final la necesidad de liberar las crias en un pericdo muy corto (2 a 3 dias de
alimentacion exdagena), quedando asi interrumpido el ciclo de cultiva. Estos factores
repercuten de manera directa tanto en la cantidad como calidad de crias obtenidas en
cada epoca de reproduccion y al mismo liempo propician que las posibilidades de
sobrevivencia en €l medio natural sean muy bajas.

Considerando esta situacion, el presente trabajo esta orientado a describir
aspestos basicos, del desarmallo larvario del catan bajo condiciones de alimentacién

adecuada, asi coma |as pasibles alteraciones que se llegan a producir al existir un

2



abasto insuficiente de alimento. Con esto se pretende igualmente contribuir a los
gonocimientos basicos de la anatomia y fisiologia de estas especies con el fin de ganar
un mayor entendimiento de sus requerimientos bioldgicos y plantear pasibles

estrategias para su mantenimiento en condiciones de cultivo.

1.1 OBJETIVOS

1) Describir los principales cambios morfolégicos durante las primeras elapas de
vida del catan (Atractosteus spatula).

2) Evaluar y describir el desarrollo del tracto digestivo de las larvas de catan
durante su desarrollo.

3) Establecer las caracteristicas morfoldgicas e histologicas que resultan
afectadas por la inanicidn durante el periodo larvarig.

4) Determinar la presencia y actividad de las principales enzimas digestivas
durante el desarrollo larvario.

§) Evaluar el efecto de hormonas tiroidianas y corticosteroides sobre el
desarrollo de las larvas y su posible beneficio en el acandicionamiento para el

consumo de dietas artificiales.

6) Describir las estrategias que pudieran ser utilizadas para acondicionar larvas

de catan al consumo de dietas artificiales.

Las diferentes fases experimentales realizadas para cumplir estos objetivas se
presentan en capitulos separadcs. Estos incluyen de manera individual los
antecedentes correspondientes, métodos, resultados y discusion del tema. Lo anterior
fue realizado con el propgsito de dar mayor claridad a las diferentes etapas,
considerando la diversidad de temas asi como la cantidad y tipo de ensayos

realizados. En un capitulo final se destacan los aspectos mds importantes encontrados



durante esta investigacion, asi como algunas propuestas para continuar este trabajo y

esclarecer aquellos aspectos que no pudieron ser abordados en su totalidad.

En el presente capitulo, a manera de introduccion general, se presenta una
revisidn sobre algunos aspectos bioldgicos que hasta ahora se conocen para este tipo
de peces. lo cual representa un punto de partida, ya que estos organismos sclo han
sido objeto de estudios aislados y esporadicos, a pesar de sus caracteristicas
bioldgicas tan particulares mismas que resultan de interés desde los puntos de vista

econdmico, ecologico, evolutivo y cultural como se vera en la presente revision.

1.2 BIOLOGIA DE LOS LEPISOSTEIDOS

Los lepisosteidos constituyen un grupo de peces muy particular ya que la
prevalecia de varias de sus caracteristicas primitivas los separa del resto de los
teledsteos. En relacion con esto, Wiley (1976) establece que los lepisosteidos tienen al
menos 27 caracteres (nicos entre los actinopterigios y estos caracteres corroboran la
hipotesis de su arigen maonofilético como grupo. Suttkus (1963) sefiala varios rasgos
distintivos de los lepisosteidos que sin duda contribuyeron a su supervivencia durante
millones de afios. Entre otros, se encuentran su rigida cubierta protectora
proporcionada por escamas rombicas articuladas entre si por sus bordes, este tipo de
escamas, exclusivas de su genero son unicas entre los peces (Lepisosteus = escama
Osea). La vejiga natatoria esta altamente vascularizada y se encuentra conectada con
la faringe por el ducto pneumatico, lo cual los habilita con |a capacidad de respirar aire
atmosférico. €l cono arterial del corazdn tiene acho hileras transversales con 4 a 8
valvulas cada una, lo cual los dota de una capacidad cardiaca particular. Poseen
vertebras completamente osificadas y opistocélicas, i.e. |la cara posterior es canvexa y
la posterior concava, una conformacion Gnica entre los peces vivientes, esto les
permite realizar movimientos rapidos y precisos indispensables en el momento de

atacar a sus presas. En el intestino posterior se presentan reminiscencias de valvula



espiral, lo cual aumenta su capacidad digestiva, convirtiéndolos en predadores

eficaces.

1.2.1 CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DEL CATAN

Dentro del grupo de los lepisosteidos, el catan se distingue por las siguientes
caracteristicas: es un pez de cuerpo cilindrico con un hocico alargado, aunque
relativamente corto {(menos de 60% de la longitud de la cabeza), comparado con el
resio do los lepisosteidos. Presenta orificios nasales en |a punta del hocico y dos
hileras de largos caninos en cada lado, asi como colmillos dermaopalatinos en los
adultos. Los huesos craneales tienen pequeios tubérculos redondeados cubiertos de
esmalte. Se presentan de 59 a 66 branquioespinas, anchas y se encuentran
camprimidas lateralmente, con convoluciones a lo largo de los margenes dorsales. Las '
aletas carecen de espinas. La dorsal y [a anal son cartas y se sitban muy atras en el
cuerpo, mientras que las pectorales y las pélvicas se sitian ventraimente. La aleta
caudal esta redondeada y es ligeramente asimétrica. Se presentan de 7 a 10 radios en
la dorsal, de 7 a 10 en la anal, de 12 a 14 en la caudal, de 8 a 16 en las pectorales y
de § a 6 en las pelvicas. El cuerpo esta totalmente cubierto de escamas ganoideas
rombicas no imbricadas. Las mejillas estan cubiertas por numerosas placas. Se
presenta una hilera diagonal de 22 a 32 escamas del frente de |a aleta anal a la mitad
del dorso. Tienen de 49 a 54 escamas predorsales y de 58 a 62 escamas en la linea
lateral. El color del dorsa va de cafe oscuro a bronceado, mientras que el vientre va de
blanco a amarillento, aunque esta coloracién no es comin en las especies mantenidas
en acuarios (Suttkus, 1963). Ocasionalmente se presentan manchas con pigmentacion

en el peddnculo caudal y aletas, particularrente en las tallas mas pequedias.

Sindnimos de la especie: Al catan ademas de Afraclosteus spalula, se le ha
denominado Lepisosteus ferox, Lepisosteus belandien, Atractosteus lucius,

Lepisosteus viridis, Litholepsi adamaniimus, Lepisosteus tristoechus (No de Blach y
Schneider), Lepisosteus spatula.



Nombre comin: De la misma manera se le conoce con varios nombres en |as

diferentes regiones del pais (Catén, Pejelagarto) asi como en E.U. (Alligator gar,
Garpique alligator) y Sudamérica (Gaspar baba).

1.2.2 ESPECIES SIMILARES

El resto de las especies de lepisosteidos se pueden distinguir del catan en base
a las siguientes caracteristicas: poseen un hacica menos ancho con una sola hilera de
grandes caninos a cada lado y tienen de 14 a 33 branquioespinas en el primer arco
branquial. L. osseus (longnose gar) tiene un hocico extremadamente delgado. L.
occulatus (spottet gar) y L. platyrhinchus {Florida gar) tienen un hocico mas estrecho
que el del catdn y presentan manchas en |la cabeza. Los juveniles de catan se
distinguen de los de L. osseus, L. occulatus, L. platyrhinchus y L. platostomus
{shortnose gar) por una franja clara en el dorso (Suttkus, 1963). Atlractosteus
tristoechus (confinada al Norte de Cuba y la 1sla de Pinos) tiene de 67 a 81
branquioespinas en el primer arca branquial y carece de tubérculos en los huesos del
techo craneal. Atractosteus tropicus, al que eventualmente se le puede encontrar en
aguas salobres, es mas pequefio en tamario y comunmente tiene el dorso moteado.
También presenta una serie de machas oscuras a lo largo de los costadaos y tiene de
42 a 48 escamas predorsales (Wiley, 1978).

1.2.3 BIOLOGIA

Esta especie ha sido a menudo asignada a los Lepisosteus. Suttkus (1963)
reconocid Atractosteus como un subgénero de Lepisosfeus. Wiley (1976) mostrd que
los lepisosteidos vivientes estan comprendidos en dos lineas filogéneticas que datan
del Cretacico tardio (75 millones de anos), basado en la presencia de un lepisosteido
fosil (Atractosteus sfrausi) en las formaciones de Messel del Eoceno cerca de
Darmstadt, Alemania (Kinkelin, 1903). Asi, Wiley (1976) observd |la separacién de dos
generos que acurrieron del inicio a la mitad del Cretacico antes de la separacion de |a
Pangea. Debido a |la antigiedad de esta divergencia concluyé que Atractosteus debia

ser removida de la sinonimia de Lepisosteus en la cual habla sido previamente situado.
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Sin embargo, por razongs de parsimonia nomenclatura, algunos autores mantuvieron
la clasificacién original. Se desconoce la existencia de fésiles Europeos que daten de
antes del Cretacico. Sin embargo, como fue sugerido por Wiley (1976), los
lepisosteidos fueron descubiertos en Sudamérica (Santos, 1984; Gayet et al,, 1989).
Los ultimos hallazgos aparentemente confirman el descubrimiento de Lepisosteus
alessandrii Ameghino (1898) de Argentina, el cual fue puesto en duda por Pascaul
(1970) y considerado como incierto par Wiley (1976). Se ha hipotetizado que ambos
generas (Alractosteus y Lepisasteus) datan de al menos 180 millones de afios (Wiley,
op. cit.).

En la actualidad se reconocen siete especies como los Unicos representantes
vivigntes de estos dos géneros, las cuales se encuentran restringidas a ciertas zonas

de Norte, Centro America y el Caribe.

En el género Lepisosteus se encuentran:
+[. osseus

*L. platyrhincus

+L. platostomus

o L. oculatus

El generg Atractosteus se encuentra representado por
* A spatuia
*A_ tropicus
s A trisfoechus
Segun Suttkus (1963) dos de estas especies serian diferentes sdlo a nivel

sub-especifico, considerando la existencia de ciertos indicios de hibridacion.

Frecuentemente se ha situado a estos peces junto con los amidas, con los
cuales comparten ciertas caracteristicas tales como la naturaleza abreviada del
esqueleto de la caudal heteracerca, la vejiga natataria dividida en compartimientes, y la
presencia de una valvula espiral. Sin embargo, difieren en varios aspectos coma las
escamas, el hocico, los huesos maxilares segmentados y la quijada inferior que se

articula por delante los ojos (Suttkus, 1963).



1.2.4 DISTRIBUCION
Como se mencionq, los lepisosteidos se encuentran restringidos al hemisferio

occidental (Wiley, 1976), aunque supuestamente existe una especie que se encuentra
en China (L. sinensis).

El catan se localiza en nuestro pais en los Estados de San Luis Potosi, Veracruz
y Tamaulipas (Moralss, 1987), Sin embargg, presenta una amplia distribucion hacia el
Norte a todo lo largo de la costa del Golfo de México hasta Florida, igualmente se le
encuentra en el Valle del Mississipi y en las pates bajas de los rios Chio y Missouri,
También se presenta en Nicaragua y en €l Noroeste de Caosta Rica (Wiley, 1976). El

estatus de las poblaciones en ambos paises se desconocs.

1.2.5 HABITAT

Se conoce muy poco acerca de la biologia de A. spalula. A esta especie se le
encuentra en las pozas de los grandes rios y frecuentemente se le ha visto en aguas
salobres o marinas a lo largo de la costa del Golfo de Mexica (Goodyear, 1966; Wiley,
1978; Robison y Buchanan, 1988). De hecho, ha sido considerado por diferentes
autores coma el mas tolerante a las salinidades entre los lepisosteidos (Suttkus, 1963).
Es capaz de vivir por periodos indeterminadaos de tiempo en agua totalmente marina,
como quedo demostrado por un espacimen que se mantuvo durante varios arfos en un
acuario marino de exhibicién (Gilbert, 1992). Goodyear (1967) reportd que al catan se
le encontraba en aguas con salinidades de hasta 25 ppt, mientras que Gunter (1949)
registrO esta especie en las costas de Texas a salinidades de 31 ppt. A diferencia de L.
oculatus que tiende a ser encontrado principalmente asociado con (a vegetacion, tanto
A. spaluia como L. osseus generalmente se encuentran en habitats acuaticos mas
abiertos. Ambas especies parecen preferir los lugares mas profundos dentro de los
cuerpos de agua en donde se le localiza. En el caso de L. plafyrhincus, la escasez de
registros en agua marina g salobre indica la poca tolerancia de esta especie a las
condiciones salinas (Suttkus, 1963). De manera similar, tampoco se tienen registros de



que L. oculatus (Suttkus, 1963), ni A. tropicus (Resendez vy Salvadores, 1983)

penetren en aguas salobres o lagunas costeras.

1.2.6 REPRODUCCION

A pesar de la existencia de algunas descripciones sobre las reproduccion de los
lepisosteidos, se conoce muy poco acerca de los aspectos basicos sobre los habitos
reproductivos de A. spatula (Breder & Rosen, 1966). Hasta el momento el cimulo mas
importante de infarmacién acerca de l0s aspectos reproductivos de los catanes
corresponde a las observaciones realizadas en el medio natural por diversos autores
Norteamernicanos sobre vanas de las especies del orden y a los estudios realizados
sobre el pejelagarto en Tabasco. Tomando esto como base se presenta a cantinuacion

una semblanza de la biologia reproductiva de los lipisosteidos.

Proporcion sexual. Los lepisosteidos presentan un comportamiento poco
gregario, sin embargo durante la temporada de repraduccion se les puede encontrar
comunmente formando grupos de decenas de individuos, habiéndose observado hasta
mas de 20 al mismo tiempa (Aleman, 1987; Dean, 1895, Holloway, 1954). Las hembrgs
encabezan los grupos de reproductores, mientras que los machos avanzan detras
expulsanda el esperma que fecundara los Gvulos, los cuales son adherentes y se fijan
a la vegetacion sumergida (Contreras, 1987). De manera general, se observa siempre
un mayor numero de machos que de hembras. Suttkus (1963) menciona igualmenta
que cuando las hembras van a desovar se hacen acompaniar de uno a cuatro machos.
En el caso del pejelagarto A. tropicus se han reportada relaciones macho: hembra que
van desde 0.82:1 (Chavez-Lomeli, 1989), pasando por proporciones de 1:1.2
{Resendez, y Salvadores 1983), 3:1 (Bejerano et al., 1997), hasta praporciones de 5:1
(Gomez-Gomez, 1989; Perez-Sanchez, 1995). Holloway (1954) reporta proporciones
de 1:2 y de 1:1 machos por hembra para Lepisosteus pilatyrhincus y senala

proparciones que varian de 1:2 a 3:1 machos par hembra para L. osseus.



Comportamiento reproductivo: Dean (1895) describe el comportamiento
reproductivo para Lepisosteus spp. en Black Lake, Carolina del Sur. Indica que
primeramente se les percibe en las regiones profundas del lago y posteriormente se les
ve cerca de la grilla. El hocico de los machos, de color mas claro, probablemente una
coloracion relacionada con la época reproductiva, presiona la region abdominal de la
hembra. En este momento nadan con las aletas extendidas, y particularmente las
dorsales y anales se encueniran erectas, de tal manera que estas ultimas junto con la
caudal son perceptibles desds lejos. Posteriormente se presenta un periodo de
quietud, el cual es seguido por movimientos hacia adelante, hacia atras y en circulos,
cerca de |la orilla y minutos mas tarde se presentan movimientos bruscos. Es en este
momento que los huevos son expulsados y fertilizados, pudiendose apreciar nubes de
esperma en el agua. Este evento altema con otro periodo de quietud de varios minutos
el cual es seguido por maovimientos circulares y una segunda ovoposicion. El desove
por lo general no ocurre durante ias horas mas calurosas del dia (12:00 - 15:00), sino
se presenta a intervalos entre las 7:30 y 20:30. Es probable que no todos las huevos
sean depositados por la hembra durante un sclo dia. Las desoves en el caso del
pejelagarto (Perez-Sanchez, 1995) y del catan (Marales, 1987) ocurren durante la

noche, llegando a prolongarse hasta el dia siguiente.

Temporada de reproduccidn. Los lepisosteidos desovan tipicamente durante
la primavera y principigs del verang (Simon Y Wallus, 1989). Durante ests tiempo ei
desove tiene lugar de manera intermitente, por lo que se considera que sélo son 607
dias efectivos durante la temparada (Dean, 1893). La extensidn de los periodos
reproductivos pareceria estar en relacion con la latitud y por supuesto con la
temperatura. En este sentido Suttkus (1963) menciona que el desove siempre se lleva
a cabo en agua dulce durante un breve periodo de la mitad de mayo a la mitad de junio
en la latitud de Nueva York. Por su parte, Breder y Rosen (1966) reportan que el
periado de maxima actividad sexual de L. platosiomus se presenta en julio. De acuerdo
a Dean (189%5) la temperatura del agua es el factor mas detemminante scbre la

temporada de desove. La temperatura de las aguas menos profundas donde el desove
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tiene lugar en Carolina del Sur oscila entre los §6-709F (19-21°C). Este mismo autor
sefiala que {a temperatura del aire en conjunto con fuertes vientos y lluvias no tiene un
gfecto inmediato sobre la temporada de reproduccion. Sin embargo, existen
argumentos que indican que la lluvia tiene efectivamente cierta repercucién sobre la
temporada de desove. Asi, se ha sugerido que es impartante que crezca el nivel del
agua en las zonas inundables con el fin de que la maleza sirva como sustrato para los
huevos adheribles. Igualmente, se ha postulado un cierla sincronia en relacion con la
aparicion de zooplancton can las lluvias, esta produccion se favareceria por el efecto
de la putrefaccion de los pastos contribuyendo asi a fertilizar ¢l sistema. Esto sin duda
aseguraria la viabilidad de las futuras larvas. A este respecto, Perez-Sanchez (1895)
menciona que la ocurrencia de los desoves depende de factores ambientales tales
coma la precipitacion pluvial y la consecuente inundacidon de zonas aledariias a rios y
lagunas, lc que prapicia el incremento de poblaciones planctonicas de cladaceros ¥
copepodos. En relacidn con esto se ha sefialado que en los peces tropicales
intervienen otras factores, ademas del fotopeniodo y la temperatura, que definen la
gstacionalidad reproductiva asociada a la temporada de lluvias, la cual esta

relacionada a su vez con la abundancia de alimento (Norris y Jones, 1987, citado por
FPerez-Sanchez, op cit).

Fecundidad: De manera general la fecundidad de los lepisosteidos es elevada,
y el nomero de huevos aumenta con la talla de la hembra (Halloway, 1954). Para A.
tropicus se reportan fecundidades absolutas de 378 a 22,530 huevos por hembra (de
35,000 a 1,130,000 por kg), con una fecundidad promedio de 12,958 para una talla de
promedio 64.5 cm (Chavez-Lomeli et al., 1989). En contraste con estas observaciones,
Mendoza et af. (1993) reportan fecundidades de 8, 787 ovocitos pur kg de hembra para
la misma especie. En el caso de L. platyrhincus, Holloway (1954) seiiala un promedio
de 5,200 huevos por hembra. Para L. osseus se han repartado mas de 36,000 huevaos
para una hembra de 100 cm (Breder & Rosen, 1966). La fecundidad para L. osseus se
ha estimado en 30,000 a 77,156 huevos por hembra (Holloway, 1954). Para esia

misma especie se han reportado de 4,000 a 59,000 huevos par hembra, con un
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pramedia de 27,000 por hembra, lo que resulta en 6,000 huevos par kg (Netch y Witt,
1962). Para el manjuan (A. fristoechus) la fecundidad absoluta se calculé en 4,000 y
6,711 huevaos/kg en hembras con un indice gonadosomatico entre 6 y 10. Mientras que

en las hembras de A. spatuia desovan en promedio 4,000 huevos por kg de pesa
(Morales, 19387).

Sustrato: Todos los lepisasteidos requieren de un sustrato para desovar
(Bejarano et al., 1997). Asi en el medio natural L. 0sseus deposita sus huevos sobre
rocas o cubiertas de algas. Mientras que L. plafostomus deposita los huevos en
pequefas masas sobre pastos y algas. L. ocelatus desova sobre vegetacidn muerta y
cubiertas de algas (Simon & Wallus, 1889). Se ha senalado que a pesar del caracter
relativamente uniforme de |a arilla de |os lagos en donde se reproducen, existen ciertos
lugares en los que prefieren desovar (Oean, 1895). Cansiderando estos aspeclos, en el
caso de la reproduccién en cautiverio se recurre a la confeccién de “nidos”, en donde
los animales colocan sus huevos. En el caso del manjuari (4. fristoechus) se utilizan
nidos de pina debida a que tienen menaos posibilidad de encontrarse contaminadas con
parasitos de los peces y resisten una gran cantidad de dias bajo el agua sin
descomponerse. (Ledn ef al., 1978). Frecuentemente sé construyen nidos can ramas
insertadas en trozos de malla, ya que asi pueden ser trasladados a otros estanques y
por atra parte ofrecen la facilidad de poder retirar los huevos muertos y los dvulos no
fecundadas para evitar la extension de la saprolegniosis. En el caso del catan (A.
spatula), previamente se colocan ramas de Casuarinag en los extremos y centro de los

estanques que serviran como sustrato para los huevecillos de naturaleza adherente
(Morales, 1987).

Dimorfismo sexual. Se presenta un crecimiento diferencial entre machgs y
hembras, este se vuelve menas marcada con la edad, aunque no termina con las
madurez. Los machos no s¢lo maduran a una menar talla que las hembras, sino que
crecen menos que estas, Esto se confirma en diferentes reportes concernientes al

dimorfismo sexual de otros |episosteidos (L. plalostomus, L. oculatus y L. platyrinchus)
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{Suttkus, 1963). Se ha reportado |a presencia de dimarfismo en ciertas estructuras e.g.
en el tamafio del hocico en L.oculatus y L. platyrinchus, en ambos casos se ha
observado que 1a hembras poseen un hocico mas alargado que los machas (Suttkus,
1963; Hubbs y Lagler, 1942 citado por Leon ef al., 1978). De la misma manera, en el
caso del manjuari (A. tristoechus) se encontraron diferencias significativas en la
relacion de algunas medidas anatomicas entre hembras y machos. Las hembras lucen
un vientre muy inflamado debido al crecimiento de las génadas e igualmente presentan
una papila genital mas inflamada y mas coloreada que en el macho (Leon et al., 1978).
Este parece ser igualmente el caso del pejelagarto (G. Marquez comunicacion
personal). A este respecto Bejerano et al. (1997) sefalan que las diferencias se

acentlan cuando los organismos llegan a un estadlo avanzado de maduracion.

1.2.7 ALIMENTACION

De manera general l0s lepisosteidos se alimentan principalmente de peces y
cangrejos o jaibas (Suttkus, 1963), aunque también se han encontrado restos de aves
en sus contenidos estomacales (Raney, 1942) e inclusive basura (Goodyear, 1967).
Aunque se han reportado las especies que estos peces conmsumen con mayor
frecuencia, en las cuerpos de agua dulce ea donde habitan (Anus felis, Micropogon
undulatus, Leigstomus xanthurus, Mugil cephaius, Menticirrhus sp., Brevoortia
patronus, Lagodon rhomboides, Symphurus plagiusa, Balistes sp., y de manera
ocasional Gallus domestricus, y Squilla empusa), practicamente se desconoce su dieta
en ambientes salobres y marinos (Suttkus, 1963). En el caso del gallo, éste
probablemente fue utilizada como carnada. Raney v(1942) repartd que en el caso
particular del catan, éste eventualmente comia patos y pavos acuaticos (Anhinga
anhinga), en Cuartex, Resaca, Texas. Gunter (1945) encontrd restos de lisas en los
intestinos de 50% de los especimenes en Texas. Mientras que el hecho de poder
capturarlos utilizando peces muertos como carnada, ha onllado a diferentes autores a
considerar que son carrofieros (Gunter, 1945; Suttkus, 1963; Seidensticker, 1987).
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Preferencias alimenticias.- Las preferencias alimenticias de los lepisosteidos
parecen depender de varios faciores, entre los que se cuentan la disponibilidad del
alimento, la etapa de desarrollo y la especie. Asi, L. osseus, L. oculatus, L.
platyrhincus y L. platostomus en su etapa larvaria prefieren insectos, microcrustdceos y
peces. A este respecto se ha reportado que los juveniles de L. osseus pueden ser
mantenidos exclusivamente con larvas de mosquito (Pearson et al., 1979). Sin
embargo, dentra de las especies anteriores L. osseus muestra una mayeor preferencia
por los peces, con una marcada tendencia a incluir un mayor porcentaje de peces en
su dieta a medida que crece (Echelle y Riggs, 1972; Holloway, 1954). Por otra parte se
ha observado que en los adultos de A. trapicus, los restos de peces, materia arganica,
copépodos vy restos de vegetales constituyen los principales componentes alimenticios
(Resendez y Salvadores, 1983). Sin embargo, en los juveniles aungue el alimento
principal sigue siendo los peces, l0s restos de insectos forman uha parte importante de
la dieta, difinendo asi de los habitos de los adultos (Resendez y Salvadores, 1983). En
menor proporcion también se encontraron crustaceas decapodos (Chavez-Lomell et
al, 1989). Esto indica que A. fropicus @s un pez carnivoro en su etapa juvenil, sin
embargo, poco a poco va aumentando |la variedad de su dieta conforme crece, hasta
incluir vegetales en ella cuando ya es adulto.

Los lepisosteidos comanmente son considerados como un estorbg y como
detrimentales para las especies de peces que se capturan durante la pesca deportiva y
dentro de los lepisosteidos A. spatula tiene la peor reputacion, aunque este aspecto ha
sido abjeto de contraversias. En efecto, Toole (1971) muestra evidencias de un estudio
realizado durante 5 afios cuyos dalos indican que tanto A. spatula como L. osseusy L.
oculatus son predadores de especies de forraje. Los tres lepisosteidos ingieren a las
especies farrajeras en grandes porcentajes, sin embargo, esto se atribuye a hahitos
alimenticios no selectivos que dependen sdlo de la disponibilidad de alimento. Scobre
este propdsito, Lagler (1942, citado por Holloway, 1954) sefiala que las poblaciones de
lepisosteidos son mayares en donde se localizan poblaciones importantes de especies

forrajeras. A este respecto, también se ha mencionado que debido a la distribucion o al
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comportamiento de las especies farrajeras, éstas resultan mas vulnerables que las
especies de importancia deportiva (Echelle y Riggs, 1972). Por ejemplo algunas de
estas especias tienden a asociarse durante la noche en aguas poco profundas cerca
de las orillas formando cardimenes importantes lo que las hace patticularmente
susceptibles a la predacion por los lepisosteidos. Por el cantrario, Netch (1964) indica
que debido a los habitos alimenticios de los lepisosteidos y la gran habilidad de las
especies de peces de interés en la pesca deportiva para evitar la predacion, existen
pocas posibilidades de que las poblaciones de éstas se vean disminuidas. Aunado a
esto, los estudios de diferentes autores indican qﬁe generaimente (0s contenidos
estomacales de distintas especies de lepisosteidos (L. oculatus, L. pfatyrhincus, L.
osseus) revelan que sdlo se alimentan de especies de interés para la pesca deportiva
en un minimo parcentaje y que en su lugar prefieren especies forrajeras (Crumpton,
1970; Dugas et al., 1976), aln cuando algunas especies como la perca scn abundante
en el medio. Se ha sefialado que el unico dafo para las especies deportivas seria el
causado debido al consuma de las especies farrajeras lo que reduciria el suplemento
de alimento para las especies deportivas (Dean, 1895). Por esta razon se considera
que son oportunistas en su alimentacion.

Los habitos aportunistas de los lepisosteidos aparecen desde la etapa larval
como lo demuestran las gbservaciones de Pearson et al (1979) quien menciona que
las postlarvas de [. osseus pueden alimentarse indislintamente de microcrustaceos,

larvas de insecto o larvas de peces, siendo la disponibilidad de cada una de las

especies la que define su preferencia.

Esta falta de selectividad en su alimentacién queda de manifiesto al abservar los
abjetos inusuales encontradcs en los contenidos digestivos de diferentes especies. A
este respecto, Crumpton (1970) menciona la gcurrencia de |atas, anzuelas, huesos y
plumas en el caso de L. osseus, y Goodyear (1967) sefiala la presencia no solo de
diferentes lipos de anzuelos, sino tambien de un pedazo de latigo, un carrete de acero
inoxidable y el termostato de una maquina diesel.
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Comportamiento predatorio.- La estrategia de predacion de los lepisosteidos
ha sido descrita en particular para L. osseus (Suttkus, 1963; Netch, 1964). Esta
especie normalmente no realiza movimientos innecesarios, pemmanece de preferencia
inmovil hasta que su presa se encuentra a su alcance y en ese momento ¢on un
movimiento lateral muy rapido de |a cabeza atrapa sObitamente de un mordisco a la
victima. Generalmente mantiene a su presa en el hocico durante varios minutos, hasta
que su presa cesa de debatirse, posteriormente la voltea hasta que la cabeza apunta

en direccidon de su eséfago y entonces procede a tragarsela.

Vale la pena sefialar que a pesar de los poderosos dientes con que se
encuentran dotados los lepisosteidos, en los contenidos estomacales practicamente no
se encuentran individuos en pedazos ¢ mordidos, lo que sugiere que los dientes son
utiizados pnncipalmente para evitar que las presas escapen.

Habitos alimenticios.- Los escasos organismos bentdnicos encontrades en los
contenidos estomacales y la abundancia de pelagicos (e.g. Gambusia) sugiere que su
alimentacidn se realiza principaimente en la superficie (Echelle y Riggs, 1972). Se ha
sugerido que este tipo de alimentacion liene cierta relacidbn con su capacidad para
respirar aire atmosférico, un proceso que ocurre frecuentemente durante el veranc en

+ las aguas poco profundas de los lagos.

Por otra parte, Holloway (1954) menciona que la alimentacion de L. platyrhincus
se lleva a cabo principalmente a la caida del sol o durante las noches, o durante los
dias nublados. Esto coincide con lo observado por Resendez y Salvadores (1983),
quienes en funcion del grado de digestion de los contenidos estomacales de A.
tfropicus y de la hora de captura dedujeron que estos animales eran de habitos
nocturnos. De manera similar, Goodyear (1967) menciona que L. osseus €s un

predador activa en aguas abiertas, alimentandose prefersntemente en la noche.
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Se ha sefialado que cuando se encuentran en grupo ¥ alguno empieza a comer,
el resto le sigue (Holloway, 1954). Esto podria ser indicativo de cierta jerarquia.

Un aspecto interesante que se ha abservado es que cuando diferentes
especies cohabitan en un mismo cuerpe de agua ocupan nichos ecoldgicos muy
diferentes. En relacion con esto, Goodyear (1967) encontré que mientras el catan
podia ser carrofiero, otras especies (L. osseus y L. oculatus) eran exclusivamente
predadares activos. Adicionalmente, tanto 1a talla de A. spatula coma el mayar tamafio
de las especies’'que normalmente consume, en comparacion con las que ingieren otras
especies de lepisosteidos, lo excluyen como competidor de L. osseus y L. oculatus.
Seidensticker (1987) observd que los catanes aprecian particularmente a aquellas

especies mayores de 20 cm (e.g. bagres) que se alimentan del bentos .

1.2.8 PARASITOS Y ENFERMEDADES

A. spatula es parasitadg naturalmente por el trematado bucefalido Rhipidocotyle
lepisostei en la bahia de Barataria, Louisiana (Hopkins, 1994), en el Rio Rgjo en
Oklahoma y Texas (Hopkins, 1967) y en Galveston, Texas (Wardle, 1990).
Presumiblemente, adquieren el parasito en la etapa de metacercaria a traves de la
ingestion de las lisas (Mugif curema y Mugil cephalus). Comparativamente, en A.
fropicus se han encontrado mas parasitos. Chavez-Lomeli et al. (1989) encontraron
algunos nematodos adheridos al mesenterio de la cavidad abdominal. Por otra parte,
Caballero y Caballera (1975 citado por Resendez y Salvadores, 1983) describen un
nuevo genera y especie de trematado, Neatropicolrema bychowsky, pequefio parasito
intestinal. En tanto que Resendez (1981 citado por Resendez y Salvadores, 1983)
encontrg en A. {ropicus un ectoparasito del genero Arguius sp. (Crustaceo Brachiuro)
en las axilas peélvicas. Resendez y Salvadores (1983) reportan la ocurrencia de un
Cestoda, Proteocephaius sp. lgualmente, se encontrd un nematodo enquistado bajo
las escamas perteneciente al género Cystoopsis sp. Otro nematodo que aparecié en
forma de larva del tercer estadic en mesenterios, musculalura e intestino fue
Contracaecum sp. (Resendez y Salvadores, 1983). Entre los ectoparasitos que viven
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en la superficie del cuerpo de A. fropicus se registraron dos crustaceas: Argufus sp. y
Ergasilus sp. El primero suele encontrarse en las axilas de las aletas pares, pera en los
pejelagartos examinados se encontrd en la superficie del cuerpo. El segundo se
encontrd a nivel de las branquias.

Leon et al. (1978) reportan |a incidencia de una enfermedad de origen
bacteriano denominada "emblanquecimiento de la piel“ en A. {nsloechus, esla surge en
forma masiva durante |la captura y el traslado de los animales, llegando a provocar
mortalidades masivas. lgualmente, menciona mortalidades de A. {nsftoechus por causa
de Oodiniasis causada por Oodinium. Por otra parte, menciona la ocurrencia de
parasitos del génera Argulus, los cuales llegan a perforar la piel y como consecuencia
se desarrollan procesos inflamatorios con hemorragias. Otro parasito reportado en el

manjuari es Lasmea, éste ataca preferentemente a los alevines debilitandolos a causa
de las heridas inflingidas.

1.2.9 CRECIMIENTQO

Los lepisosteidos se encuentran entre |0s peces con mayor velocidad de
crecimiento (Netch y Wilt, 1962) y se encuentran entre las especies mas grandes en el
mundo que habitan las aguas continentales. Dentro de los lepisosteidos, la especie
que alcanza mayor tamaro es el calan A. spafula. Para esta especie se han repartado
tallas de hasta 304.8 cm TL y casi 140 kg de peso (Suttkus, 1963; Cardander, 1969).
Meorales (1987) menciona que la tasa de crecimiento de A. spalula en cautiverio es 76
cm/afio. A. tristoechus llega a alcanzar hasta dos metros de largo (Leon et al., 1978).
Dentro de este contexto, se considera que A. {rogpicus €s una especie relativamente
pequefa. En efeclo, |a talla del pejelagarto varia de 37.7 a 90.5 cmy de 1.9 a 6 kg de
peso (Chavez-Lomeli et al., 1989) y en ocasiones llggan a la edad adulta en dos anos,
alcanzando un metro de longitud (Resendez y Salvadores, 1983). En este casa su

precocidad para madurar limita la tailas finales.
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Netch y Witt (1962), en un experimente de crecimiento efectuado con L. osseus,
senalan la extraordinaria tasa de crecimiento que exhibieron los individucs, llegando a
crecer 6 veces mas por dia que otros peces. Este crecimiento, principalmente en
longitud, lo atribuyen entre otrgs factores a la forma del cuerpo, argumentando que los
peces mas esbeltos tienden a alargarse mas que los robustas, a la gran cantidad de
alimento que pueden consumir (10% de su peso por dia) manteniendo, sin embargo,
una eficiente utilizacian del alimento con una tasa de conversidn alimenticia de 2.34 y
a su relativa inactividad, por lo que la energia estaria canalizada hacia el crecimientg.
En efecto, como se menciond anteriormente, la inactividad que los caracteriza y por
ende su caracter relativamente sedentaric indican que no van en busca de sus presas,

sinQ que esperan a que se encuentren en las proximidades para atacarlas (Pearson et
al., 1979).

2.10 RELACION CON EL HOMBRE

A pesar de que se han contado muchas anécdotas acerca de la ferocidad del
catan, hasta el momento no existen hechos documentados de ataques directos al
hombre. La respuesta habitual cuando un catan es perturbado, es nadar hacia aguas
mds prufundas. De acuerdo a Dean (1895), en el Sur de los Estados Unidos se
crearon muchas leyendas sobre su supuesta ferocidad, con el fin de evitar que los
negros entraran en los rios en donde habitaban los catanes y asi pudieran escapar.

Segun Rafinesque (http://cedar.evansville.edu/~ck6/bstud/hugegar.htim) son capaces
de matar un cocodrilo.

En muchas &areas L. osseus esta considerado no sdlo como un pez
desagradable y predador, sino como destructivo, ya que a menudao las redes agalleras
y de arrastre se encuentran dafiadas en las aguas salobres de Louisiana. Debido a
esto, muchos pescadores los mutilan antes de amojardos de nuevo al agua (Suttkus,
1963). Una frase de Forbes y Richardson (1920 citado por Netch y Witt, 1962) muestra

la apreciacion de esios peces "... san una molestia, resultan totalmente inutiles y
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destructivos en su relacion can el hombre. De hecho tienen todos los vicios y ninguna
de las virtudes de los peces predadores".

No obstante que se ha exhortado continuamente la erradicacion de los
lepisosteidos de sus habitats naturales, aun queda por demostrar de manera clara, en
que medida su reduccion resultaria en un aumento o disminucion de ias especies de
interés comercial o deportivo (Holloway, 1954).

Una de las maneras de diezmar las poblaciones de lepisosteidas ha sido
incentivar la pesca deportiva del catan ("Gar fishing rodeos"), la cual se ha vusito
papular en los Gltimos afios en Louisiana, Arkansas y Mississippi (Suttkus, 1863). En
los Estados Unidos existe una asociacian que relne a todos aquellos interesados en la
pesca del catan Gar Anglers' Sporting Society (hitp:./fwww.megsinet.net/~garman/). En
esta se dan detalles de las técnicas y artes de pesca necesarios para capturar
diferentes lepisosteidos. Actualmente es comin ver propaganda relacionada con la
pesca de catdan como uno de los atractivos turisticos de Costa Rica
{http:/ffishcostarica.com/charters.html). Desde hace varios afos se han venidc
describiendo diferentes métados para capturarios o simplemente matarlas, por ejempla
Holloway (1954} menciona diferentes técnicas de pesca para capturar a los
lepisosteidos y sefiala que se atrapan disparandales cuando salen a la superficie, con
electricidad, con senas, con redes agalleras, con anzuelos, etc. Destaca igualmente la

facilidad para capturarios o matarlos en grandes cantidades haciendo uso de ratenona.

1.2.11 TOXICIDAD DE LOS HUEVOS

Existen evidencias que sefialan que los huevos de los lepisasteidos son
venenosos. A este respecto, Netch y Witt (1962) repartan que la ingestidn de los
huevos de A. spatula fue suficiente para matar a 90 gallinas. Ademas mencionan que
no se presenta ingestion volunifaria, por lo que es necesario forzar a los animales
experimentales a comerlos. Ni perros, ni gatos, ni gallinas los ingieren voluntariamente.

Las huevos resultan igualmente tdxicos para los ratones. Sin embargo, en todas los
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casos registrados, la toxicidad no afecta a los predadores naturales de las diferentes
especies de |episosteidos, por o que algunas peces pueden Ingerirlos sin
complicaciones, como es el caso de Lepomis macroochirus y una carpa de rio
(Carpoides catpio), por [0 que éstos peces estdn considerados coma predadores
naturales de L. osseus.

Dentro de las diferentes especies de lepisosteidos, las huevas de L. osseus, L.
oculatus y A. spatula son particularmente toxicas (Bums et al., 1981). La hueva de las
diferentes especies resultd en una mortalidad distinta sobre los ejemplares de
langostino en los que se probd en ensayos de inyeccion y alimentacion experimental.
Se observd 100% de mortalidad con la hueva de A. spatula, 77% con la de L. osseus y
38% con |a de L. oculatus., Se sabe que la toxina actua sobre el corazén produciendo
bradicardia, un efecto inotrdpico negativo relacionado con la interferencia de flujo de
Ca*? en el musculo cardiaco.

Se ha postulado que la existencia de esta toxina tiene cierta relacion con la
ecologia reproductiva de las especies de lepisosteidos. L. oculfatus tiene huevos muy
pequenos con matices verde-grisaceos que son desovados en areas de densa
vegetacion. Por lo que en funcion de éstas caracteristicas es probable que no se
requiera de un alto nivel de toxicidad. En cambio, las otras dos especies (L. osseus y
A. spatula) desovan huevos cuya pigmentacion es mas aparente y esto se lleva a cabo
en areas mas desprotegidas, lo que sugiere la necesidad de una mayor toxicidad. El
hecho de que la hueva sea tdxica limita su utilizacion en la produccion de caviar coma
en el caso del esturidon (Suttkus, 1963).

1.2.12 IMPORTANCIA

En el caso particular de Centro, Sudamerica y el Caribe, los lepisosteidos se
consideran de importancia comestible, ocupando un lugar importante en la dieta de

varias poblaciones (Contreras, 1987, Leon et ai., 1978; Morales, 1987).
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lgualmente han tenido cierta importancia cultural. Asi, en Norte y Centroamerica
los indios han venido utilizando tradicionalmente las escamas ganoideas y los huesos
para confeccionar puntas de flecha, instrumentas rituales y omamentos (Suttkus,
1963). Se cree que los indios utilizaban su piel como armadura y las escamas como
ornamentos e instrumentos rituales y para fabricar cabezas de flechas (Ledn et al.,

1978). También se menciona que utilizaban la piel para forrar las hojas de los arados.

1.2.13 SITUACION ACTUAL DE LAS POBLACIONES DE LEPISOSTEIDOS

Debido a que los lepisosteidcs se encuentran en el Gltimo eslabén de la cédena
alimenticia, son potencialmente mas susceptibles de sufrir de toxicidad aguda a través
de la bicacumulacidén. Consecuentemente, resulta necesario muestrear tejidos de los
ejemplares capturados, para confirmar la aparicion de toxinas a niveles que puedan
afectar adversamente la capacidad reproductiva o la sobrevivencia de los individuos.

La pérdida de las poblaciones de catan dejaria sin duda una triste huella dentro
de la crisis actual por la que pasa la biodiversidad, ya que los catanes se encuentran
entre los sobrevivientes de la ictiofauna que precedio el impacto del asteroide de
Yucatan, el cuai llevd a la extincion de lgs dinosaurios. Desafortunadamente, varios
aspectos basicos de su biologia con interés en la conservacion se desconacen o
apenas han sido explorados. Las preferencias de haébitats especificos, habitos
reproductivos, localizacian y prevalencia de sitios de desove y alevinaje, dietas en
ambientes salobre o marings, se desconocen. Estos y otros aspectos de la biologia
deben ser entendidos si se desea determinar con mayor precision el estatus de la
especie. Por el momento, es incierto el grado en el cual las poblaciones se encuentran

amenazadas y el tipo de medidas especificas que se requieren para protegerias.

Las areas pantanosas en donJe se les localiza han sido a menudo consideradas
como indeseables, ya que contienen agua relativamente estancada y por que se
consideran como un obstaculg para la navegacion y la construccion de caminos. Hasta

recientemente estas 4reas se han venido rellenando para construir caminos y
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desarrollar zonas habitacionales, lo que ha arruinado de manera critica las zonas de
desove. Consecuentemente, esta especie esta potencialmente en un riesgo

considerable de desaparecer en una gran parte del Golfo de México.

A partir de esta reflexion, se deriva la necesidad de realizar estudios

prospectivos para determinar con precision 1a abundancia de la especie en las aguas
continentales aledaras al Golfo de México.
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CAPITULO 2: DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LARVAS DE

CATAN (Atractosteus spatula) Y DE PEJELAGARTO (A. tropicus) EN
CONDICIONES DE CULTIVO,

2.1 ANTECEDENTES

El cultivo de larvas de peces es un area de la acuacultura que se encuentra en
crecimiento, de aqui que en la actualidad surja la necesidad de definir los
requerimientas biolégicos v fisico-quimicos de las especies con interés en cultivar. Sin
embargo. en el caso de la mayoria de las larvas de peces se conoce poco acerca de
su biologia basica, incluyenda los factores ambientales que afectan su sobrevivencia y
crecimiento (Holt, 1990). En los lepisosteidos, asl como en los esturiones, el periodo
gue va de la eclosion hasta el inicio de la alimentacion exégeha puede ser tan largo
comao el desarrollo embrionario y €s conocido como periodo pre-larval. Durante este
pericda tanto la morfogenesis como la diferenciacion son procesos muy intensos, o
que propicia que a menudo se desarrollen caracteristicas con valor taxonémico. Al
mismo tiempo, en este periodo es posible detectar defectos o malformaciones
estructurales provocadas por diversas condiciones desfavorables durante el desarrollo.
De lo anterior se deriva el considerable significado practico de la descripcion de los
estadas de desarrollo normal, ya que permite contar con una referencia al comparar
distintos lotes de larvas mantenidos bajo condiciones diferentes, € igualmente hace
posible estimar (@ calidad del lote y sus posibilidades de sobrevivencia. De aqui el
intarés de contar con una descripcién lo mas detallada posible, para de esta manera a
traves de los cambios morfolagicos poder distinguir posibles alteraciones fisiologicas
provocadas por cambios patoldgicos (Dettlaff et af., 1993).

El desarrollo embrionario de los lepisosteidos, desde la fecundacién hasta la
eclosion, fue descrito por Dean (1895), quien ademas realizd una comparacion con el
desarrollo embrionario de los esturiones, destacando de su estudio que los

lepisosteidos presentan un desarrollo embrioldgico con caracteristicas intermedias
entre los holosteas y teledstegs.
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Otras descripciones de pre-larvas y larvas han sido realizadas para Lepisosteus
asseus, L. platostomnus y L. aculatus (Netsch y Witt, 1962; Pearson et al., 1979; Yeager
y Bryant, 1983; Simon y Wallus, 1989; Simon y Tyberghein, 1991). En al caso de
Atractosteus tropicus, se han ilentificado 13 estadios de desarrollo embrionario y
cuatro de pre-larvas, en base a la aparicion de diferentes estructuras, sin embargo, las
caracteristicas morfometricas para los diferentes estadios no han sido detalladas
(Marquez, 1998). Las larvas de A. spatula Gnicamente han sido caracterizadas por la
presencia de una linea amarilla brillante a lo largo del dorso del hocico, en ejemplares
menores de 15 mm, la cual se extiende hasta el arigen de |a aleta dorsal en ejemplares
de 30 a 120 mm. Sin embargo, no han sido descritos los estadios de pre-larvas, y |as
descripciones morfomeétricas y de pigmentacion de las larvas de esta especie se han
basado solo con 11 larvas silvestres en total considerando todos los estudios
realizados hasta el momento (Suttkus, 1963; May y Echelle, 1968; Echelle y Riggs.
1972; Moore et al., 1973; Simon y Wallus, 1989).

En funcién de lo anterior se hace evidente la necesidad de contar con un
descripcion mas detallada de los cambios morfologicos secuenciales de pre-larvas y
larvas, particularmente considerando intervalos de longitud mas estrechos ya que se
requierg tomar en cuenta la transformacion que exparimentan para adquirir |a forma del
adulto, la cual se refleja principaimente en el hocico. Igualmente es importante tomar
en cuenta |a velocidad de crecimiento que tienen en los primeros estadios ya que son
considerados entre los peces de agua dulce con mayor velocidad de crecimiento
{Netsch y Witt, 1962). De esta forma, mediante [as caracteristicas morfoldgicas, seria
posible evaluar la adecuacion de las condiciones de cultivo en que son mantenidos
diferentes lotes de larvas. A este respecto, ya ha sido probado que el analisis de
caracteristicas murfométricas puede delerminar la condicion nutricional de larvas de
peces vy que este metodo puede ser tan sensible como el examen de ciertas
caracteristicas histologicas (Theilacker, 1978).
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2.2 MATERIAL Y METODO

2.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Larvas y huevos de A. spatula fueron obtenidos de un lote de 25 reproductores
mantenidas en cautiverio en el Centro Acuicala Tancol de la SEMARNAP en Tampica,
Tamaulipas. Los reproductores fueron colocados el 31 de Mayo de 1998 en 2
estanques rusticos de 30 X 20 m con una profundidad de 1 m, los cuales fueron
previamente preparados con una cama de ramas de Casuaring sp. &l rededor del
estanque. Durante la siguiente noche se produjo el cortejo v puesta de huevos, los

cuales quedaron adheridos a las ramas.

Con la finalidad de cantar con otro punto de comparacion se decidid estudiar
también larvas de pejelagarto en esta fase. Para este efecto, fueron colectados huevos
de A. tropicus el 5 de septiembre de 1998 en las zonas de inundacion del Ejide Rio
Playa, Comalcalco, Tabasco. Los huevos fueron trasladades al Laboratorio de

Acuacultura de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco para ser incubados.

2.2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES

A partir de la eclosidn las larvas fueron colocadas en 4 canaletas de fibra de
vidrio de 230 cm de largo, 70 cm de ancho y 30 cm de altura, con un volumen de
agua de 480 L. Se establecid una densidad inicial de 500 larvas por canaleta,
aproximadamente una larva/litro. La temperatura del agua se mantuvo a 27 £ 1°C y se
proporciona aire mediante un compresar para mantener los niveles de axigeno disuelto

abt1ppm.

En el momento en que las larvas iniciaron la alimentacion exogena, se
suministraron nauplios de Ariemnia salina de la variedad San Fransica Bay recién
eclosionados. Los nauplios se ofrecieron en dos raciones diarias, de tal forma que

siempre existiera un exceso para que las larvas se alimentaran ad fibitum. Una de las



canaletas fue mantenida sin alimentacion, can el fin de evaluar el efecto de la inanicion

sobre el desarrollo larval.

2.2.3 DISENO EXPERIMENTAL

A partir de |a eclosion se tom6 una muestra de 10 larvas/canaleta a intervalos
de 12 h hasta el dia 4, y después de este dia cada 24 h hasta el dia 15. Las larvas
fueron pesadas individualmente en una balanza OHAUS con un grado de precision de
0.1 mg y fijadas en liquido de Bouin. Las caracteristicas morfométricas fueron tomadas
utilizando un micrometrg ocular y un vernier con un grado de exactitijd de 0.1 mm.
Para la descripcion se consideraron 20 caracteristicas morfométricas y 5 meristicas
determinadas para cada especimen, siguiendo la metodologia utilizada par Simon y
Wallus (1989) y Siman y Tyberghein (1991) para larvas de lepisosteidos (Figura 2.1).
La descripcion de las caracteristicas se llevo a cabo utilizando intervalos de longitud
total separados en base a la aparicion © presencia de una estructura determinada. Los
intervalos de longitud fueron analizados mediante un analisis discriminante par el
meétodo Stepwise, utilizando el paquete computacianal SPSS version 5.0, para elucidar
las caracteristicas que identificaban mejor los estadios y el grado de separacion entre

esfos.

Las larvas mantenidas en inanicion fueron comparadas con larvas alimentadas
de la misma edad, asi como con larvas alimentadas comrespondientes al mismo
intervalo de longitud total, de acuerdo a la descripcidon anterior. Los datos fueron
analizados mediante un analisis de vananza {ANOVA) de una sola via, para determinar
las eventuales diferencias significativas que se pudieran presentar entre las variables
morfometricas y mediante un andlisis discriminante por el meétodo Stepwise para
determinar |as caracteristicas que pudieran ser utilizadas para evaluar la condicion

fwutricional de las larvas.



Figura 2.1 Caracteristicas morfométricas utilizadas para larvas de lepisosteidos (Simon y Wallus,
1989). Longitud total (AS - LT); longitud del hacica (AS - AE); diametro ocular (AE - PE); longitud
cefalica (AS - OP1); longitud predorsal (AS - OD), longitud estandar (AS - SL); longitud del saco
vitelina (MAX-Y); langitud aleta pectoral (1), longitud aleta pelvica (P2]; altura cefalica en los gjos
(PE); altura pectora! (OP1); altura preanal (PV); altura postanal (MPM); altura del pedunculo caudal
(AMPM); altura del saco vitelino (MAX-Y); ancho al inicio del hocico (SN); ancho medio del hocico
(SM). anche anterior a los gjos (SAE); ancho cefalico (BPE); ancha del disco (DW).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 CARACTERISTICAS DE Atractosteus spatula

Huevas: Los huevos son esféricos, demersales, adhesivos y tienen un diametro
promedio de 4 mm. Son de color blanco inicialmente y posteriormente opaco, debido a
las particulas de fango que se adhieren. La temperatura de incubacién fue de 3111°C,

lo que propicid que la eclosion de las larvas iniciara a partir de las 48 horas.

Morfologia: Los estadios y los Intervalos de iongitud total para cada uno de
estos fueron seleccionados de acuerdc a la aparicion o presencia de estructuras
determinadas. A continuacion se presentan las principales caracteristicas para cada
estadio (Tabla 2.1).
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Intervalos de Longitud Total (LT) (mm)
66-5.8 9.2-135 | 142-19.2 | 195-226 | 23.0-320 | 348 -50.9
N=10) | (N=17) (N=13) (N=11) (N=8) (N =5)
Estadio | Il ] v v VI
Caracteristica Modia £+SD | MediatSD | Mcdiat SO | MediaxSD | Media £ SD Media £ SO
Longitud, % da LT, comao:
Longitud del Hogico 58+03 | 6005 | 7408 | 9906 | 14216 15304
Diametro Ocular 49:t09 | 68t05 | 61102 | 58402 | 56+05 | 62+06
Longitud Cefalica {HL) 1732451 256+32|260+12 27821529613 ]30.7+0.7
Longitud Predorsal 415+421473+81[(604+17[616+21|644+1.0][67.0+£1.5
Longitud Preanal 745+24 [664+29 | 61.7+10 | 627£15]|651+1.2 (67511
Longitud Estandar 988+09 |990+03[966+3.7|91.7+13[955+18[951+08
L. Saco Vitelino J7.7+17 310260
Longitud de aletas, % de LT
Pectorsl 24+02 | 35415 | 76+10 | 79+03 | 67105 | 60103
Pélvica 16+06 | 36+06 | 5109 | 58+03
Altura Corporal, % de LT
Altura Cefalicaen losojos | 103232 | 120419 (13612 | 11.2£09 | 81(+165 | 8806
Altura Pectoral 388+14|213£46|138+18B(1154£08|113+£07(113205
Altura Preanal 96+18 | 94+08 | 74+20 | 77+06 | 8656+08 | 93+04
Altura Postansl 73+07 | 76+£06 | 55+14 | 67+12 | 68+09 | 73204
Altura Pedunculo Caudgal 48+09 | 68x10 | 46+t14 [ 63207 | 75£07 | 7507
Altura del Saco Vitelino 289 15 | 143 6.7
Ancho corporal, % de HL
Inicial de! Hocico 443+991223+29 (227451 |18B6+£27|148+04|169+18
Medio del Hocico 369+77(214+29|261+42|266+16 (22842124217
Anterior a los Qjos 444:99 1254427 | 331+33(31.3£18 29122930317
Anchg Cefalico 47.3+75( 307156 | 3B6+48(36.2+1.7[33.4+£24 (332211
Ancho del Disco 443 +99 (202442
Canteo de Radias
Pectoral 0 Q 2-6 6 6 6
| Pelvica 0 0 0 0 1-4 4-5
Daorsal 0 Q 0 1-5 5-6 7-8
Anal 0 0 0 3-6 5-7 7-8
Caudal 0 Q 3-9 8-10 10 10

Tabla 2.1.- Marfometria do larvas de Gatan (Atractosteus spatula) agrupadas por intervalas
seleccionados de longitud total (LT) (N = tamafo de la muestra). Las caracleristicas son expresadas

como porcentaje de longitud tatal (%LT) o longitud cefalica (% HL), con desviacién esténdar.
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Estadio I- Las larvas recién eclocionadas presentaron una longitud de 6.6 a 8.8
mm y pesaron de 11.4 a 12.8 mg. En las larvas de este estadio el hueco de la boca o
estomodeo esta presente, la boca esta abierta y una capa optica no pigmentada cubre
los ojos. La larva aln no presenta el hocico alargado caracteristico del adulto y el
primordio de hocico se encuentra modificado como un érgano papiloso adhesivo o disco
suctorial, el cual les permite permanecer adheridas a la vegetacion hasta que es
absorbido el saco vitelino. La cabeza se encuentra ligeramente desviada sobre el saco
vitelino, el cual es de gran tamafo y ligeramente ovalado. El pliegue de las aletas
impares es continuo desde la parte dorsal, a la altura de las yemas de las aletas
pectorales y desde la parte ventral, adelante del ano en la parte posterior del saco
vitelino, hasta la parte caudal. Las yemas de las aletas pectorales se pueden observar
en la parte dorsal del saco vitelino (Figura 2.2 ).

Figura 2.2.- Larvas de catan de 7.3 mm de longitud total (LT), recién eclosionadas.
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Estadio II: A los 3 dias después de la eclosion (DDE), cuando las larvas tienen
de 9.2 a 13.5 mm el saco vitelino se ha reducido, principalmente en su altura,
adoptando una forma ovalada con el extremo anterior redondeado y el extremo
posterior angulado, en este momento se puede observar una red de venas a lo largo del
saco vitelino. La cabeza adquiere una posicion horizontal. La boca se ha formado y el
disco suctorial se reduce. Los opérculos son grandes extendiéndose sobre los costados
del saco vitelino. La base del pliegue de la aleta dorsal se va recorriendo
progresivamente hacia la parte posterior (Figura 2.3).

Figura 2.3.- Larva de catan de 11.6 mm LT (3 DDE).
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Estadio lll: A partir de los 14.2 mm el disco suctorial desaparece y el saco
vitelino se reduce considerablemente, por lo cual la forma de la larva se vuelve
alargada. En este momento la larva se ha desprendido de la vegetacién para nadar
libremente y comienza a ingerir alimento. A partir de esta talla también se puede
apreciar el inicio de la formacion de las yemas de las aletas pélvicas y los radios en las
aletas pectorales y caudal. El opérculo cubre la base de las aletas pectorales y el hocico
comienza a adquirir su forma alargada caracteristica. La base de la aleta dorsal se
encuentra a la altura del ano. Alin permanece un pequefio pliegue entre la aleta caudal
y la dorsal y anal, mientras que el pliegue entre la aleta anal y las aletas pélvicas es
mas evidente (Figura 2.4).

Figura 2.4.- Larvas de catan de 17.7 mm LT (5 DDE).
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Estadio IV: De 19.5 mm a 22.5 mm continGa alargandose la forma del hocico,
inicia la formacién de los radios en las aletas dorsal y anal, y se completa la formacién

de los radios en las aletas pectorales y caudal (Figura 2.5).

Figura 2.5.- Larvas de catan de 20.5 mm LT (8 DDE).
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Estadio V: Cuando la larva alcanza los 23 mm de longitud total inicia la

formacion de los radios en las aletas pélvicas (Figura 2.6).

Figura 2 6 .- Larvas de catan de 30.0 mm LT (12 DDE).



Estadio VI: La formacion de los radios en las aletas dorsal, anal y pélvicas se
completa cuando la larva alcanza los 35 mm, en este momento también termina el
alargamiento del hocico. A los 50 mm los organismos han adoptado la forma
caracteristica de la especie (Figura 2.7).

Figura 2.7 .- Larvas de catan de S0 mm LT (15 DDE).

Como se menciond anteriormente, el criterio para la separacion entre los
intervalos de longitud esta basado en el inicio de la aparicion de diferentes estructuras
(e.g. radios en aletas), sin embargo, al ser estos criterios seleccionados en base a la
apreciacién del observador, no representan necesariamente estadios del desarrollo
larval. No obstante, al ser sometidas las variables morfométricas a un Analisis
Discriminante por el método Stepwise, se observa que los seis estadios utilizados
pueden ser distinguidos mediante estas variables y que el 100 % de los casos fue
agrupado correctamente en el estadio designado. Por otra parte, el analisis muestra
que las caracteristicas que pueden ser utilizadas para diferenciar los estadios en orden
de importancia son: la longitud del hocico, la altura cefalica en las pectorales, la altura
preanal, la longitud total y el ancho del hocico antes de los ojos (Tabla 2.2).



SPSS DISCRIMINANT ANALYSIS

Summary Table

Action Vars Wilks'
Step Entered Removed in Lambda  Sig. Label
1 AE 1 04644 0000 LONG. HOCICQO
2 POL 2 00498 .0000 ALTURA CEFALICA EN PECTOPRAL
4 BPV 4 .0Q050 0000 ALTURA PREANAL
5 TL 5 00025 0000 LONGITUD TOTAL
6 SAE 6 00016 0000 ANCHOQ HOCICO POST.

ere-—eemeeeme V@riablas not in the Analysis after Step 0 —-
Minimum

Variable Tolerance Tolerance  F to Enter Wilks' Lambda

MPM 1.0000000 1.0000000 6.0329727 6499169

OP1 1.0000000 1.0000000 244659928 3140246

POL 1.0000000 1.0000000 150.9266005 .0690818

TL 1.0000000 1.0000000 153.2684908 .0680982

AE 1.0000000 1.0000000 229.9662666 .0464410

BPE 1.0000000 1.0000000 97164217 5354644

BPV 1.0000000 1.0000000 52040343 .6827589

AMPM  1.0000000 1.0000000 13.2741402 4576259

SN 1.0000000 4.0000000 439331421 .203122S

SM 1.0000000 1.0000000 = 20.5128115 .3531696

SAE 1.0000000 1.0000000 22.7746353 .3296577

BPE1 1.0000000 1.0000000 15.7038607 4162956

Classification results -

Actual  No. Of Predicted Group Membership
Group Cases i 2 3 4 5 6
Group 1 10 10 0 a 0 0 ]
100.0% 0% .0% 0% 0% 0%

Group 2 17 0 17 0 a Q 0
0% 100.9% 0% 0% 9% 0%

Group 3 13 0 Q 13 0 0] 0
0% .0% 100 0% 0% 0% 0%

Group 4 11 Q 0 0 11 0 0
9% 0% 0% 100.0% 0% 0%

Group 8 6 0 0 g9 a 6 0
0% 0% Q% 0% 100.0% _.0%

Group € § 4] 0 0 0 0 5
.0% 0% 0% 0% 0% 100.0%

Percent of "grouped” cases correctly classified: 100.00%

-—e

Tabla 2.2.- Resultado del analisis discriminante para las caracleristicas morfornétricas entre los
estadios seleccionadaos para larvas de catan.
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Pigmentacion: La pigmentacidn de la larva recién eclosionada (Estadio 1) es
muy escasa predominando el color blanco del saco vitelino. Se observa cierta
pigmentacién obscura en la parte dorsal de ia cabeza. Lateralmente se extiende una
linea media oscura desde el opérculo, la cual continua por la parte dorsal del saco
vitelino, alrededar de las yemas de las aletas pectorales volviendose difusa en toda
esta seccion. A partir de la parte posteror del vitelo la linea se vuelve mas definida,

presentando postericrmente dos proyecciones que simulan |as aletas anal y caudal
(Figura 2.2).

Cuando la larva tiene de 9.2 mm a 13.8 mm (Estadio Il} el vilslo presenta una
coloracion amarillo palido. La cabeza es negra incluyendo los opérculos, excepto por
una linea blanca en la parte media ventral que llega hasta el saco vitelino. En la parte
dorsal del cuerpo se extiende una franja gris con margenes blancos que va desde la
cabeza hasta la parte posterior del sacg vitelino. Las lineas negras en los costados son

mas marcadas y mas anchas con otra proyeccion gue simula también la aleta dorsal
(Figura 2.3).

En el Estadio Ill |a pigmentacion esta constituida por areas negras en a mayor
parte de los costados, el vientre es igualmente gris y la region dorsal es gris con los
margenes blancos. La extensién y contraste de las areas claras y oscuras pueden
presentar cierta vanacion. El hocico presenta areas claras en |a parte dorsal y ventral
con los margenes obscurgs, siendo mas intensc el contraste en la parte dorsal. Las
aletas pectorales, las pélvicas y los restas de pliegues entre las aletas son claros,
mientras que las aletas dorsal, caudal y anal presentan los margenes claros y el resto
es de color negro, €l cual se extiende desde los costados. En los costados, una franja
clara se extiende desde los ojos hasta aproximadamente la altura de las aletas
pélvicas, esta varia en grosor pudiendo unirse parcial o totalmente con los margenes
claros del darso {Figura 2.4). Sin embargo, durante el Estadio |V esta franja puede
extenderse hasta la aleta caudal mediante puntos aisladas que varian en tamario. Por

olra parte, en este intervalo de longitud, el patron de coloracion permanece igual salo
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que tiende a disminuir la intensidad de las areas de caolor negro o gris, asi coma el

contraste entre las areas claras y oscuras (Figura 2.5).

Durante el Estadio V los margenes claros de la parte dorsal tienden a
desaparecer y la mayor parte del cuerpo toma una coloracion gris con diferentes
tonalidades. Las areas que permanecen completamente claras son las aletas
pectorales, las pélvicas, los margenes de las aletas impares, una franja debajo de los
0jos, ofra franja en la parte ventral del hocico y la linea en la parte dorsal del hocico, la
cual tiende a extenderse hasta la aleta dorsal (Figura 2.6). Esta linea dorsal es mas
claramente distinguible y brillante durante el Estadio VI. Por otra parte, aparecen areas
claras en las aletas impares, la parte ventral es clara y la dorsal gris (Figura 2.7). La
linea clara brillante a lo largo del dorso, la cual ha sido utilizada para diferenciar larvas

de A. spatula, desaparece en ejemplares mayores de 130 mm.

Velocidad de crecimiento: El crecimiento, en funcién del peso y longitud total,

de las larvas de catan a partir de Ia eclosion se puede observar en la Figura 2.8.

Las larvas permanecieron adheridas hasta el cuarto dia después de la eclosion
y a partir del siguiente dia nadaren libremente e iniciaron la ingestion de alimento
(nauplios de Artemia). Sin embargo, no fue sino hasta el octavo dia en que se
observaron diferencias en el crecimiento con respecto a las larvas mantenidas sin
alimento exogeno, por lo cual es probable que las reservas de vitelo se agoten hasta

este momento.

Por otra parte, en las larvas que recibieron alimento, el crecimiento se mantuvo
constante durante los primeros 1() dias a una tasa de 1.55 mm/dia y a partir de este
momento la velocidad de crecimiento se acelerd alcanzando una tasa de 5.06 mm/dia
en los siguientes 6 dias, asi alcanzaron 50 mm de longitud total en 15 dias a partir de

la eclosién. En contraste con lo anterior, las larvas que no recibieron alimento
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detuvieron su crecimiento desde el octavo dia, produciendose la mayor mortalidad entre
los dias 13 y 15 sin legar a sobrevivir mas alla de éste dia,

Peso (gr) Long. Total (mm)
3 50
4
0.2 40
0.2 :5 B Alim.
0.1 25 1nan,
2 i im
011 1E - -
101 : A0
IS
0 ' 0 o o,
1 3 5 8§ 15 1 3 5 8 15
Edad (DDE) Edad (DDE)

Figura 2.8. Crecimiento de larvas de Afraclosteus spatula a partir de la eclasidn, alimentadas y
8n inanicidn.

Efecto de la inanicién sobre la morfologia de larvas: Las larvas que fueron
mantenidas sin alimento detuvieron su crecimiento entre los 19.0 mm y 21.5 mm de
longitud total (X = 19.95 £ 0.75; n = 25) (Figura 2.9). Considerando que gracias a las
reservas de vitelo estas se pudieron mantener hasta el octavo dia después de la
eclosion (tercer dia de alimentacion exdgena) se explica que la ausencia de alimento
exdgeno no haya producido alteraciones significativas en la morfologia de las larvas
durante este periodo. No obstante, después del décimo dia, cuando la velocidad de
crecimiento se incrementa considerablemente y no existen mas reservas de vitelo, la
falta de alimento exogeno se refleja rapidamente en la longitud total de las larvas, asi
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coma en la mayoria de las variables morfométricas, al ser compéaradas con 0rganismos
de la misma edad que recibieron alimenta.

En el caso de contar con larvas cuya edad o historia nutricional se desconoce
(e.g. larvas silvestres) la comparacidon necesariamente tendria que realizarse con
larvas de igual lengitud total de un patrdon de referencia, siendo en este caso el
presentado en la Tabla 2.1. De esta forma al realizar un analisis Discriminante por el
método Stepwise, entre las larvas en inanicion con las larvas del Estadio IV (19.5 -
22.5 mm TL), se encontrd que la altura preanal es la variable con mayor peso al

determinar la condicién nutricional de latvas con igual longitud total (Tabla 2.3).

-------- DISCRIMINANT ANALYSIS ----v-u-t

Sumymacry Table
Action  Vars Wilks'
Step Entered Removed in Lambda Sig. Label

| BPV 1 39243 0000 Altura preanal
2 BPE 2 14847 0000 Altura corporal cn gjos
3 BPE! 3 11523 0009 Ancho cubeza
4 SN 4 08874 0000 Ancho inicio hocico
5 SAE 5 ,06610  .0000 Ancho en ojos

--------------- Variables uot in the Analysis after Step 0 ~--——--

Minimum
Variable Tulerance Tolerance Ftio Enter  Wilks' Lambla

SAE  1.0000000 1.0000000 3.8188383 .7896209
SM 1.0000000 1.0000000 7.1303649 6677942
SN 1.0000000 1.0000000 12.0495459 .5432816
MPM 10000000 L00G0000  7.4367429 6583961
or 1.0000000 1.0000000 13.0615596 5232119
OPL 1.0000000 1.0000000 3.1433930 8201383
AMPM 1.0000000 1.0000000 151214602 4866214
BPE 1.0000000 1.0000000 99711012 .5897415
BPEL  1.0000000 1.0000000 9.0230312 .6136800
BPV 1.0000000 1.0000000 22.1914123 .3924280

Tabls 2.3.- Resultada del analisis discnminante para las caracleristicas morformetricas entre
larvas de catan alimentadas y en inanicidn.
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Por otra parte, se observé que las larvas en inanicion presentaban las areas de
pigmentaciéon negras o grises mas intensas y extendidas, pudiendo cubrir la mayor parte
del cuerpo de la larva y al mismo tiempo se apreciaba un menar contraste con las
restantes areas claras, ya que estas perdieron la mayor parte del brillo. Por lo cual esta
caracteristica puede ser utilizada como un primer indicador de la condicién nutricional
de ias larvas de catan (Figura 2.10).

R,

Figura 2.10.- larva de 20 mm de longitud total (12 DDE) mantenida sin alimentacion exégena.



2.3.2 CARACTERISTICAS DE Atractosteus tropicus

Morfologia: Las caracteristicas morfometricas de las larvas de pejelagarto se

presentan en la Tabla 2.4 y las caracteristicas utilizadas para la separacién de los
estadios se presentan a continuacion;

Longitud Total (TL) intervalos (mm)

6§8-90 | 96-121 [125-13.8 [ 145-218 | 220.36.0 [ 33.3-60.3
(N=12) (N = 14) (N = 10) (N=18) (N = 6) {N = 10)
Estadio | 1 i v v Vi
Caracteristica Media £SD | Media S0 | Mcdia£5D | Medw£SD | Modia £50 " Vicdia £ 510
Longitud, % de LT, coma:
Longitud del Hocico 50t 16 |63104 |75+04 |106%£1.2 (138222 |184%10
Diametro Ocular 6007 |[68+04 |68202 |59+07 (59205 |58+03
Longitud Cefalica (HL) 234129 |294£12 128312 (276216 |294£19 132211
Longitud Predorsal 370440 |5186+35|573+10/629+45(6570t32 (704186
Longitud Preanal 664+20]|639+£1.7 618220 (64136 670232 |69.7¢+14
Longitud Estandar 983+0.8 |98.1+04 | 980+06)|956+36 [96.0£1.6|956+35
L. Saco Vitgiino 383+35 26324
Longitud de aletas, % de LT
Pectaral 14+04 |49119 |[76202 |67+09 |60+07 |S.1£04
Pélvica 10.7+002 165209 |43+04 [53=10
Altura Corparal, % de LT
Altura Cefalica en Qjos 86220 1140231 (14902 1180999209 [82+09
Altura Pectoral 315428 | 214+29(162+06|123+09 | 11540895110
Altura Preanal 64+12 (76206 |90+07 |100+£0.7[89+085 (84215
Altura Postanal 52212 |70+0.7 [80x05 [88+05 (76208 |64t05
Altura Pedlnculo caudal (3613 [58+10 [7.3t08 [85:06 [B8.2:07 [7.2¢07
Altura del Saco Vitelino 250+22[110+33
| Anche corporal, % de HL
Inicial de! Hacico 357+97|248+411245+19 188213 | 144116 | 11.2213
Medic del Hocico 35.7+£9.7 (2954431288125 1266+23|202+23 (17419
Anteriar a los Ojos 357297 [304+£34 [ 37.3¢£46 |{342+£56|258+3.1|228+£19
[ Ancha Cefalico 35.7+9.7 43887 |51.5t39 |442+40 366241269222
Ancho del Disco 239497 ]188+5.1
;Conteo da radios |
Pectoral 0 0 2.3 3-5 §-5 5-9
Pelvica 0 1] 0 0] 1-4 5-6
Dorsal 0 0 0 1-6 3-8 6-7
Anal 0 a q 1-5 5-7 6-7
Caudal 0 g-2 3-6 7-10 10 10

Tabla 2 .4.- Morfometria de larves de Pejelagarto (Atracfosteus tropicus) agrupadas por intervalas
seleccionados de longitud tatal (LT), {N = tamafio de |a muesira). Las caracteristicas son expresadas
como porcentaje de langitud tatal (%LT) ¢ de longitud cefalica {%HL), con desviacidn estandar.
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Estadio {: La morfologia de las larvas recién eclosianadas es muy semejante a
la descrita para el catan. Presentaron una longitud de los 6.8 a 9.0 mm. El pliegue de

las aletas impares es continuo. Las yemas de las aletas pectorales se pueden observar
en la parte dorsal del saco vitelino.

Estadio Iif: De los 9.6 a los 12.1 mm se reduce la altura del saco vitelino, el
opérculo aumenta considerablemente de tamafo cubriendo las aletas pectorales,

aparece el primer par de orificios en el hocico y la base del pliegue dorsal se corre
hacia alras.

Estadio lf: De las 12.5 a los 13.8 mim la larva comienza a nadar libremente.
Aparecen las yemas de las aletas pélvicas, inicia la formacion de radios en las aletas

pectorales y en la caudal. Aparece el segundo par de orificios en el hocico y las aletas
pectorales sobresalen de los opérculos.

Estadio IV: De los 14.5 a los 21.8 mum inicia la formacidon de los radios de las
aletas dorsal y anal y el hocico empieza a alargarse.

Estadio V: A los 22.0 mm inicia ia formacion de los radios en |las aletas pélvicas

y termina la formacién de los radios en |as aletas pectoral y caudal.

Estadio VI: A los 38.3 mm finaliza |a formacidn de radios en las aletas dorsal,

anal y en 1as pélvicas. Entre los 40 y los 60 mm finaliza la formacion del hacico.

El Analisis Discriminante por el método Stepwise, mostrd que los seis estadios
utilizados pueden ser distinguidos mediante estas variables y que un 91.4 % de las
casos fueron agrupados correctamente en el estadio designado. Por otra parte, las

caracteristicas que tienen mayor peso para diferenciar los estadios fueron iguales que
en el caso del catan (Tabla 2.5).
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-------- DISCRIMINANT ANALYSIS -----«--
Summary Table
Action Vars Wilks'
Step Emtered Remavedin Lambda  Sig. Label
1 AE | 06822 0000 LONG HOCICO
2 AMPM 2 02053 (X0 ALTURA PEDUNCULG
3 BPE 3 00818 .0U00 ALTURA CEFALICA EN QJOS
4 SN 4 00433 G000 ANCHO HOCICO ANTERIOR
5 TL b} 00245 0000 LONG. TOTAL
6 SM 6 00144 0000 ANCHQ HOCICQ MEDIO
7 SAE 7 00073 Q000 ANCHQO HOCICO POSTERIOR
8 AMPM 6 00088 Q00 ALTURA PEDUNCUL.Q
9 DBPE] 7 00064  .0000 ANCHO CABEZA
10 BPV 3 00047 0000 ALTURA PREANAL
Il OQPI1 9 00033 0000 LONG CEFALICA

-

—— Variables not in the Analysis afier Step 0
Minimum

Variable Tolerance Tolerance Fto Eater Wilks' Lambda

AE 1.0000000 1.0000000 174.8314785 .0682188

AMPM 1.0000000 1.0000000 426393486 2306749

BPE 1.0000000 1.0000000 27.9494983 3141143

BPEL  1.0000000 1.0000000 185478275 4083218

BPV 1.0000000 L.0000000 23.7796765 .3499211

QOP1 1.0000000 1.0000000 28.2147210 .3120831

SAE 1.0000000 10000000 11.3625287 .5297459

SM 1.0000000 10000000 21.2267933 .3761741

SN 1.0000000 1.0000000 42.8298947 2300921

TL 1.0000000 1.0000000 1659617420 0716037

Classification results -

Actual No. Of Predicted Group Memmbenship

Group Cases 1 2 3 4 5 6

Group 1 12 12 0 Q 0 9 0
100.0% 0% 0% 0% 0% 0%

Group 2 14 3 11 Q a 0 0
21.4%  78.6% .0% 0% 0% 0%

Group 3 10 1] | Yy [} 0 ]
0% 109% _ 90.G% 0% 0% 0%

Group 4 18 Q Q 0 17 L 0
0% 0% 0%  94.4% 5.6% 0%

Group 5 6 g 0 0 1 3 0
.0% 0% 0% 16.7%  831.3% 0%

Group 6 10 Q Q 0 ] 0 10
0% 0% 0% 0% 0% 160.0%

Percent of "grouped" cases correctly classified: 91.43%

Tabla 2.5.- Resultado del andlisis discriminante para las caracteristicas marfomeétricas entre las
estadios seleccionados para larvas de pejelagarto.
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Pigmentacion: La pigmentacion de las larvas de pejelagarto se puede observar
en fa Figura 2.11. Las larvas recién eclosionadas (Estadio |) son casi completamente
blancas y transparentes. Sin embargo, rapidamente aparece la pigmentacion negra de
los costados la cual esta representada por una franja que inicia desde la cabeza, pasa
por los opérculos, |a parte darsal del saco vitelina alrededor de las yemas de las aletas
pectorales y se extiende hacia atras presentando proyecciones que simulan las aletas
impares. En la parte dorsal del cuerpo aparecen puntos grises que se van

oscureciendo progresivamente.

Durante el Estadio Il la pigmentacion de |a parte dorsal del cuerpo se obscurece
y se une con las franjas negras de los costados a una distancia cercana de [a
proyeccidn que simula la aleta dorsal, quedando entre estas areas gscuras una linea
de color amanillo brillante en la parte superior de los costados que inicia a partir de los
cjos, pasando por el margen superior de los opérculos hasta apraximadarmente la
altura del ano. Durante el Estadic |l ésta linea brillante se extiende hasta la aleta
caudal. Los opérculos, la region ventral del cuerpo y la parte dorsal del hocico san de

calor gris claro.

En el Estadio [V el patrdn de coloracion sigue igual, presentando variaciones en
€l grosor y contraste de la linea amarillo brllante de los costados. El calor negro de los
costadas es mas oscuro que la regidn darsal del cuerpo. Las aletas peclorales, las
pélvicas y los restos de l0s pliegues entre las aletas son blancos. El hocico es amarillo
claro tanto en su parte dorsal coma en la ventral con los margenes vanando de gris a
negro. Durante el Estadio V la coloracién negra de los costados se reduce y se aclara
hasta quedar como una linea café que inicia desde el hocico, pasando por la mitad de
los ojos y extendiéndose hasta la aleta caudal. Para el Estadio Vi se distingue una
coloracion blanca en el vientre, café clarg en el darso, incluyendo el hocico debido a
una serie de puntos difusos de este color, y en los costados del cuerpo quedan

claramente diferenciadas una linea amanila y otra café.
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Figura 2.11.- Vista lateral de larvas de A. fropicus recién eclosionada (A); estadio Il (B); estadio
Il (C); estadio IV (D); estadio VI (E).

Velocidad de crecimiento: E| desarrollo de las larvas de pejelagarto fue similar
al de las larvas de catén, con el inicio del nado libre y alimentacién en el quinto dia. El
crecimiento de las larvas en inanicion se detuvo en el octavo dia y la mortalidad de
estas se registro entre los dias 13 y 15. Sin embargo, la velocidad del crecimiento fue
marcadamente menor, alcanzando una tasa de 1.0 mm/dia durante los primeros 15 dias
a partir de la eclosion. Por otra parte, el hocico se desarrolld principalmente durante los

Estadios V y VI, finalizando cuando las larvas alcanzaron los 30 dias de edad.
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Figura 2.12.- Crecimiento de larvas de Atractosteus fropicus a partir de la eclosion, alimentadas
y eninanicion.

Efecto de la inanicion en la morfologia de larvas: Las larvas que fueron
mantenidas sin alimento detuvieron su crecimiento entre los 15.5 mm y 16.5 mm (X =
15.9 + 0.43; n = 15) de longitud total (Figura 2.12). En este intervalo de talla ain no se
desarrollaba el hocico y debido a que la velocidad de crecimiento resultdé menor que en
el catan, no se presentaron diferencias tan marcadas en cuanto a crecimiento al
comparar larvas alimentadas y en inanicidn de la misma edad para el periodo de 15
dias a partir de la eclosiéon (DDE). El analisis Discriminante mostré6 como en el caso del
catan, que la altura preanal resultaba un buen indicador de la condicidon nutricional.
Igualmente, se pudo observar un patron de coloracion similar al de las larvas de catan
en inanicion, resultando mas oscuras aquellas larvas a las cuales no se les habia
suministrado alimento exégeno.

48



Long. Total (mm)

1 25 35 7 10 15

Figura 2.13.- Comparacion del crecimiento entre larvas de catan (A. Spatula) y pejelagarto

(A.tropicus).
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2.4 DISCUSION

2.4.1 MORFOLOGIA

Al igual que en los esturiones y salmonidos, los [episosteidos presentan huevos
grandes con una abundante cantidad de vitelo que permanece tiempo después de la
aclosion de |a larva. Esto permite que las larvas se encuentren mas desamolladas al
mamento de iniciar su alimentacidn exdgena, lo cual es una caracteristica favorable
para que las larvas puedan utilizar dietas artificiales desde la primera alimentacion
(Baragi y Lovell, 1986; Greshanovicl:l. 1991). Sin embargo, un inconveniente ecaoldgica
para las especies con grandes huevos y pericdas de incubacién largos, es la mayor
posibilidad de ser predados, dado el alto contenido de nutrientes y el escaso cuidado
paterno, lo cual significa una mayor presion para éstas especies durante esta fase. A
este respecto, los lepisosteidos han desarrollado un mecanismo que limita la
depredacion mediante la incarporacion de una sustancia cardiotOxica en el vitelo de los
huevas, la cual permanece hasta que finaliza el periodo pre-larval, cuando las larvas
nadan libremente y son menos vulnerables a depredadores (Netsch y Witt, 1962; Bums
et al., 1981). El tiempo de incubacion encontrado para las huevos de catan es similar al
reportado para esta misma especie por Morales (1987) y a pesar de que no fue posible
determinar este parametro para los huevos de pejelagarto utilizados, ha sido reportadc

un tiempo similar para esta especie (Marquez, 1998).

De manera general los estadios de desarrollo seleccionados para ambas
especies fueron similares. De esta forma y de acuerdo a Dettlaff et al. (1993), los
Estadios | y Il descritas para el catén y el pejelagarto corresponden a |a fase pre-larval,
mientras que del Estadio lll al VI carresponden al periodo larval. Por otra parte, existe
una separacian natural en los primeros dos estadios, ya que estos comprenden la fase
de nutricién lecitotrofica, que es cuando la larva se alimenta s6lo de las reservas del
saco vitelino. Durante los Estadios Il y IV las larvas mantenidas en inanicidn de amhas
especies no presentan diferencias con aquellas larvas quée recibieron alimento
exogeno, lo cual indica que las reservas de vitela son suficientes para continuar su
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desarrallo, por lo que estas estadios comesponderian al estado de nutricion
lecitoexotrofico, en el cual se abre la boca y pueden combinar el alimento exdgena can
las reservas de vitelo. Finaimente, el estado de nutricién exotrofico iniciaria en el
Estadic V, cuando se han agotado las reservas de vitelo y las larvas dependen sdlo del
alimento exogeno (Beccaria ef al., 1991). A partir de lo anterior, podemas considerar
que es posible establecer una relacion entre la aparicién de estructuras morfolégicas
externas con cambios notables en la fisiclogia de la larva. Los cambios en @l tipo de
nutricién también pueden identificarse bajo otros criterios como en el trabajo realizado
por Pearson et al. (1979) con larvas de Lepisosteus osseus en el cual al evaluar el
porcentaje de |lenado del tracto digestivo de larvas con diferente longitud, se encontré
que aquellas larvas menores a 20 mm presentaban el tracto vacio, lo cual
corresponderia al limite de la nutricion lecitotrGfica. Y a partir de esta talla, el
parcentaje de llenado se incrementd progresivamente con la longitud alcanzando mas
del 76% en larvas mayores de 30 mm, indicando €l cambio de nutricion lecitoexctrofica
a exotrofica, que es cuando las larvas de L. osseous han completado su

transformacion (Simon y Wallus, 1989).

Una diferencia notable que se puedo observar entre el desarmollo de larvas de
catan y pejelagarto fue la formacion del hocico. Esta diferencia se puede apreciar al
expresar la longitud del hocico con respecto a la longitud total. De esta forma, como
muestra la Tabla 2.1 las larvas de catan presentan el hocico casi completamente
desarrollado en el Estadio V (23.0 - 32.0 mm TL), mientras que en las larvas de
pejelagarto (Tabla 2.4) se produce el mayor desarrollo del hocica hasta el Estadio Vi
(38.3 - 60.3 mm TL). Lo anterior sugiere un cambio mas precoz en las habitos
alimenticios de las larvas de catan al considerar que la forma alargada del hocico en
los lepisosteidos representa una adaptacion a los habitos ictiofagos. A este respecto se
ha observado que los habitos alimenticios de larvas de Lepisosteus osseus son
oportunisticos consumiendo principalmente Cladoceros y larvas de peces que se

presentan en grupos en la superficie del agua. Sin embargo, es posible apreciar un
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incrementa en la frecuencia de larvas de peces consumidas al incrementarse la
longitud de la larva (Pearson ef al., 1979).

2.4.2 PIGMENTACION

En general las caracteristicas morfolégicas y de pigmentacion de A. spatula
concuerdan can las descritas anteriormente al considerar la longitud de los ejemplares
utiiizados (Suttkus, 1963; May y Echelle, 1968; Echelle, 1972; Moore et al,, 1973;
Simon y Wallus, 1989). La linea brillante a lo largo del dorso, la cual es distintiva de
esta especie se observé claramente en los estadios examinados, sin embargo se ha
observado que esta linea tiende a desaparecer en juveniles mayores de 130 mm, por
lo cual podria considerarse como un indicador de la transformacion completa a la forma

juvenil, o cual puede ocurrir en aproximadamente 30 dias tomando en cuenta la
velocidad de crecimiento estimada.

En el caso de A. tropicus la linea amarilla brillante que se puede apreciar entre
el color negro de los costados y gris del dorso, representa la caracteristica que mas

resalta en |a pigmentacion de larvas de esta especie.

La pigmentacion oscura subdermal presente tanto en larvas de catan como de
pejelagarto ha sido reporiada también en larvas de Lepisosteus ocufatus (Simon y
Wallus, 1989; Simon y Tyberghein, 1991).

2.4.3 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

La velacidad de crecimiento estimada para larvas de pejelagarto (1.0 mmf/dia),
corrobora |las observaciones de Marquez (1998), quien reporta una tasa de crecimiento
de 0.86 mm/dia para larvas de esta especie mantenidas a 30 °C, mientras que a 25 °C
el crecimiento disminuyd a 0.45 mm/dia. Este valor puede considerarse proximo al
estimado durante los primeros diez dias en larvas de catan (1.55 mm/dia), asi como a
los estimados para larvas de L. osseus de 0.8 mm/dia (Pearson ef ai., 1979) y al de

larvas de L. oculatus de 0.83 mm/dia (Simon y Tyberghein, 1991). Un factor que influye
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de manera definitiva en estas dos ultimas especies 8s la temperatura promedio de las
zonas templadas en la que se desarrallan, en cormnparacion con las de zonas tropicales
en las que se encuentran el pejelagarto y algunas poblaciones de catan. Por otra parte,
es necesario considerar las diferencias en la velocidad de crecimiento debida a
factores especificos, de aqui que se explique la mayor velocidad de crecimiento de las
larvas de catan, considerando que es la especie cuyos adullos adquieren la mayar
longitud (hasta tres metros) entre las especies de episosteidos.

El incremento en la velocidad de crecimiento observado en larvas de catan a
partir del décimo dia puede ser atribuido a que a partir de este momento, los
organismos entran a la fase exponencial de crecimiento para la especie. Esta
diferencia en la velocidad de crecimiento entre larvas y juveniles también es observada
en el caso de L. oculatus y L. osseus al encontrar valores de 1.3 a 1.7 mnvdia y de
2.33 a 45 mnvdia, respeclivamente, para juveniles de ambas especies (Echelle y
Riggs, 1982; Netsch y Witt, 1962; Simon y Wallus 1989). Estos valores son
evidentemente superiores a los mencionados anteriormente para larvas de estas
mismas especies. Sin embargo, al comparar estas valores con los observados en el
catéan (5.06 mm/dia), de nuevo resulta superior este Ultimo, l0 cual puede estar
relacionada con las diferencias especificas antes mencionadas. Por otra parte, estcs
datos confirman que los lepisosteidos y en particular el catan se encuentran entre los
peces de agua dulce con mayor velocidad de crecimiento (Netsch y Witt, 1962). De
esta forma, la mayor velocidad del catan, tanto en crecimiento como en desarrolic,
reflejada esta Ultima en la formacion del hogcico, permitic detectar este cambio en la
velocidad de crecimiento durante el periodo experimental de 15 dias. Paradojicamente
esta ventaja en la velocidad de crecimiento del catan ha sido uno de los principales
factores gue han limitado su cultivo. Considerando las practicas que se llevan
actualmente, la cual consisten en proporcianar un cultivo de zooplancton durante un
par de dias una vez iniciada la alimentacion exogena (6 dias después de la eclosion) y
su liberacion en el medio natural debido a que las cantidades de zogplancton

praducidas no son suficientes para soportar este crecimienta, al prolongar por mas
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tiempo el cultivo se presentan fueries diferencias en tallas y [as consecuente
mortalidades por canibalismo e inanicién. Esta variacidn en tallas también se observé
después del decimoquinto dia, cuando ademas de |la cantidad de nauplios de Artemis
requeridos se presentd una disminucion en su consumo, producido aparentemente por
la gran diferencia en el tamario de |a boca con respecto al tamano del hocico, ademas
las larvas mantenidas en inanicion no sobrevivieron mas alla de este dia, por lo cual el

experimento de crecimienta se detuvo en este punto.

2.4.4 EFECTO DE LA INANICION

La mayoria de las larvas de los peces cuentan con escasas reservas de vitelo y
debide a su tamafio y metabolismo requieren un suministro adecuado de alimento, el
cual puede ser critico en término de horas. Sin embargo, las larvas de los lepisosteidos
pueden sobrevivir por vanios dias sin alimento exdgeno, adn durante el periodo mas
critico como lo es la transicidn hacia este tipo de alimentacién, el cual corresponde de
8 a 10 DDE en las especies astudiadas. Durante este periodo no se detectan sefiales
morfoldgicas aparentes ocasionadas por la falta de alimento exdgeno, sin embargo
estas se hacen evidentes entre los 10 y 15 DDE. Las larvas no soportan mas alla de 15
DOE sin alimento ya que invariablemente mueren. Se ha estimado que este pericdo de
transicion entre |a alimentacién enddgena y exdgena en larvas de Lepisosteus osseus
se produce cuando las larvas alcanzan de 20 a 27 mm de longitud, lo que a una tasa

de crecimiento de 0.8 mm/dia equivale a2 B.75 dias (Pearson et al., 1979).

Es evidente que aunque no se logren apreciar efectos morfologicos en el
periodo de § a 8 DDE, las larvas en inanicidn se encuentran en franca desventaja con
respecto a aquellas que abtuvieron alimento durante este tiempo. A este respecto, para
elucidar eslas diferencias a menudo es necesario recurrir a indicadores mas sensibles
a la condicidon nutricional de |as larvas, tales como las caracteristicas histologicas
(O'Connell, 1976; Theilacker y Watanabe, 1989; Oozeki et al, 1989; Theilacker y

Porter, 19¢5), niveles de actividad de enzimas proteoliticas digestivas (Munilla y Stark,
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1990; Ueberschar, 1985) o bien indices de condicion basados en la relacion de acidos
nucléicos (Segner et al., 1991).

No obstante, considerando el tamario y velocidad de crecimiento registrados,
particularmente en las larvas de catan, una vez finalizada la fase de nutricion
lecitoexotrdfica, el efecto de la falta de alimento es faciimente reconocible en base a
las caracteristicas marfologicas. Este tipo de observaciones ya han sido utilizadas para
determinar la condicion nutricional de larvas de‘macarela (Trachurus symmetncus) con

un hivel de sensibilidad similar a |os indicadores histoloégicos (Theilacker, 1978).

En el mismo sentido, los cambios observados en el patron de coloracion de las
larvas en inanicion, en ambas especies, pueden tener una gran utilidad practica al
realizar este tipo de observacién directamente sobre lotes de larvas vivas, de tal
manera que inclusive con poca experiencia practica sobre esta caracteristica se puede
contar can un indicadaor rapido de la condicion de |as larvas.

Este tipo de experimentos en los que se controla el periodo en que las larvas
reciben alimento, o en los que se evallan la cantidad y calidad de alimento
suministrado, arrojan informacién importante para determinar las condiciones mas
adecuadas para el cultivo de esle tipo de peces, asi como para la evaluacion de

ejemplares silvestres como han sugerido otros autores (Pearson et af., 1979).



CAPITULO 3: SEGUIMIENTO HISTOLOGICO DEL DESARROLLO

DEL TRACTO DIGESTIVO EN LARVAS DE CATAN (Atractosteus
spatula).

3.1 ANTECEDENTES

3.1.1 CARACTERISTICAS DEL TRACTO DIGESTIVO EN PECES
El tracto digestivo de los peces presenta diversas modificaciones anatdomicas las
cuales se encuentran relacionadas con sus habitos alimenticios, siendo la principal la

ausencia de estdmago y una mayor longitud del tracto en las especies herbivoras
{Buddingtan y Doroshov, 1986; Kuperman y Kuzmina, 1994).

Esdfago: El eséfago es corto y generaimente presenta un epitelio con células
columnares, y abundantes células de copa (Bucke, 1971), aunque en |os esturiones
este puede ser escamosao, cuboidal o columnar (Buddington y Christofferson, 1985).

Entre el eséfago y estdmago no se presentan diferencias externas ni valvulas o
esfinteres que los dividan.

Estamago: El estdbmago presenta dos regiones histologicamente distinguibles,
una regién anteriar, corpus o cardiaca en donde se lacalizan las glanduias gastricas y
una region posterior ¢ pildrica, que sdlo presenta glandulas gastricas en los esacidos
{Reifel y Travill, 1978). El estomago puede representar de 40 a 50 % de la longitud de!
tracto. El estdmago anterior se caracleriza por ser mds largo y poseer paredes
delgadas con capacidad para dilatarse, mientras que el estomago posterior se
distingue por presentar capas musculares mas desamolladas las cuales pueden
constituir una estructura semejante a una molleja en aquellas especies cuyg alimento
es duro (Reifel y Travill, 1978; Buddington y Christofferson, 1985). El epitelio de
revestimiento de la regidn anterior es columnar simple y presenta numergsos pozos
hacia la mucasa. En el caso particular de los esturiones se presentan células ciliadas

dispersas. En todas las especies estudiadas las glandulas gastricas presentan un solc
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tipo celular que secreta simultaneamente pepsina y acido clorhidrice, estas células son
cuboidales simples y presentan un sistema tubulovesicular bien desarrollado que se
abre hacia los pozos del epilelio de revestimiento y se caraclterizan por presentar
granulos eosindfilos triptdfano-positivos. Este tipo de célula se conoce como célula
oxintica 0 oxinticopéptica y también se presenta en anfibios, pero no en mamiferos
(Bucke, 1971; Reifel y Travill, 1978; Buddington y Christofferson, 1985; Buddington y
Doroshay, 1986; Ostos et al., 1993).

Intestino:.En los peces teledsteos, generaimente, el intestine puede ser dividido
histologicamente en dos regiones: un intestine proximal caracterizado por un epitelia
columnar y células secretoras de mucus dispersas entre las células columnares, y un
intestino distal con un mayor namero de células secretoras de mucus {Reifel y Travill,
1979) . De manera excepcional el intestino de los juveniles de carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idelia) presenta tres regiones, una zona en las que a menudo se
presentan numerosas golas de grasa, otra zona caracierizada por la presencia de
grandes vacuglas supranucleares PAS-pasitivas y vesiculas pinocitdticas y una tercera
zona sin gotas de grasa ni vacuolas supranucleares (Stroband, 1977). Ademas de
estas regiones entre el estdmago y el intestino anterior pueden encontrarse ciegos
piloricas, los cuales varian en forma y tamano dependiendo de la especie. En las
especies mas primitivas, coma los esturiones, el intestino posterior suele presentar una

valvula espiral semejante a la presente en los peces cartilaginosos (Buddington y
Christofferson, 198%).

Pancreas: El pancreas en los peces es generalmente difuso y se encuentra
diseminado en la cavidad del cuerpo, aunque en ocasiones puede encontrarse de
forma compacta, en ambaos casos las secreciones son colectadas por un solo ducto el
cual se une con el ducto biliar. Los acinos de células pancreaticas se agrupan en
patrones de roseta alrededor de canales centrales y la presencia de granulos
eosinofilos triptdfano-positivos indican la presencia de granulos de zimdgenos (Bucke,
1971; Buddington y Christofferson, 1984; Buddington y Doroshov, 1986).
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3.1.2 ONTOGENESIS DEL TRACTO DIGESTIVQ

La ontogénesis involucra la formacién y desarrollo de diversos sistemas y
funciones, por lo cual el desarrollo del fracto digestivo comprende una serie de
cambios morfoldgicos, histologicos y funcionales que son paralelgs a la diferenciacion
morfaldgica general. El desarrollo embrionario del tracto digestivo se produce a partir
de la involucién de células columnares del endoderma.

Las larvas de peces teledsteos se pueden dividir en dos grupos, basados en el
grado de diferenciacion que presenta el tracto digestivo al momento de la eclos;én. Un
grupa se caracteriza por presentar el tracto digestivo poco desarrollado y generalmente
son larvas provenientes de huevos pelagicos, mientras que otro grupo presenta un
grado variable de diferenciacion (e.g. boca abierta, higado y pancreas diferenciado) y
lo constituyen larvas provenientes de huevos demersales (Tanaka, 1969a).
Generalmente, después de la eclosiétn el canal alimenticio es un tubo recto
histologicamente indiferenciado y este permanece sin cambios hasta que el saco
vitelino y el glébulo lipidico son absorbidos, es en este momento también cuando el
intestino se puede separar en anterior, medio y posteriar (Grizzle y Curd, 1978; Govoni
et sl., 1986; Ferraris y de la Cruz, 1987; Verreth et al., 1992; Sarasquete et al., 1995).
En el ¢caso de los esturiones, cuando eclosionan el tracto digestivo esta representado
por un saco vitelino endodérmico intraembrionario, el cual participa directamente en la
formacion del tubo digestivo, lo cual es debido a un patrén de division holoblastica del
huevo, diferente a la mayoria de los peces y similar al de los anfibios (Buddingtan y

Christofferson, 1985; Buddington y Dorashov, 1986; Gisbert et al., 1998).

En el momento en que se inicia la alimentacion, las larvas de los peces pueden
tener el tracto digestivo recto o presentar ciertas circunvoluciones. El gpitelio intestinal
se campone exclusivamente de células columnares absortivas y se pueden apreciar
granulos de zimdgenos en &l tejido pancreatico. A partir de este momento se presentan
cambios muy rapidos en la morfolagia del fracto y existe una marcada semejanza entre

el sistema digestivo de las larvas al iniciar la alimentacién con el de aquellas especies
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sin estébmago, lo cual sugiere similitudes en su funcionamiento (Tanaka, 1969b; Vermeth
et al., 1992; Segner et al., 1994; Kaji ot al., 1996). Es comin que el consumo de vitelo
continte durante ciertc tiempo después de iniciada la alimentacion exdgena, para este
momento el saco vitelino se encuentra completamente separado del intestino y
rodeado por el periblasto sincitial (Stroband y Dabrowski, 1979), a excepcion de los
esturiones en los que el vitelo esta contenido dentro del estdmago y es consumido

antes de iniciar la alimentacion exdgena (Buddington y Christofferson, 1985).

Una vez iniciada la alimentacion exdgena, se aprecian dos caracteristicas
distintivas en el gpitslio intestinal. Pimeramente, se gcbserva la aparicion de numerosas
vacuolas en la parte antero-media del intestino, las cuales se forman como resultado
de la absarcidn de lipidas provenientes del alimento consumido. En segunda lugar, es
natable la aparicion de granulos aciddfilos PAS-positivos en |la parte posterior del
intesting, los cuales se forman por la acumulacion de preoductos protéicos
incorporados por pinocitosis (Tanaka, 1971; Tanaka 1972b ; Sarasquete, 1995; Kaji et
al., 1996) Estas caracteristicas que se presentan en el inicio de la alimentacidn
exégena perduran hasta el momento en que se diferencian las glandulas gastricas
(Watanabe, 1984; Walford y Lam, 1993). La acumulacian de productos protsicos
incorporados por pinocitosis (absorcidn macromolecular) y su digestion intracelular son
caracteristicos del estado larval (al inicio de la fase exotrdfica) y la regresidn de estos
fendmenos comresponde a la maduracién del tracto digestiva. Sin embargo, una regian
del intestino puede continuar la absorcion macromolecular, para lo ¢ual las proteinas
incorparadas deben superar la bamera mucosa establecida en el adulto por

secreciones gastricas y pancreaticas, mucus del epitelio y las microvellosidades de los
enterocitos (Mendoza, 1996).

En contraste con lo anterior, en el caso de los salmonidos y esturiones al inicio
de la alimentacidn exdgena el tracto digestivo es similar al del adulto, presentando un
alto grado de organizacion morfologica y funcional. En este caso el estomago esta

diferenciado con sus dos regiones, pilérica y cardiaca, ademas las glandulas géastricas
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son funcionales y se distingue una vélvula entre el estdrmaga y el intestino. Por otra
parte, se ha observado, en el caso especifico de los esturiones, que la diferenciaciéon
del tracto digestivo se produce de la parte posterior, a partir de la valvula espiral, hacia
la anterior, finalizando con el estdmago funcional, al iniciar la alimentacién exdgena
(Buddington y Christofferson, 1985; Dabrowski, 1986; Buddington y Dorashov, 1986;
Gawlicka et al., 1995, Gisbart ef al., 1998). Estas caracteristicas han permitido
mantener a estas especies con un régimen a base de dietas artificiales desde la
primera alimentacion, evitando asi la utilizacion de presas vivas (Dabrowski ef ai.,
1985), '

El desarrollo del estdmago y de los ciegos pildricos se produce a partir del
intestino anterior y se realiza simultaneamente con la metamorfosis, constituyendo el
mayor cambio morfoldgico del tracto digestivo (Govoni et al., 1986). La formacion de
las glandulas gastricas inicia en la parte anterior del estomago, observandose células
cuboides bien tefiidas ¢on hematoxilina. En ¢l momento en que inicia |a diferenciacion
del estomago se pueden observar en el epitelio intestinal células de mucus con
material PAS-positivo. Estando estos eventos estrechamente relacionados con la
transicion de larva a juvenil (Tanaka, 1971; Ferraris y De la Cruz, 1987; Walford y Lam,
1993, Segner &t al., 1994, Kaiji st al., 1996).

La diferenciacion de pancreas inicia con la aparicion de un primordio durante la
eclosion, posteriormente se diferencian |las células ex6crinas y aparecen los ductos
excretores durante |a fase pre-larval y finalmente se produce el crecimiento del érgano
durante el periodo larval y juvenil. Se han descrito cuatro tipos de desarrallo del
pancreas en larvas de peces: 1) Originandose a partir de un primordio dorsal y dos
ventrales que se separan rapidamente del tracto digestivo. 2) Originandose de un
primordio dorsal que se separa para unirse a un primordio ventral que a su vez se
comunica con el tracto digestivo. 3) Formandose de un simple primardio dorsal el cual
gira 180° y produce el ducto eferente en pasicion ventral. 4) Qriginandose a partir de

un grupo de células que surgen del ducto hepatico (Beccana et al., 1991; Kurokawa y
Suzuki, 1996).
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Las diferencias en el grado de desarrollo del tracto digestivo parecen estar
relacionadas con la existencia de cuidado paterno en las especies, asi comao con el
comportamiento de |a larva después de eclosionar. Sin embargo, no existen diferencias
marcadas en |o que respecta a la secuencia de formacion de los drganos y el sistema

digestivo siempre se encuentra completamente desarrallado al terminar el periodo
larval (Tanaka 1969a).

3.1.3 CAMBIOS CAUSADOS POR LA INANICION

Uno de los factores que mas influyen en la mortalidad de las larvas de peces,
tanto en condiciones naturales como de cultivo, es la dispanibilidad de alimento. La
sensibilidad que tienen las larvas a un disminucion en el cansumc de alimento,
especialmente después de la absorcidn del vitelo, puede influir significativamente en
sus posibilidades de sobrevivencia. Por este motivo ha sido necesario identificar
indicadores de la condicion nutricional que permitan predecir las posibilidades de
sobrevivencia de [as poblaciones naturales de peces asl como la evaluacion de
diferentes dietas para el cultivo larvario (Hunter, 1976; McFadzen ef al.. 1994).

A este respecto, se ha podido observar que al iniciar la alimentacién exogena
las larvas bien alimentadas presentan una mayor cantidad de granulos acidéfilos en el
epitelio del intestino posterior y que las vacudlas lipidicas del intestino antero-medio
son generalmente mas grandes y numerasas, en comparacion a las larvas sometidas a
inanicion, en las cuales pueden inclusive estar ausentes estas caracteristicas (Tanaka,
1972a y b;Theilacker, 1978; Ogzeki et al,, 1989).

En relacidn con lo anterior, se ha observado que la condicion del pancreas, |a
separacion de las fibras musculares del tronco y el citoplasma del higado son los
tejidos que mas rapidamente refiejan la falta de alimento en el caso de la anchoveta.
Aungue también se pudo observar vanaciones en el tamafo de los enterocitos del
intestino anterior (O'canel, 1976). De esta forma, queda de manifiesto que, en

ocasiones es posible distinguir los efectos de la inanicidn mediante parametros
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corporales externos y dentro de los tejidos que primeros reflejan esta condicion se
encuentran los del tracte digestivo (Theilacker, 1978). Asi mismo, se ha observado que
en las larvas bien alimentadas el higado presenta células con un nucleo de forma
regular y un citoplasma bien disperso con espacios intracelulares (posibles areas de
almacenamiento de glicégeno y lipidos), igualmente se han observado células
pancredticas de forma piramidal con un ndcleo basal y con un arreglo en serie en una
estructura circular. Mientras que en las larvas mantenidas en inanicién las células
hepaticas presentan un nucleo de forma irregular con granulos oscuros alrededor, el
citoplasma se encuentra candensado, tefiidu de negro y sin espaciocs intracelulares,
mientras que las células del pancreas pierden rapidamente tanto su forma piramidal
como el arreglo de los acinos (O"Caonnell, 1976; Theilacker, 1978).

Sin embargo, debido al caracter meramente cualitativo de estas observacidnes
resulta necesario valorar diversos tejidos, lo cual implica un amplio conocimiento
histoldgico y una gran inversidn en tiempo. De aqui que se haya optado por establecer
indices mas sencillos, como el basado en la estimacion de la altura de lgs enterocitos
del intestino medio el cual permite apreciar la condicidn nutricional del organisma, asi
como estimar |la mortalidad por inanicidn de larvas silvesires (Theilacker y Paorter,
1995). A este respecto, se ha constatado que la altura de los enterocitos, ademas del
diametro del higado y del pancreas disminuyen marcadamente por el efecto de la
inanicion {Theilacker y Watanabe, 1989; Oozeki et al., 1989). Una de las ventajas que
refuerzan la utilizacion de este (ndice es su ausencia de susceptibilidad ante el stress
producido por el muestreo de las larvas, igualmente no se ve afectado por el
encagimiento producido por el liquido fijador (Theilacker y Porter, 1995).

Otro indice histologico cuantitativo que se ha venida utilizando para evaluar el
efecto de la inanicion en larvas de peces, es la relacidn del area de los enterocitos con
respecto al perimetro de su superficie, partiendo de un carte transversal del intesting,

sin embargo su evaluacidon requiere de equipo para analisis de imagenes
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computarizado a fin de realizar rapidamente esta operacion con exactitud (McFadzen
et al., 1994).
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3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES
Las larvas de catan fueron obtenidas del Centro Acuicola Tancol. Se obltuvieron

lotes de huevos fertilizados y crias recién eclocionadas de la reproduccién de 25
adultos en Mayo de 1997.

3.2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las larvas fueron mantenidas en 2 canaletas de fibra de vidrio de 230 cm de
largo, 70 cm de ancho y 30 c¢m de altura, con un volumen de agua de 480 L.
Colocadas con una densidad inicial de 500 larvas por canaleta, aproximadamente una

larvallitro. La temperatura del agua fue de 27 °C y se suministrd oxigeno canstante
mediante un compresor.

Diariamente se tomé una muestra de 10 larvas/canaleta desde el primer dia de
la eclosion hasta el dia en que las larvas adquirieron la forma del adulto. Las larvas
fueran pesadas individualmente en una balanza OHAUS (Modelo Explarer) con un
grado de exactitud de 0.0001 g y se midid |a longitud total de la larva con un vernier

con una exactitud de 0.1 mm. Posteriormente las larvas fueron fijadas en liquido de
Bouin.

A partir del momento en que las larvas iniciaron la alimentacién exdgena, se les
suministré nauplios de Arfemia salina de la variedad San Fransica Bay recien

eclosionadas en dos raciones diarias de 2 g para que las larvas se alimentaran ad
fibitum.

Un lote en condiciones similares fue mantenido sin alimentacién para evaluar el
efecto de 1a inanicion.
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3.2.3 OBSERVACIONES HISTOLOGICAS

Las larvas fijadas en liquido de Bouin fueron sometidas a un proceso de
deshidratacion en soluciones de alcohol etilico del 30 % al absoluto (100 %) con
diferencia de dos grados y 3 h para cada solucion. Posteriormente, se sometieran a un
proceso de aclaracién con xilol durante un lapso de 1 a 12 h. Las piezas se infiltraron
en parafinas | y || durante un periodo de 12 h y posteriormente en parafina Il para su
inclusion en maldes de plastico, en los cuales se arientaran las piezas y se cubrieron
con parafina con un punto de fusion de 56 - 58 °C. Se realizaron cortes seriadas en un
plano sagital y con un espesor de 7 mm utilizando un microtema tipo Minot. Les cartes
se colocaron en agua a una temperatura de 40 °C para ser extendidos y montados en
un portacbjetos con albumina de Meyer. Los cortes una vez montados fueron
etiquetados con un lapiz con punta de diamante y secados en una estufa para

continuar con los meétodos de tincion.

Para el analisis de los cortes se empled la técnica de tincidn de Hematoxilina y
Eosina de acuerda al método de Luna (1988). Las observaciones para la descripcion

de los tejidos del tracto digestivo se llevaron a cabo con un microscopio éptica.

3.2.4 CONDICION NUTRICIONAL

La condicion de las larvas fue evaluada mediante la evaluacion de la altura de
las células epiteliales del intestino anterior, a partir del primer dia de alimentacion
exdagena. La medicion se realizd utilizando un objetivo 400X con un micrometro ocular
calibrado. Para este propdsito se utilizaron seis células cantiguas claramente definidas
con nucleo y membrana basal. Se considerd |a altura desde la membrana basal hasta
el extremo de |las microvellocidades. Se registrd el promedio de la altura de la célula

para cada larva, tomando tres larvas por muestreo.

3.2.5 DISENQ EXPERIMENTAL
La primera parte del estudio fue meramente descriptiva y en esta se detallan las

observaciones histologicas del tracto digestivo de las larvas de catan desde la eclosion
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hasta el momento en que adquieren la forma del adulto. Esto se llevd a cabo para
tratar de establecer las diferencias cualitativas entre las larvas alimentadas y en
inanicion.

En la segunda parte se realizo una comparacion entre larvas alimentadas y en
inanicidon considerando para su evaluacion las variables de altura de los entercocitos y
ancho de los enterocitos. Esta comparacion se llevé a cabo primeramente tomando en
cuenta la edad, en dias, de las larvas para ambos tratamientos (alimentadas e
inanicion), para lo cual se empled un analisis de varianza (ANOVA) de una via
(P<0.09) y en el caso de existir diferencias significativas se realizd una prueba‘ de
Rango Mdltiple de Duncan para separar los grupos homogéneos con un nivel de
significancia de 0.05 (Steel y Torrie, 1980). Posteriormente, se llevd a cabo una
comparacion entre las larvas alimentadas y aquellas en inanicion considerando una
misma edad, para lo cual se realizd una prueba de 4" de Student con el fin de

determinar la existencia de eventuales diferencias significativas.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 DESCRIPCION DEL DESARROLLO DEL TRACTO DIGESTIVO
Para la descripcion del desarrollo del tracto digestivo se consideré la separacion
de los estadios larvarios de acuerdo a los resultados del Capitulo 2:

Estadio I: Las larvas recién eclosionadas presentaron el cuerpo formado
principalmente por el saco vitelino. Durante esta etapa el tracto digestivo esta
représentado por una doble capa de células indiferenciadas que separan el saco vitelino
del cuerpo. Estas células aumentan de tamafo progresivamente y forman dos capas
(Figura 3.1). '

Figura 3.1.- Corte sagital de una larva recién eclosionada (3.2X), tincién con HyE: Se observa
principalmente el saco vitelino (sv), mientras que el intestino esta representado por un epitelio que se

observa arriba del sv.

Estadio ll: En larvas de 9.2 a 9.8 mm de longitud total (LT), las dos capas de
células se separan formando la luz del tracto digestivo y progresivamente aumentan de
tamano hasta adquirir una forma cilindrica (Figura 3.2).
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Figura 3.2.- Corte sagital de una larva de 60 h después de la eclosion (3.2X), tincién con HyE.
En el recuadro se observa el epitelio indiferenciado que esta formando el tubo digestivo (40X).

"\

Hacia el final de este periodo, en larvas de 11.5 a 12.5 mm, comienzan a
diferenciarse pliegues en la parte posterior del tracto, los cuales incrementan su tamarfio
para dar origen a la valvula espiral (Figura 3.3).

Figura 3.3.- Corte sagital de una larva de 4 DDE (3.2X), tincién con HyE. Donde se aprecia la
valvula espiral (ve) formada con epitelio columnar que se aprecia en el recuadro (40X).
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Estadio IM: Durante este periodo, que incluye larvas de 142 a 19.2 mm se
presentan los mayores cambios en el tracto digestivo. Se presenta la diferenciacion de
las regiones del tracto, siendo posible distinguir el estémago, intestino anterior y vélvula
espiral. Estos cambios incluyen una torsion del tracto a nivel del estdmago y otra a nivel
del intestino anterior (Figura 3.4).

Figura 3.4.- Corte sagital de una larva de 6 DDE (3.2X), tincién con HyE. Se observan bien
diferenciados el higado (h), estdmago anterior (ea), estdmago posterior (ep), intestino anterior (ia) y

valvula espiral (ve)

La torsion en el estomago separa dos regiones histolégicamente diferentes, en la
parte anterior se encuentran presentes glandulas gastricas, mientras que en la region
posterior no se presentan estas glandulas. Adicionalmente, en esta region la capa
muscular es muy gruesa en comparacion con la regién anterior del estbmago (Figura
3.5).
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Figura 3.5.- Larva de 7 DDE (40X), tincion con HyE. A) estdmago anterior (ea) donde se
aprecian |las glandulas gastricas (gg) y el epitelio columnar ciliado; B) corte transversal de! estémago

posterior (ep) con epitelio columnar y una gruesa capa muscular.

En el intestino anterior se forman pliegues y prolongaciones cortas dando lugar a
la formacién de ciegos piléricos. La vélvula espiral esté bien diferenciada y ocupa la
mayor parte del intestino (Figura 3.6). Durante este periodo aun es posible observar
reservas de vitelo en la cavidad corporal de la larva.
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Figura 3.6.- Corte sagital de intestino anterior en una larva de 7 DDE (40X), tincion con HyE:

Estadio IV: Durante este periodo, el cual abarca larvas de 19.5 a 22.5 mm, se
agotan las Ultimas reservas de vitelo, las cuales fueron observables Unicamente hasta
el octavo dia después de la eclosion (DDE). El tracto digestivo no presenta
transformaciones estructurales marcadas y solamente se produce un incremento en el
volumen de los tejidos y en el tamaiio de las células de las diferentes regiones. E! tejido
pancreatico se incrementa observandose los acinos de células secretoras fuertemente
basoéfilas (HyE) (Figura 3.7).

Figura 3.7 - Corte sagital de una larva de 11 DDE (40X), tincién con HyE. Se aprecia el tejido
pancreético (P), intestino anterior (ia) y la capa muscular del estdmago posterior (ep)
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Estadios V y VI: Durante estos periodos el tracto digestivo ya no presenta
modificaciones estructurales evidentes y sélo se continia incrementando el tamario de
los diferentes 6rganos y tejidos, presentando las mismas caracteristicas de los
organismos juveniles. El eséfago es corto con un epitelio de revestimiento simple con
células secretoras de mucus, las células son ciliadas y presentan un nucleo basal. Este
tejido se continua en el estdmago anterior en donde se diferenciara del esofago
Unicamente por la presencia de glandulas gastricas debajo del epitelio. Estas glandulas
presentan células cuboidales simples con granulos eosindfilos las cuales forman tibulos
que se abren a la luz del estdmago por espacios entre el epitelio. La cantidad y tamafio
de las glandulas gastricas se incrementa con la edad (Figura 3.8).

Figura 3.8.- Corte sagital de estdbmago anterior (ea) con las glandulas gastricas (gg), en una
larva de 15 DDE (40X), tincidén con HyE.

El intestino esta cubierto por epitelio columnar simple, las células presentan un
nucleo basal y numerosas microvellosidades. En la submucosa se observa tejido
conectivo, células sanguineas y una capa muscular con fibras lisas poco desarrolladas
(Figura 3.9). Este mismo patron se observo en la valvula espiral.
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Figura 3.9.- Corte sagital del intestino anterior (ia) en donde se aprecia el epitelio columnar y la
submucosa con tejido conectivo y muscular (40X), tincién con HyE.

Debajo del estdmago se encuentra el higado, el cual ocupa una gran parte de la
cavidad corporal, las células del higado (hepatocitos) son clbicas con grandes vacuolas
y en los huecos entre las células se observan vasos sanguineos con gran cantidad de
eritrocitos (Figura 3.10).

Figura 3.10.- Corte sagital de higado en larva de 15 DDE, se aprecian las vacuolas (v) en los
hepatocitos y vasos sanguineos (eritrocitos; e) (40X), tincién con HyE.



Altura de los enterocitos: La altura de los enterocitos fue registrada a partir del
momento en que se diferenciaron las regiones del tracto en el Estadio Ill (14.5 mm LT),
para lo cual se consideraron unicamente las células de la parte anterior del intestino. De
esta forma, como se puede apreciar en la Figura 3.11, se presentaron diferencias
significativas con respecto a la altura de los enterocitos entre cada estadio (F= 2280.;
P=0.000; gl= 140,3), incrementandose la altura con la edad de las larvas.
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Figura 3.11.- Altura de los enterocitos (um) de la parte anterior del intestino en larvas de catan

de diferentes estadios. Las distintas literales representan grupos significativamente Ciferentes (P <
0.05)

3.3.2 EFECTO DE LA INANICION

La separacion de los grupos alimentados y en inanicion se llevo a cabo a partir
del 5 DDE cuando las larvas presentaron 19 mm de LT en promedio, es decir en la
parte final del Estadio Ill. Por otra parte, se observaron reservas de vitelo en larvas de
hasta 21 mm LT (8 DDE), independientemente de su condicién nutricional, lo cual
corresponde al inicio del Estadio IV. De manera notable no se apreciaron diferencias
cualitativas en los tejidos del tracto digestivo de las larvas en inanicidn con respecto a
aquellas que recibieron alimento durante este periodo.
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Cuando las larvas tenian 10 DDE se observé que aquellas que no recibieron
alimento exogeno presentaban el tejido muscular de la parte dorsal ligeramente
reducido en volumen al ser comparadas con larvas de la misma edad que habian
recibido alimento. Lo anterior también se observé en las paredes del tracto digestivo.
Estas diferencias se acentuaron a los 12 DDE, en este momento se observaron algunas
regiones del tracto con las paredes unidas y el tejido muscular del cuerpo presenté
separaciones entre las fibras (Figura 3.12).

Figura 3.12.- Corte sagital de musculatura dorsal en una larva de 12 DDE mantenida en
inanicion. Se observa lg separacion entre las fibras (40X), tincién con HyE.

Cuando las larvas tenian 15 DDE, las diferencias anteriores se encontraron
claramente marcadas con respecto a las larvas de la misma edad que recibieron
alimento. Todos los tejidos se encontraron considerablemente reducidos en volumen y
los espacios entre las fibras musculares del cuerpo fueron mayores. En 10s hepatocitos
no se observaron las grandes vacuolas que estan presentes en las larvas bien
alimentadas (Figura 3.13).
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Figura 3 13- Corte sagital de higado en una larva de 15 DDE en inanicion. Se observan
hepatocitos pequerios sin vacuolas (40X), tincidon con HyE.

De la misma forma, en el estdbmago anterior la cantidad de glandulas géastricas
fue reducida y presentaron células poco desarrolladas (Figura 3.14).

Figura 3 14 - Corte sagital de estémago anterior (ea) en larva de 15 DDE en inanicién (40X),

tincién con HyE.



Altura de los enterocitos: Aunque a los 8 DDE no se presentaron diferencias
significativas en la altura celular de los enterocitos de larvas alimentadas y en inanicién
(t=-1.28; P = 0.211; gl = 34), estas se hicieron evidentes a partir de 10 DDE (t =
15.07; P = 0.000; gl = 34), y se acentuaron a los 12 DDE (t = 13.48; P = 0.000; gl = 34)
y 15 DDE (t = 25.95; P = 0.000; gl = 34) (Figura 3.15.).
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Figura 3.15.- Altura de los enterocitos (um) de la parte anterior del intestino para larvas de catan
alimentadas y en inanicion a diferentes edades. Las distintas literales representan grupos
significativamente diferentes.
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3.4 DISCUSION

Al momento de la eclosion el tracto digestivo se encuentra representado
Unicamente por una linea de células indiferenciadas scobre el saco vitelino. Sin
embargo, la diferenciacion se produce rapidamente y en el mamento que tiene lugar la
alimentacion exdégena (5 DDE), ya es pogsible encontrar todas las estructuras

caracteristicas del tracto digestivo, lo cual también coincide con el final de la etapa
pre-larval.

La diferenciacion inicia con la separacion de dos capas de células por encima
del saco vitelino quedando este fuera del tracto digestivo, de la misma forma en que se
presenta en la mayoria de los peces teledsteos. Lo anterior se produce como resultado
de una divisin meroblastica durante la gastrulacian (Dean, 1895). Sin embargo, esto
difiere de lo observado en los esturiones en los cuales el saco vitelino queda dentro del
tracto digestivo comao resultado de una divisibn holoblastica (Buddington y
Christofferson, 1985; Buddington y Doroshav, 1986; Gisbert et al., 1998).

Debido a que el proceso de diferenciacidn ocurre inicialmente en la parte
posterior, la primera seccion que se observa desamollada es la valvula gspiral, Este
patron de diferenciacidn que va de la regidn posterior a la anterior solo ha sido
observado en los esturiongs. Al misme tiempo, el grado de desarrollo que presenta el
tracto digestivo en las larvas de catan al momenta de iniciar la alimentacion exdgena,
los coloca dentro de un reducido grupo de especies como los esturiones y algunos
salmonidos, laos cuales presentan un estdémago diferenciado con glandulas gastricas
funcionales en este momento (Buddington y Christofferson, 1985; Dabrowski, 1986;
Buddington y Dorashov, 1986, Gawlicka et af, 1995; Gisbert et al, 1998),
contrariamente al resto de los teledsteos.

Paosteriormente, al inicio de la alimentacion exdgena, durante los estadios IV, V

y VI, se sigue observando un incremento en el tamaic de las ceélulas del tracto
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digestivo (Figura 3.11), 10 que permite suponer que, durante este periodo se produce
un proceso de maduracion del tracto digestivo, el cual se ve refiejado en el nivel de
actividad de (as enzimas digestivas, asl como en la de absorcién de nutrientes por los
enterocitos. De esta forma, en el caso del catan la maduracion del sistema digestivo
estaria definida por un incremento en |a funcion del estdmago, asl como por cambios
estructurales tales como el desarrollo de pliegues intestinales y el alargamiento en

altura de los enterocitos y su cuntenido de organelos (Dabrowski, 1986).

El seguimiento histoldgico permitid observar la existencia de reservas de vitelo
en la cavidad corporal hasta el octavo dia después de la eclosion. Esta observacion
viene a confirmar los periodos de duracion propuestos para las diferentes fases de
nutricion en las larvas de catan (Capitulo 2). Definiéndose de { a 4 DDE fase
lecitotrofica; de $ a 8 DDE fase lecitoexodtrefica; de 9 DDE en adelante fase exdtrofica.

La existencia de estas reservas de vitelo contribuyen a explicar la ausencia de
diferencias cualitativas y cuantitativas (altura de los enierocitos) entre las larvas
alimentadas y en inanicién hasta |8 edad de 8 DDE. De hecho, una vez que estas
reservas desaparecen, rapidamente (a 10 DDE) se pueden observar diferencias
significativas en la altura de |0s enterocitos entre estos dos grupos, siendo facilmente
separados a los 12 y 15 DDE mediante la ulilizacidn de este indice de condicion, lo
gue hace de esta caracteristica un instrumento valioso para la evaluacion de dietas
artificiales en el cultivo de larvas de catan (Hunter, 1976; Lasker, 1981; Theilacker y

Watanabe, 1989; Oozeki et al., 1989; McFadzen eof al, 1994; Theilacker y Parter,
1995).

La separacion de las fibras musculares del cuerpo observada en las larvas de
catan en inanicidn concuerda con las observaciones de O Caonnell (1976) para larvas
de anchoveta en inanicidn. Asi mismo, las células hepaticas de forma irregular con

granulos oscuros alrededor y el citoplasma condensado ha sido sefialado también
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como otra caracteristica presente en larvas de peces en inanicion (Q"Connsll, 1976;
Theilacker, 1978).

Las caracteristicas anteriores permiten situar a las larvas de catan dentro de un
grupo de peces can un sistema digestivo mas desarrollado del que presentan la
mayoria de las larvas de otras especies. Sabre esta base es posible suponer que seria
factible alimentar a las larvas de catan con dietas artificiales, desde el inicio de la
alimentacion exdégena como sucede con algunos salmonidos y esturiones (Dabrowski
et al., 1985). Esto a su vez pemitiria reducir 1a utilizacidn de presas vivas y prolongar
el periodo de cultivo para que las larvas presentaran un mayer grado de desarrollo y
una mejor condiciébn nutricional al rﬁomento de ser liberadas, o bien seria posible
prolongar su cultivo hasta obtener tallas comerciales, con lo que se reduciria de esta
forma |a presién sobre las poblaciones naturales.
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CAPITULO 4: ONTOGENESIS ENZIMATICA DEL CATAN
(Afractosteus spatula).

4.1 ANTECEDENTES

El sistema digestivo de los peces presenta varias particularidades, de manera
general, se cansidera que el sisterna digestivo de las larvas de peces es mas simpie
que el del adulto (Lauff y Hofer, 1984). Por otra parte, existen especies que en su fase
adulta no desarrollan estdmago y por 10 tanto no praducen pepsina, basando toda la
actividad pratealitica en enzimas que actian a un pH alcalino, este proceso digestivo
es llevado a cabo en el intestino (Jany. 1976; Lauff y Hofer, 1984). Al mismo tiempo se
ha estimado que la actividad proteolitica €s menor en peces herbivoros que en peces
Qmnivoros y carnivoros (Hofer y Schiemer, 1981).

Durante el desarrollo, tipicamente, se presentan tres fases para llegar a la
maduracién del sistema digestiva. Primeramente, durante la etapa de alimentacion
endogena, se produce la diferenciacion del tracto y se presenta una actividad
enzimatica incipiente. La segunda fase se inicia con la alimentacién exdgena, durante
la cual el sistema digestivo no esta completamente diferenciado y par ende la digestion
es semejante a la de las especies sin estdmago, caracterizadas por su baja capacidad
digestiva lo cual compensan por medio de la macra-pinocitosis de proteinas y su
digestion intracelular. Finalmente, existe una tercera fase que concuerda con la
metamorfosis durante la cual el sistema digestiva s8 completa, en esia etapa se
presenta una actividad enzimatica similar a la de juveniles (Budington, 1985). Sin
embargo, este patron varia con las especies, asl por ejemplo cuando los esturiones
inician la alimentacién exdgena ya estan formadas las glandulas gastricas y la
capacidad proteolitica se asemsja al de los juveniles (Budington, 1985; Budington y
Doroshov, 1986; Gawlicka et al. 1995), esto les permite, al igual que a los salmdnidos,

sor mantenidos desde el primer alimento exclusivamente con dietas artificiales
(Dabrowski et al., 1985).
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En otro orden de ideas, se ha planteado que los cambios en el desarrcllo del
sistema digestiva estan intimamente relacionados can |a tasa de sintesis de proteinas
y consecuentemente con la tasa de crecimiento corporal. Esto es el reflejo de la
maduracion del sistema digestivo |a cual no sélo implica la formacién del estémago
sino un incremento en su funcion, el desamollo de estructuras que permiten
incrementar la absorcion de nutrientes como |a formacion de pliegues intestinales y el
alargamiento en altura de los enterocitos y su contenido de organelos (Dabrowski,
1986). F"or lo cual, se considera que la diferenciacién del sistema digestivo finaliza con
la formacion de glandulas gastricas funcionales en el estdomago y este evento se
encuentra estrechamente relacionada con la terminacion del periodo larval (Person-Le

Ruyet, 1989; Verret y Van Tongeren, 1989; Verret ef al,, 1992; Walford y Lam, 1993;
Moyano et al., 1996).

Los cambios que se presentan durante el desarrollo del sistema digestivo
implican igualmente cambios en el tipo de enzimas digestivas producidas, asi como en
el nivel de actividad de las mismas. El funcionamiento incompleto del sistema digestivo
es una de las principales razones a las cuales se atribuye la dificultad que tienen las
.arvas de peces para utilizar dietas artificiales, ya que existe una correlacién marcada
entre el incremento de la actividad enzimatica y el funcionamiento del estomago y por
consecuencia con la habilidad de digedr los alimentos artificiales, por lo cual se
considera que el tiempo mds apropiado para remplazar el alimento vivo por dietas
artificiales debe concordar con la maduracidn del sistema digestivo (Alliot et af., 1977;
Lauff vy , 1984; Buddington, 1985; Ueberschar, 1985; Person-Le Ruyet, 1989;
Dabrowski y Culver, 1991; Moyano ef al., 1996).

A pesar de que las larvas de |la mayoria de las especies no presentan estmago
funcional al iniciar la alimentacién exégena, en este periodo han sido detectadas casi
todas las enzimas, con excepcion de la pepsina (Alliot ef al,, 1977, Baragi y Lovell,
1986; Gildberg, 1988; Zambonino y Cahu, 1994). Sin embargo, estas enzimas

presentan una actividad muy baja, como ha sido observado en Dicentrarchus labrax
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(Alliot ef al, 1977, Vu 1983; Zambonine y Cahu, 1994), Scophthalmus maximus
(Ueberschar, 1985; Munilla y Stark, 1989), Solea solea (Clark et al., 1986), Morane
saxatilis (Baragi y Lovell, 198€), Coreogonus lavaretus (Segner et al., 1989), Clarias
garniepinus (Verreth et al., 1992), Lates calcarifer (Walford y Lam, 1993) y Sparus
aurata (Munilla y Saborido, 1996). La principal actividad enzimatica detectada
comresponde al tipo tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa, amilasa y esterasas no
especificas. Estas actividades generalimente se incrementan con la edad, hasta el
momento en que inicia [a secrecidn de pepsina en el estémago, en este momento la
actividad de las enzimas intestinales disminuye ligeramente y postériormente se
estabiliza a un nivel similar al encontrado en los juveniles y adultos (Zambaonino y
Cahu, 1994). El tiempo requerido para que se produzcan estos cambios de actividad
varia dependiendo de la especie, y puede ir desde 2 dias en Clanas ganepinus hasta
40 dias en ¢l turbot y Sparus aurata ( Maoyana of al., 1996). Por otra parte, en algunas
peces como los coreogonidos se presentan diferentes isoenzimas de tripsina para
cada una de las etapas del desarrollo larvario {(Dabrowski, 1996).

En el otro extremc existe un reducido niomero de especies cuyas larvas
presentan un tracto digestiva desarrollado, con el estdmago diferenciado y glandulas
gastricas funcionales, al momento de iniciar la alimentacion y con una capacidad
proteclitica similar a la de los juveniles. Este solo es el caso de los salmdnidas y
esturiones (Buddington, 1985; Buddington y Doroshov, 1986; Gawlicka et al., 1995).
Los huevos de estas especies se caracterizan por presentar un alto contenide de
lipidos, de los cuales cerca del 80 % son consumidos antes de que inicie la
alimentacién exogena (Gershanavich, 1991). En los esturianes han sido diferenciadas
tres fases del desarrallo, el cual inicia con el estadio vitelino caracterizado por una baja
actividad enzimatica, seguido par el inicio de la alimentacion, el cual coincide con la
primera secrecion gastrica y una elevada actividad amilasica y lipasica, y finalmente
ocurre la metamorfosis a la farma juvenil |a cual se caracteriza por una disminucién en
las actividades amilasica y lipasica (Buddington, 1985). Estas fases han sido
relacionadas con cambios en el ciclo de vida, habitos de alimentacion natural y
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posiblemente con los requerimientos nutnclonales de los esturiones (Buddington y
Doroshov, 1986). Considerando lo anterior, resulta impartante sefialar que el tracto
digestivo del catan presenta una semejanza estrecha al de los esturiones, el cual
presenta un epitelio ciliado en el estbmago del adulto, asi camo una valvula espiral en
la parte posterior del intestino, siendo este el sitic en donde ocurre la mayor parte de la
digestion de proteinas durante el periodo larvario de los esturiones (Buddington, 1985).
Paor otra parte, se han observado diferencias cuantitativas y cualitativas en cuanto a la
actividad enzimatica entre las distintas regiones del tracto digestivo de los esturiones,
lo cual es indicativo de un alto grado de especializacian respecto a los procesos de
digestion y absorcion (Gawlicka ef al., 1995),

Se ha sugerido que la baja actividad en las enzimas digestivas al inicio de (a
alimentacion puede ser campensada mediante otro tipo de procesos como la
macro-pinocitosis de proteinas en el intestinc posterior, proceso que involucra la
actividad de enzimas proteoliticas a nivel intracelular (Tanaka, 1971 y 1972; Hofer y
Schiemer, 1982; Walfard y Lam, 1993). Otro mecanismo compensalorio sefalado es el
aporte de enzimas exégenas, las cuales podrian provenir del alimento vivo (Dabrowski,
1979; Lauff y Hofer, 1984, Dabrowski, 1986), igualmente, se ha propuesio que estas
enzimas exogenas podrian actuar como activadores de los zimdgenos presentes en
las larvas (Munilla y Stark, 1989; Dabrowski et al., 1992). Sin embargo, se ha pedido
detectar actividad de proteasas alcalinas alin antes de que se abra la boca y comience
la alimentacion exdgena, contradiciendo de esta forma la teoria de activadores
enzimaticos exdgenos (Mayano et al., 1996). Como otro argumento del papel potencial
de las enzimas exdgenas, se ha sugerido que la disminucion de la actividad triptica al
momento de iniciar la digestion acida, podria deberse a una reduccion en la
contribucion de las enzimas exdgenas tipo tripsina provenientes del alimento vivo,
como resultado de su desnaturalizacidn en el estomago ya funcional (Walford y Lam,
1993). Es muy probable que las enzimas exdgenas contribuyan en cierta forma en la
digestidn de las larvas, sin embargo, aun no se ha esclarecido la manera en que

actian. Hasta el momento, se serfiala a la tripsina como la enzima clave, debido a que
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se le encuentra en la mayoria de los grupos zooldgicos asi como por su capacidad
para activar zimogenos de otras proteasas (Munilla y Stark, 1989). De cualquier forma,
la digestion luminal en las larvas de peces, ya sea por enzimas enddgenas y/o

exogenas representa la ruta principal de obtencion de nutrientes (Dabrowski y Culver,
1991).
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4.2 MATERIAL Y METODO

4.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se obtuvieron [arvas recién eclosionadas del Centro Acuicola Tancol de la
SEMARNAP en Tampico, el 1 de junio de 1999, estas fueron transportadas en bolsas
de plastico, las cuales fueron llenadas con oxigeno, a las instalaciones del Grupo
Ecofisiclogia en la Universidad Autdnoma de Nueve Ledn, Se colocaron 2,500 larvas
en una canaleta de fibra de vidric de 230 cm de largo, 70 cm de ancha y 30 cm de
altura, con un volumen de agua de 480 L. La temperatura del agua se mantuvo a 27 &
1 °C y se proporciond oxigeno constante mediante un compresor con el fin de
mantener los niveles a 6 ppm. A partir del momento en que las larvas Iniciaron la
alimentacion exogena, se les suministraron nauplios de Artemia salina de 1a variedad
San Fransico Bay recién eclosionados, en dos raciones diarias de tal forma que

siempre existiera un exceso de nauplios para que las larvas se alimentaran ad libitum.

Diariamente, a partir del tercer dia después de la eclosion (3 DDE), se tomaron
muestras de 100 larvas antes de proparcionar sl alimento. El muestrao finalizd a los 15
DDE cuando las larvas adquirieron |a forma del adulto. Las larvas fueron pesadas en
grupa y posteriormente fueron disectadas una a una en una caja de petri, colocada
sobre hielo, con el fin de extraer el tracto digestivo completo de cada larva el cual ser(a
utilizado posteriormente para preparar los extractos enzirmaticos.

Un catan juvenil, de cuatro meses de edad (450 mm de longitud total), obtenido
de las crias producidas en el Centro Acuicola de Tancol en 1998, fue disectado en
octubre de ese afo para extraer el tracto digestivo y preparar exiractos enzimaticos de

referencia a partir del estomago, ciegos pilaricos, intestino anterior e intestino posternior.

4.2.2 EXTRACTOS ENZIMATICOS
El tracto digestivo de las larvas de cada muestra fue homogeneizado en agua
destilada en una proporcion 1:5 (p/v) a una temperatura de 4 °C, dtilizando un
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homagenizador de tejidos marca Polytron¥R. Posteriormente, el homogenizado fue
centrifugade a 10,000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura. El
sobrenadante fue filtrado y dividido en allcuctas de 0.1 mL las cuales se almacenaron
en nitrégeno liquido y en su momento fueron utilizadas como extracto enzimatico en

las pruebas para la determinacion de la actividad enzimatica.

Determinacién de proteina: Se determind la concentracién de proteina para
cada extracto utilizando azul de comassie G250 de acuerdo al método de Bradford
(1976). Como proteina de referencia se utilizé albamina de suero bovina (BSA) en
concentraciones de 10 a 100 mg para elaborar una curva estandar mediante |a lectura

de |la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdémetro marca Spectonic modelo Genesis
2.

4.2.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

Efecta del pH: Para determinar el efecto del pH sobre la actividad proteclitica
total se utilizdé BSA al 1% en agua destilada como sustrato. Las soluciones buffer
utilizadas fueron Citrato-Fosfato en un rango de pH de 2.2 a 7 y Glicina-NaOH-NaCl en
un rango de pH 8.5 a 12. La mezcla de reaccion consitio en 0.5 mL del buffer al pH
deseado, 0.5 mL de BSA y 0.1 mL de extracto enzimatico, esta fue incubada durante
60 minutos a 25 °C. La reaccion fue detenida por la adicion de 0.5 mL de acido
tricloraceético (TCA) frio al 10%. Posteriormente, se mantuvo durante 30 minutos a 4 °C,
se centrifugo a 5,000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura y se registré la
absorbancia del sobrenadante a 280 nm. Un blanco fue preparado de [a misma forma
salvo que se adiciono el TCA antes de la incubacion. La actividad de cada muestra
(para todas las pruebas analiticas) fue determinada por triplicado y expresada comao el

cambio en absorbanica de 0.001 por minuto por miligramo de proteina en el extracto.

Actividad proteglitica alcalina: En este caso se utifizd azocaseina come
sustrata (Galgani y Nagayama, 1986). La mezcla utilizada consistio en 0.5 mL de

azocaseina al 0.2 % con 0.9 mL de buffer Universal pH 84 y 0.1 mL de extracto
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enzimatico. Esta fue incubada a 25 °C durante 60 minutos y fue delenida con 0.5 mL
de TCA frio al 10%. Posteriormente, se¢ mantuvo durante 30 minutos a 4 °C, se
centrifugo a 9,000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura y se registro la
absorbancia del sobrenadante a 366 nm. La actividad fue expresada de la misma

forma que en el caso anterior.

Actividad proteolitica dcida: Para la determinacion de esta actividad se utilizd
hemoglobina al 1 % como sustrato (Anson, 1938). La mezcla de reaccion consistid en
0.5 mL de sustrato can 0.5 mL de buffer Universal pH 3.0 y 0.1 mL de exiracto. Esta
posteriormente se incubd durante 60 minutos a 25 °C y se detuvo la reaccién con 0.5
mL de TCA frio al 10% , se manfuvo a 4° C durante 30 min. y & continuacién se
centrifugd a 5,000 rpm durante $ minutos a 4° C y por ultimo se registro la absorbancia
a 280 nm.

4.2.4 |DENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE
ELECTROFORESIS

Proteasas alcalinas: Para identificar la actividad de las proteasas alcalinas en
el tracto digestivo de larvas y juveniles de catan, se realizaron electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en presencia de lauril (dodecil) sulfato de sodio (SDS),
utilizando un sistema de gal discontinuo (ge! almacenador y gel separador), mediante
la tecnica descrita por Laemmii (1970), modificada por Garcia-Carrefio et al., {1993)
para visualizar actividad proteglitica alcalina, la cual consiste basicamente en la
preparacion de las muestras, eliminando el mercapto-etanol y en este caso las

muestras no fueran calentadas.
Las electroforesis se realizaron en una camara de electroforesis vertical, Dual

Mini Gel Unit (Scientific Co.), con placas de 10 x 11.3 x 0.75 ¢m con capacidad para 10

muestras por gel. El gel concentrador fue preparado a una concentracion de
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poliacrilamida (PAA) de 4% y gel separador a 15% PAA, En el Anexo 1 se detalia el
pracedimiento para la elaboracién de los geles.

Se corrieron dos geles al mismo tiempo, uno de los cuales fue procesado para
visualizar las protelnas presentes en los extractos y el otro para observar las bandas
con actividad proteolitica. Se utilizd Tris - Glicina 0.0192M, SDS 0.1%, pH 8.3, como
buffer para camara. Las muestras fueron preparadas mezcando los extractos
enzimaticos con el buffer de muestra (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 20 % y
azul bromafenal 0.04 %), en proparcién 1:1, procuranda aplicar de 35-40 mg de
proteina por pocillo con una micro-jeringa Hamilton. La camara fue conectada a una
fuente de poder Pharmacia® EPS 600 a un valtaje de 100V y a una intensidad de €0
mA por gel, durante 90 minutes, utilizando un bafio con recirculacion para mantener la

temperatura de los geles a 4 °C.

Inmediatamente después de finalizada la electroforesis, 10s geles utilizados para
visualizar las proteinas de los extractos, fueron fijados con TCA al 10%. Mientras que
los geles para detectar la actividad proteolitica, fueron sumergidas en una solucion de
caseina al 1% en un buffer Tris-HClI 50 mM pH 9.0, durante 30 minutos a 4¢ C.
Pasteriormente, fueron cambiados a otra solucidn similar a 25° C para ser incubados
durante 90 minutos. En seguida fueron lavados en agua destilada, para remaover el

exceso de sustrato y posteriormente fueran fijados con TCA al 10%.

Los geles fueron tefiidos de acuerdo a la metodologia de Weber y Osbom
(1869). En breve, estos fueron sumergidos, durante toda la noche a temperatura
ambiente, en una solucion compuesta de 0.1% de azul de comassie R-250 en metanal,
acido acético y agua destilada en una proporcion 40:10:50 respectivamente. Para
revelar los geles se utilizé una solucidn de metanol, dcido acético y agua deslilada
(40:10:50). Posteriormente, los geles fusron sumergidos en agua destilada para que se
hidrataran. Finalments, con el proposito de ser conservados, los geles fueron cubierfos
con papel celofan y extendidos sobre una placa de cristal para ser deshidratados.
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En los geles las proteinas se revelaran ¢omo bandas azules sobre un fondo
transparente. Mientras que las enzimas con actividad proteolitica fueron reveladas
como bandas de color blanco o transparente sobre un fondo azul, como si se tratara de

un negativo.

El pesoc molecular de las proteasas alcalinas encontradas fue determinada
utilizando un kit comercial (SIGMAMR MW-SDS-70) que contenia albimina bovina,

albumina de huevo, pepsina, tripsinogeng, b-lactoglobulina y lisozima.

Proteasas dcidas: Para la determinacion de las proteasas acidas se utilizé la
metodologia propuesta por Alarcon (1997). Estas electroforesis se desarrollaron bajo
condiciones nativas, es decir en ausencia de SDS. El procedimiento para la
preparacion de los geles se resume en el Anexo 2. La preparacion de los geles y
condiciones en las que se llevaron a cabo las electroforesis fue igual a la descrita para
proteasas alcalinas, Unicamente variando en el buffer de muestra (Tris-Acido Fosfarico
0.1M, pH 5.5, con gliceral 20% y azul de bromofenal 0.02%) y el buffer de camara
(Tris-Glicina 0.62 M, pH 7.0).

Después de la e¢lectroforesis [os geles se sumergieron en HClI 0.1M para
disminuir el pH a 3.0 (el buffer de muestra presente en el frente cambia de azul a
amarilio). Pasteriormente, se colocaran en una saolucion de hemoglabina al 0.25% en
un buffer Universal pH 2.0 a 4° C durante 30 minutos. En seguida se pasaron a una
solucion similar para ser incubades a 25 °C durante 90 minutos. A continuacian, los
geles fueron lavados con agua destilada para remover el excesa de sustrato y fijadas
en con TCA al 10% . Los proceso de colaracidn, revelado y canservacion fueron los

mismaos que se utilizaron en el caso de las proteasas alcalinas.

Efecto de inhibidores: E| tipo de actividad proteolitica fue parcialmente
caracterizada mediante la utilizacion de inhibidores enzimaticos. Para este efecto se

siguid la metodologia propuesta por Garcia-Carrefio (1993), que consiste en mezclar
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40 ml del extracto con 10 ml de la solucidon concentrada del inhibidar correspondiente
para su posterior incubacidn durante una hora a 25 °C, antes de realizar la
electroforesis bajo

las condiciones descnrtas. Los inhibidores utilizades, su

especificidad y concentracidn utilizada se presenta en la Tabla 4.1.

INHIBIDOR ESPECIFICIDAD SOLUCION SOLVENTE
CONCENTRADA
PMSF serina proteasa 100mM propanol
SBTI serina proteasa 12mM agua destilada
TLCK tripsina 10mM HCl lmM
EDTA metal-proteasa 0.5M agua destilada
Pepstatina pepsina

Tabla 4.1.- Inhibidores utilizados para la ¢caracterizacion de enzimas proteoliticas.

4.2.5 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

El procedimiento general consistié en mezclar 0.5 mL de sustrato con 0.5 mL de
buffer para adecuar €| pH y poder adicionar 0.1 mL de extracto enzimatico. La reaccidn
se llevo a cabo en una celda de cuarzo, en un espectrofotdmetro SPECTRONIC,
modelo GENESIS 2, a una temperatura de 25 C. La actividad enzimatica fue
regisirada mediante el cambio en absorbancia durante 10 minutos a partir de un valor
establecido de longitud de onda para cada sustrato. La actividad fue expresada como
unidades enzima (UE) por minuto por miligramo de proteina en el extracto, siendo
equivalente 1 UE a un cambio de 0.001 en absorbancia. Los sustratos utilizados, asi
como el tipo de actividad que permiten detectar y el método de referencia se presentan
enla Tabla 4.2.
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> "ENZIMA _ SUSTRATO” ™™ " 'BUFFER, * | A'om | METODO
Tripsina Na-p-tosil-l-arginina metil Tris 0.1M (pH 7.4) con 247 Humumel (1959)
ester (TAME) 0.001M Sttt
Tripsina N-benzoil-argimaa Tris 50 mM (pH 8.4) con 405 Erlanger (1961)
pNitroanilida (EAPNA) 2mM CaCl, 20mM
Quumotnpsina N-benzoil-|-tirosina etil ester | Tris 0.1M (pH 7.4) con 254 Humrael (1959)
(BTEE) 0.001M Calls o1
Quimotripsina N-glutaril-fenilalanina Tris 50 mM (pH 3.4) can 40S Lauff y Hafer
piNitroanilida (GPNA) 2mM Call; 20mM (1984)
Auinopeptidasa L-leucinamida 0.125 M Tris 0.1M (pH 7.4) con 238 |[Clack ez at. (1986)
CaCl, 0.01M
Amunopeptidasa L-leucina pNitroanilida Tris 50 mM (pH 8.4) con 405 Lauff y Hofer
{(LNA) 2w CaCl, 20uM (1984)

Tabla 4.2.- Sustratos, tipo de enzima que delectan, condicignes del ensayc y método de
referencia utilizado.

4.2.6 FOSFATASAS ACIDA Y ALCALINA

Se utilizé p-nitrofenil fosfato como sustratc de acuerdo al método descrito por
Moyano et al. (1996). El procedimiento para determinar este tipo de actividad consistio
en incubar, durante 10 minutos a 25 °C, 0.1 mL del extracto con 0.1 mL de sustrato
diluida en buffer acetato (pH 4.8) para la deteccion de fosfatasas acidas o en un buffer
dietanolamina (pH 9.8) para el caso de las fosfatasas alcalinas. Posteriormente, se
agregargn 10 mL de NaOH (0,05 N) para detener |a reaccidn y se registrd la

absorbancia a 405 nm. La actividad fue expresada de la misma forma que para las

proteasas especificas.

4.2.7 ACTIVIDAD AMILASICA

La actividad de tipo a-amilasa fue determinada utilizando almidén como susirato
{Brenfeld, 1951). El método consistié en mezclar una solucion de almidén al 1%, en 0.4

mL de buffer de fosfatos (monosodico y disodico) al 0.02M contenienda 0.006M de
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cloruro de sodio a pH 6.9 ¥ 0.1 mL de extractc enzimatice. La mezda fue incubada
durante 60 minutos y posteriormente se agregd 1 mL de acido dinitrosalicilico. Los
tubos se colocaron en barfo maria durante 5 minutos y a continuacion se enfriaron a

temperatura ambiente, para registrar la absorbancia a 540 nm.

ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividad de tipo esterasa se determind utilizando p-nitrofenil acetato como
sustrato (Munilla y Starck, 1990). La mezcla consistié en 1 mL de sustrato (0.002M) en
buffer Tris-HCI 50 mM (pH 7.1) con 0.1 mL. de extracio enzimatico incubado durante
10 min, a 37°C. La actividad se registro por el incremento en 1a absarbancia a 405 nm.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

En la Figura 4.1 se muestra el efecto del pH sobre |la actividad proteolitica total.
Se puede observar que tanto en las larvas de 5 DDE como en las de 8 DDE se
presentan dos picos de actividad cercanos a pH 2.2 y pH 8.4 y unicamente cambia el
nivel de actividad incrementandose ésta con la edad.
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Figura 4.1.- Efecto del pH sobre la actividad proteolitica total en larvas de 5 y 8 DDE. La
actividad fue determinada utilizando albdmina al 1% en buffer citrato-fosfato (pH 2.2 a 7) o glicina-NaOH
(pH8a12)

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 4.2, la actividad proteolitica
alcalina se incrementd hasta el 5§ DDE y posteriormente se mantuvo a niveles
constantes. Cabe sefialar que la actividad proteolitica acida se comportd de manera
similar, solo que el nivel de actividad fue 10 veces mayor a la actividad alcalina (Figura
4.3).
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Figura 4.2 - Actividad proteolitica alcalina de larvas de catan ulilizando azocaseina como
sustrato en buffer universal a pH 8.4
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Figura 4.3.- Actividad proteolitica 4cida en larvas de catan utilizando hemoglobina 0.25 % en
buffer universal pH 3.0
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4.3.2 IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE
ELECTROFORESIS

En la Tabla 4.3 se presenta un resumen de aquellas bandas que mostraron
actividad proteolitica mediante esta técnica. En esta se puede observar que la primer
banda en aparecer fue la que presentd un peso molecular aproximado de 18.8 kD, la
cual se encontrd presente desde el primer dia en todo el intestino. No fue sino hasta el
cuarto DDE cuando aparecieron otras tres bandas con actividad proteolitica alcalina, las
cuales estuvieron presentes solamente en la parte anterior del intestino. A esta edad
también se detecto la presencia de pepsina en el estbmago, revelada por medio de la
técnica para proteasas acidas. Para el octavo dia se presenté el mismo patrén,
mientras que para el décimo quinto dia aparecieron otras dos proteinas con actividad
proteclitica alcalina, una presente en todo el intestino (33.7 kD) y otra solo en la parte
posterior (36.4 kD). La Figura 4.4 muestra el gel para proteasas alcalinas de extractos
de larvas a diferentes edades, mientras que el gel para proteasas acidas se muestra en

la Figura 4.5,
No. | MW Orden de Aparicidn © Seccion del tracto
(Kd) Edad (dias)

1 - 8 15 Est LA. I.P.
1 18.8 X X X X X X
2 233 X X X X
3 26.8 X X X L /X
- 33.7 X X X
5 36.4 X X
6 47.3 X X X X
7 Pepsina X X X X

Tabla 4.3.- Peso Molecular (MW), orden de aparicion y seccion del tracto digestivo de enzimas
proteoliticas detectadas en larvas de catan mediante electroforesis (Est = estdmago; |A. = intestino
anterior, |.P = intestino posterior).



Figura 4.4 - Gel de electroforesis SDS-PAGE incubado en caseina al 1% a pH 9.0 mostrando
las bandas con actividad proteolitica aicalina en el tracto digestivo de larvas de catan de 3 a 8 DDE de
1squierda a derecha.

Figura 4.5 - Gel de electroforesis en condiciones nativas. Incubado en hemoglobina a pH 3.0
mostrando |la banda de actividad proteolitica acida en el tracto digestivo de larvas de catén de S a 8
DDE de izquierda a derecha
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Figura 4.4 - Gel de electroforesis SDS-PAGE incubado con caseina al 1% a pH 9.0, mostrando
el efecto de inhibidor PMSF (carmiles de la derecha) sobre extractos de tracto digestivo de larvas de
catan.

4.3.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA
Se detectd actividad de tipo tripsina a partir del tercer DDE. Esta se fue
incrementando hasta un pico maximo en el octavo dia, el cual disminuye en el 9 DDE y

tiende a estabilizarse con un pequeno incremento diario (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Actividad de tipo tripsina detectada en larvas de catan mediante el uso de BAPNA
en buffer Tris-HCI pH 8.4
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La actividad de tipo quimotripsina detectada permanecié muy baja del 3 DDE al 5
DDE, posteriormente se incrementdé con un méaximo en el 8 DDE y tendiendo a
estabilizarse en lo sucesivo con algunas variaciones (Figura 4.8).
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Figura 4.8.- Actividad de tipo quimotripsina en larvas de catén. Sustrato GPNA en buffer
Tris-HC| pH B8.4.

La actividad de tipo leucina aminopeptidasa fue la que registra una mayor
magnitud entre estos tres tipos de proteasas. Esta presentdé un tendencia a

incrementarse con un maximo en el 11 DDE y posteriormente tendié a estabilizarse con
un ligero incremento diario (Figura 4.9).
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Figura 4.9 - Actividad de tipo leucina aminopeptidasa determinada en larvas de catan utilizando
LNA en buffer Tris-HCI pH 8.4




Actividad proteolitica especifica en juvenil: Estas actividades fueron
detectadas en extractos de intestino de un juvenil de catan de cuatro meses de edad.
Como se puede observar en la Figura 4.10, la actividad de tipo tripsina fue detectada
principalmente en el intestino anterior, al igual que la actividad de tipo quimotripsina solo
que esta ultima fue muy baja en el intestino anterior y en el posterior no fue posible
detectarla. Por otra parte, la actividad de tipo leucina aminopeptidasa se detecté en
ambas secciones del intestino, con niveles de actividad similares a la actividad de tipo
tripsina en el intestino anterior.

I. Anterior
@ 1. Posterior

e

s

A - T
v
B -~ By

Tripsina Quimiotr. Aminopep.

10.- Actividad proteolitica especifica en seccicnes del intestino de catan juvenil.

4.3.4 FOSFATASAS ACIDA Y ALCALINA
La actividad de fosfatasa acida detectada en larvas de catan presenté

variaciones entre el 3 DDE y 8 DDE, disminuyendo progresivamente a partir de esta
edad (Figura 4.11).
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Figura 4. 11.- Actividad de tipo fosfatasa alcalina detectada en larvas de catan

Por otra parte, la actividad de tipo fosfatasa alcalina presenté pocas variaciones
durante el periodo analizado (Figura 4.12).
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Figura 4.12 - Actividad de tipo fosfatasa alcalina de larvas de catan.
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4.3.5 ACTIVIDAD AMILASICA
La actividad de tipo a-amilasa detectada en larvas de catan fue muy baja de
manera general, manteniéndose constante del 3 DDE al 5§ DDE y posteriormente

disminuyendo progresivamente hasta el 8 DDE para finalmente tender a estabilizarse a
niveles muy bajos (Figura 4.13).
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Figura 4.13.- Actividad a-amilasica detectada en larvas de catan utilizando almiddn al 1% como
sustrato en buffer de fosfatos de sodio pH 6.9.

4.3.6 ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividad esterasica no especifica detectada con el uso de p-nitofenil acetato,

mostré niveles elevados y presentd un incremento en larvas de 3 a 8 DDE, para
posteriormente estabilizarse en estos niveles (Figura 4.14).
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Figura 4.14 - Actividad esterasica no especificas detectada en el tracto digestivo de larvas de
catan
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4.4 DISCUSION

4.4.1 ACTIVIDAD PROTEQLITICA TOTAL

El efecto del pH sabre la actividad proteolitica total mostro la misma tendencia
tanto en larvas de 5 DDE como en las de 8 DDE, con dos picos de astividadapH 2.2 y
8.4 bien marcados. Lo anterior refieja el efecto de las secreciones pancreaticas de
carbonatos y sales biliares necesarias para el buen desempefio de la actividad
proteolitica alcalina en €l intestino, asi como de la actividad proteclitica acida en el
estdmago como resultada de la secrecion de HCIL. De la misma forma en las Figuras 2
y 3 se puede apreciar que estos dos tipos de actividades digestivas se encuentran bien
establecidas a partir del 5 DDE. La presencia precoz, asi camo los elevados niveles de
actividad proteglitica &cida detectados en (as larvas de catan revelan que estos peces
presentan un estomago funcional desde que inician la alimentacion exdagena, lo cual es
equiparable a la candicin que presentan las larvas de esturiones y alguncs
salménidos (Budington, 1985; Budington y Doroshov, 1986; Gawlicka et al/, 1995). En
cantraste, en aquellas especies cuyas larvas no presentan secrecion de pepsina desde
el inicio de 1a alimentacién exdgena, sbio se observa un pico de actividad a pH alcalino
en larvas jovenes y no es sino hasta que el estdmago esta formado cuando aparece el

pico de actividad a pH 4cido (Clark et al., 1936; Munilla y Stark, 1989; Moyano et a!.,
1996; Lazo, 1999).

Por otra parte, la actividad proteolitica alcalina, detectada mediante
electroforesis (Tabla 4.3), muesira que existe un incremento en el nimero de bandas
que presentan actividad enzimatica, principaimente entre 1 DDE y 4 DDE, asi como
entre 10 DDE y 15 DDE. Estas bandas pueden representar diferentes tipos de
proteasas alcalinas o bien isoenzimas con diferente peso molecular. La banda de
aclividad presente en larvas de un dia, corresponde a larvas que aun dependen de
reservas de vitelo y que no han iniciado la alimentacion exdgena. La deteccion de
actividad enzimatica antes de que se abra la boca en las larvas ya ha sido observada

en varias especles de peces siendo resaltada esta caracteristica por Moyana ef al.
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(1996). Por otra parte, la mayoria de las bandas estan presentes para el 5 DDE,
cuando inicia la alimentacién exégena, permaneciendo este patron de bandas estable
durante varios dias y no es sino hasta el 15 DDE wuando aparecen dos bandas
adicionales con actividad. Sin embargo, estas dos ultimas bandas no necesariamente
representan otras enzimas, pudiendo representar isoezimas que aparecen en este
estadio {Dabrowski, 1996) o bien un efecto de la alta concentracién de enzimas en el
extracto, ya que cuando una enzima es aplicada en concentraciones elevadas en el gel
de electroforesis esta puede revelarse en varias bandas (Moyano et al., 1996). Por lo
anterior, es probable que las diferentes proteasas alcalinas estén presentes desde el
inicio de la alimentacion exdgena, de la misma forma en que se ha observado en otras
larvas de peces (Alliot et al., 1977; Lauff y Hofer, 1984, Buddington, 1985; Ueberschar,
1985; Persan-Le Ruyet, 1989; Dabrowski y Culver, 18991; Moyana et al., 1996).

Otro aspecto remarcable que se puede observar en la Tabla 4.5, es que la
mayoria de las proteasas alcalinas se encuentran en [a parte anterior, lo cual puede
ser explicado debido al hecho de que en esta seccion ademas de las enzimas
producidas por €l epitelio intestinal se encuentran las enzimas producidas por el
pancreas.

Todas aquellas bandas con actividad proteclitica alcalina lograron ser inhibidas
por el SBTI, el cual es un inhibidor de serina proteasas. El PMSF, también un inhibidor
de serina proteasas, produjo inhibicidn total en dos bandas (26.8 y 33.7 kD) e inhibicion
parcial en otra (18.8 kD) . El patrdn de inhibicidon anterior se presentd también al utilizar
el TLCK, el cual es un inhibidor mas especifica de serina proteasas actuando
particularmente sabre la actividad de tipo tripsina. En base a lo anterior, es posible
considerar que la actividad protedlitica alcalina en larvas de catan esta dada
principalmente por enzimas de tipo serina proteasas. A este propésito, a pesar de que
comunmente se reportan actividades de tipo tripsina y quimotripsina en larvas de
peces (Moyano ef al., 1996), estas presentaron niveles de actividad relativamente

bajos, tanta en larvas como juveniles de catan con respecto a la actividad de tipo
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leucina aminopeptidasa registrada (Figuras 4.9 y 4.10). La inhibicién por el EDTA sobre
una de las bandas es indicativa de actividades de tipo aminopeptidasa y

carboxipeptidasa como se ha venido reportando en diferentes especies.

Igualmente, mediante la tecnica de SDS-PAGE fue posible comprobar la
presencia de actividad proteolitica acida desde los primeros dias de alimentacidn
exogena. Esta actividad fue inhibida por la pepstatina, sustancia que actia como
inhibidor de prateasas asparticas, lo que confirma la existencia de actividad de pepsina

desde el inicio de |a alimentacion exdgena.

Esta tipo de técnicas proporcionan un indicio del tipo de enzimas presentes en
los extractos, sin embargo una caracterizacidn mas clara del tipo de actividad requiere
su purificacidén, lo cual se encuentra en proceso actualmente mediante la técnica de

cromatografia en gel y de intercambio ionico.

4.3.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

La actividades de tipo tripsina, quimotripsina y leucina aminopeplidasa,
detectadas mediante la utilizacion de sustratos especificas sintéticos, presentaron un
incremento progresive hasta aproximadamente 8 DDE y posteriormente tendieron a
estabilizarse. Este patron de incremento de actividad con la edad ha sido
frecuentemente reportado para la mayoria de las larvas de peces estudiadas. Sin
embargo, en aquellas especies que na tienen el estdmago desamollado al momento de
iniciar |a alimentacién exdgena, estas actividades intestinales presentan una ligera
disminucién al momento en que aparece la actividad proteclitica acida. Por lo cual ha
sido sugenido que esta disminucion es producida por efecto de un relevo en el nivel de
importancia entre estos tipos de digestion (Budington, 1985; Zambonino y Cahu, 1994).
Como se puede observar esto no ocurre en las larvas de catdn, ya que la actividad

proteolitica acida y alcalina @stan presentes desde que inicia la alimentacion exogena.
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En |a Figura 4.10 se puede apreciar la importancia relativa de estos tres tipos de
actividad con respecto a la seccion del tracto digestivo. En primer t8mino se aprecia
gue la tripsina y la quimotripsina en menar medida, actuan principalmente en la seccion
anterior. Mientras que en |a parte posterior del intestino predomina la actividad de tipo
leucina aminopeptidasa lo cual viene a confirmar que la banda de 33.7 kD representa
en realidad este tipo de actividad, ya que este tipo de enzimas se producen en el
epitelio intestinal y actian a nivel de las microvellosidades complementanda |a
digestion protéica. Esta gran aclividad proteclitica a nivel del intestino posterior del
catan, puede explicarse ya que en esta region se presenta una valvula espiral, la cual
incrementa considerablemente la supericie del intestino. Sin embargo, es necesario
tomar en cuenta que estas determinaciones fueron realizadas con un juvenil de catan,
por o cual la extrapolacion al funcionamiento digestivo de las larvas debe hacerse con
reservas, ya que por ejemplo en larvas de esturiones la gctividad enzimatica se centra
en la region posteror mientras que en los juveniles se registra mayor actividad en el
intestino anterior (Budington, 1985; Buddington y Doroshov, 1986; Gawlicka ef al.,
1995).

4.3.4 FOSFATASAS ACIDAS Y ALCALINAS

Las fosfatasas acidas y alcalinas son enzimas tipicamente intestinales. La
fosfatasa acida esta relacionada principalmente con la digestion intracelular en los
enterocitos, mientras que la fosfatasa alcalina actia a nivel de membrana y esta
relacionada con los procesos de absorcidn y transporte de nutrientes. En |la presente
investigacion se puedo ahservar que los niveles de fosfatasas acidas observados en
larvas de catan en general se@ mantuvieron altos hasta el octavo dia y posterniormente
tendieron a disminuir y estabilizarse. En ciertas larvas de peces han sido detectados
altos niveles de esta enzima antes de que aparezca la actividad acida en el estomago,
lo que sugiere que esta actividad, en conjunto con la de las catepsinas y
aminopeptidasas, representa un mecanismo compensatorio ante la ausencia de
digestion extracelular (Moyano et al., 1996). Sin embargo, ya que en el catan la

actividad acida se presenta desde la primera ingestion de alimento, la variacion
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observada podria mas bien estar relacionada con el proceso de asimilacion de las
reservas de vitelo, puesto que la disminucién de la actividad ocume justo en el

momento en que se agota el vitelo (8 DDE).

Por otra parte, l0os niveles de fosfatasas alcalinas encontrados en las larvas de
catan presentaron pocas variaciones, aungque puede observarse una ligera tendencia a
incrementarse con el tempo. Esto puede ser indicativo de una capacidad de absarcién
de nutrientes necesaria en el momento en que inicia la ingestion de alimento. Mientras
que el incrementa gradual puede estar relacionado con el procesa de maduracion de
los enterocitos. El nivel en el que actian las fosfatasas &cida y alcalina ha sido
sugerido como un indicador de |a madurez del intestino, asi como de la condicion
nutricional (Kumar y Chase, 1871; Pathak et al., 1982; Zambonino y Cahu, 1993;
Moyano et al., 1996; Cahu y Zambanina, 1997).

4.2.5 ACTIVIDAD AMILASICA

En general |la actividad amilasica detectada en larvas de catan fue muy baja.
Esto puede deberse a los habitos camivoros del catan. En relacidon con esto se ha
observado que los peces con habitos herbivoros y omnivoros requieren de niveles mas
elevados de actividad amilasica con respecta a los peces camivoros (Vonk y Westem,
1984; Munilla y Saborido, 1996). Igualmente, se ha observado que los niveles de
actividad amilasica pueden ser influenciados por la dieta, incrementandose, hasta
cierto limite, al aumentar [0s niveles de carbohidratos en el alimento (Peres et al.,
1996), de aqui que al no haber existido este tipo estimulo considerando los niveles de
carbohidratos presentes en el alimento suministrado (nauplios de Arfemia), se hayan
preseniado niveles apenas perceptibles. Un patran muy similar en el nivel de actividad
de las amilasas ha sido reportado para larvas de Dicentrarchus labrax (Zambonino y
Cahu, 1994).
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4.3.6 ACTIVIDAD ESTERASICA

Paor otra parte, la actividad esterasica encontrada en larvas de catan tiende a
permanecer estable durante el periodo estudiado, presentando dnicamente dos picos
superares al 5 DDE y 8 DDE, al igual que la fasfatasa acida. Lo cual sugiere también
una posible participacion con la absarcién del vitelo. De la misma forma que las
amilasas estas enzimas tienen poca participacion en la digestion de las larvas de
peces ya que ha sido estimado que las enzimas lipaliticas solo representan el 6.5 % de
las enzimas digestivas durante el desarrolio larvario (Ozkizilcik et al., 1996).

Finalmente, en funcién de estos resultados es posible estimar que la capacidad
digestiva de las larvas del catan es muy completa desde el momento en que inicia la
alimentacion exogena, presentandose un incremento sostenido en la actividad con el
tiempo. Par lo cual es altamente probable que su capacidad digestiva no represente
una limitante para que las larvas puedan utilizar dietas artificiales. Al mismo tiempo,
considerando que la actividad proteclitica acida del estdmago se encuentra desde que
inician la ingestion de alimento, es probable que las larvas de catan puedan ser
acondicionadas al consumo de dietas artificiales desde |la primera alimentacion de la

misma farma que se ha venido realizandao en los salmoénidos y esturiones (Dabrowski
et al., 1985).
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CAPITULO 5: EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS Y

CORTICOSTEROIDES SOBRE EL DESARROLLO LARVARIO DEL
CATAN

5.1 ANTECEDENTES

5.1.1 IMPORTANCIA Y PAPEL DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS
La glandula tiroides es un érgano que ha sido implicado en la regulacion de
pracesaos fisioldgicas en distintos veriebrados, debida en gran parte a la estimulacian y

liberacion de dos principales homonas: la L-tiroxina (T4) y la 3,5,3 triodo-L-tironina
(Ts). (Figura 3.1).

Hormonas Circulantes:

a

L -Yiroara
Tetratodo-Trowna (T4)

]

353" Trtogo-L- Twronrs
()

Figura $.1.- Estructura de las hormonas tircidianas. a) L-Tiroxina {T,), b) 3,5,3-Triiodo-L-Tironina
(Ta).

Este sistema existe en todos los vertebrados, pero a diferencia de los
mamiferos, la glandula tiroides en los peces y en particular en los salmonidos no esta
encapsulada y consiste en pequefnos saculos compuestos de tejido coloide dispersos
en todo el organisma. En efecto, estos faliculos se pueden encontrar a (g largo de la

aorta ventral, en los arcos branguiales y a veces en el rifion mismo, el corazon y el ajo
(Boeuf, 1987).
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Se ha reportado que fisiolégicamente la liberacion puntual de la T, esta
propiciada por la hormona estimulante de la tiroides (TSH), pero esta dltima no
estimula |a liberacion de la T; desde la tiroides, desconociéndose su origen dentro del
estada tiroidianoc. Sin embargo, se ha comprobado que existe una conversion
extratiroidal de T, a Ty, que depende de la actividad de la enzima S'monodesiodinasa.
Esta enzima se encuentra presente en los microsomas de varios tejidos, y su actividad
varia de acuerdo a la especie. La conversion de T, en T representa una activacion y
un regulador potencial del estado tircidiano periferico, que puede ser aumentado por la
testosterona y la hormona de crecimiento, mientras que se reduce bajo la influencia del

estradiol.

regulacion del estado tiroidiano, se

i o Trodeo
debe a una alteracian en la / Tq('l'ln:ides) \

abundancia o en la afinidad de los l

Hu'monag{iroidmnas

Se ha reportado que la posible

receplores nucleares de la T; durante Sahgre
la metamorfosis, en ¢l higado de
. i T4 rotelnas YB3
peces teleosteos, anfibios y reptiles. Libre unre‘
Sin embargo, el estado tircidiano
periférico no reposa exclusivamente
) 4 Tejidos T3
sobre ia regulacion del receptor. En —_—
Desiodinasa
efeclto, el control de este estado es
ejercido igualmente por la "‘;“"’
maodificacion del transporte de Acoitn Celdan
hormonas tiroidianas del plasma a lgs | i
tejidos y por la actividad de la enzima v
5'monodesiodinasa (Figura 5.2). Motgblisma

Figura 5.2.- Esquema de |a regulacion fisiolagica para el estada tiroidiano.
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El papel de las hormonas tiroidianas es determinante en |a regulacion del
metabolismo, ya que bajo su influencia aumenta la capacidad energética aerobia, asi
como la estimulacion de la velocidad estandar metabdlica. Durante el crecimiento, las
hormanas tiroidianas y en particular la T,, incrementan la estimulacion del apetito y la
tasa de conversion alimenticia. Por otra parte, durante la maduracidn gonadal, estas
hormonas aumentan los efectos de la gonadotropina sobre la funcion temprana del
gvario y en la maduracion tardia del mismo. Por ultima, tienen una marcada influencia
durante la metamorfosis de los peces comprendida dentro del proceso de
smoltificacidn, la translocacion de |os ojos, y la induccidon de otros cambios bioquimicos
y mortoldgicos (Eales , 1990). Igualmente, ha sido observado que el tratamient con
hcrmonas tiroidianas en dosis apropiadas puede inducir el desove prematuro, la
estimulacidn de la absorcion del vitelo y la diferenciacion morfaldgica, particulammente
de piel, esqueleto, escamas y aletas. En contraste, el tratamiento con agentes
antitiroidianos da como resultado la induccidon de estasis metamoérfica en peces
obteniendose asi larvas pelagicas gigantes (Sullivan, 1987).

Relacion de Hormonas Tircidianas con ofras hormonas durante el
crecimiento. De manera complementaria, la existencia de otras hormonas tfales como
el cortisol, estradiol y testosterona, en conjunto con las hormonas tiroidianas, pueden
influir sobre diversos procesos fisiolagicos tales como: la reabsorcidn del saco viteling,
la eclosion de los huevecillos y la reabsorcion de la aleta dorsal en la platija. Ademas,

el cortisol centribuye a potencializar la accidn estimulatoria de estas hormonas
tiroidianas. (De Jesus et af., 1991, 1993).

Otros autores han puesto de manifiesto el papel requlador de hormonas
tiroidianas por neurop#ptidos tales como la TSH. En relacion con esto Inui ef al {(1989),
experimentaran con hommonas heterdlogas para elucidar su influencia sobre la
concentracion de las harmonas tirgidianas nativas. Asi demostraron que era pasible
provocar un aumenta en las cancentraciones de T, por medio de la bTSH, permitiendo

ademas el mantenimiento basal de los niveles de T, durante todc el periodo de |a
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metamorfosis. Adicionalmente, se constatd que, la bTSH era capaz de acelerar el

climax metamorfico, asi coma la activacion del tejido interrenal, (De Jesus et al., 1891).

MacLatchy et al. (1990) encontraron que en la trucha rayada (Saimo gairdnen)
se producia una estimulacion y aumento de la velocidad maxima enzimatica (Vmax) de
la 5'monocdesiodinasa por medic de la hormona de crecimiento humano (hGH), lo que
a su vez provocaba un aumento en la conversion de T.a T; ¥y un incremento en los
niveles de T: en el plasma. Otras factores que repercuten sobre la actividad de la
enzima S'monodesiodinasa para la conversion de T¢ a Ts son la temperatura, la
salinidad, los niveles de cortisal y la ingesta caldrica (Ezles, 1990).

5.1.2 IMPORTANCIA Y PAPEL DEL CORTISOL

Los corticosteroides son producidos principalmente por la corteza adrenal o sus
homdlogas, que en peces esta representada por la glanduia interrenal. Estos
compuestos, dentro de los cuales destaca el corisal (Figura §.3), fienen una variedad
de funciones relacionadas con el mantenimiento de los procesos normales del
arganismo, tales como la regulacion del metabolismo de carbohidratos, proteinas y

lipidos, sin llegar a tener efectos anabdlicos significativos.

H,COH

0O
HO ~—OH

CORTISOL

Figura 5.3.- Estructura del Cortisol.
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Relacién del Cartisol con otras Hormonas: Existe informacion que sugiere la
importancia de las hormonas tiroidianas y/o los glucocorticoides en la secrecidn de la
hormona del crecimiento (GH). De esta manera, la regulacidon de la hormona de
crecimiento en vertebrados menores podria ser equivalente a evaluar (a interaccion
entre las hormonas tiroidianas y/o glucocorticoides y el factor de la liberacion de |a

hormona de crecimienta (GHRH) en la secrecidn de la hormona de crecimiento (Lua et
afl., 1991).

En estudios previos se deméstré que el cortisal, la principal harmona de este
tipo en teleosteos, eleva la accion estimulatoria de las hormonas tiroidianas [a que a su
vez tiene un efecto directo en la reabsarcian de los radios de la aleta en la platija
(Paralichthys olivaceus) (De Jes(s et al., 1991). Igualmente, se ha observado cierto
sinergismo entre el cartisol y las hormanas tircidianas, que induce cambios tempranos

en el desarrollo y la metamorfosis de la platija (De Jesus et al,, 1993).

5.1.3 EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS EN PECES

Los diferentes patrones de desamollo que presentan los peces teleosteos estan
definidos por diversos factores, entre los cuales se encuentran: el nivel evolutivo del
grupo, el tamano, la cantidad de huevos producidos, los habitos alimenticios, |as
reservas de vitela en el huevo y las adaptaciones que presenta la especie al medio y al

alimento. De estos aspecios dependerd la presencia y accién de las hormonas

tiraidianas.

Metamorfosis: Los efectos de las hormonas tiroidianas sobre la metamarfosis
de los anfibios dirigio la atencion de los endacrindlogos comparativos para explicar su
posible participacion en la metamorfosis de los peces ( Miwa et al.,, 1987). De esta
manera, se comprobd que mediante la administracion excgena de las hormonas
tircidianas se inducia la metamorfosis prematura de las larvas, mientras que un
tratarmiento con goitrégenos contrarrestaba este proceso.
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A titulo de ejemplo se puede sefialar que mediante la adicion de la Tiraxina (Ts)
era posible acelerar la metamorfosis de larvas de platija (Paralichlys olivaceus), las
cuales alcanzaban precozmente el tamaina caracteristico de los juveniles en un lapsa
reducido de tiempo (Inui et al,, 1985). Asl mismo, se logré comprobar que la Tiourea

inducia estasis metamarfica, dando como resultado larvas pelagicas gigantes.

Dentro de los efectos mas marcados, relacionados con lgs cambios
morfologicas durante |la metamorfosis, se encuentran la translocacidn de los gjos y
reabsorcion de los radios de la aleta dorsal durante el desarrollo de la platija (P.
alivaceus), bajo 1a influencia de la Tiroxina (T.) y Trilodotironina (Ts) (Miwa el al., 1987 y
1988). La reabsorcion de los radios de la aleta se produce durante el climax
metamorfico al aumentar l0s niveles naturales de las hommonas tiroidianas, esto dio
lugar a la utilizacién de ambas hormmonas, Ts y T4, en otros peces con el fin de estimular
el acortamiento de los radios (De JesUs et al., 1993).

Metabolismo: Las hormonas tiroidianas también influyen en diversas
actividades metabdlicas asi, Degani et al. (1989) reportaron que la T; anadida en la
dieta de la Anguila europea (Anguilla anguilla) incrementaba su capacidad de consuma
de oxigeno. Mientras que a diferentes concentraciones de esta hormona en (a dieta,
disminuia el contenido proteico del cuerpo de la anguila e incrementaba su contenido
de grasa corporal, pero sin afectar la composicion de los 4cidos grasos. También
determinaron el efecto de la T; sabre el incremento en la actividad enzimatica de la
aldolasa, una enzima involucrada en la catalisis de la reaccion de ruptura de la

Fructosa 1,6-bifosfato a Dihidroxiacetona-fosfato y Gliceraldehido-3-fosfata.

Por atra parte, Hilton et al, (1987) observaron que la administracion de la T; por
via oral en la trucha arca iris (Salmo gairdneri} incrementaba el crecimiento y la
eficiencia de alimentacidn, lo que se reflejo en un incremento en la tasa de eficiencia

proteica (PER) y de la utilizacidn de energia en esie pez. Sin embargo, la T,
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administrada no aumentd significativamente la utilizacion de la glucosa de la dieta
como fuente de energia ni los niveles de insulina en el plasma.

Los excesos de las principales fuentes de energia pueden afectar el nivel
hormonal en peces. Himick ef al (1994) demostraron en la trucha arco irs
{Oncorhynchus mykiss) cambios agudos en los niveles plasmaticos de Ts, T, ¥ glucosa
por la alteracidn de la concentracion de carbohidratos, proteinas y lipidos de la dieta.
Estos autores demostraron también que una dieta a base de carbohidratos solo

aumentaba los niveles de T4, mientras que los niveles de T; no se veian afectados.

Desarrolfo y Sobrevivencia: Se ha reportado que los tratamientos con T, y T
resultan eficaces para estimular el crecimiento y la sobrevivencia en larvas de peces.
La splicacidon de estos tratamientos han tenido como base los cambios que se
producen de manera natural en las concentraciones de cortisol y hormonas tiroidianas

durante el desarrolio temprano de peces. ( Tabla 5.1)

Orgamismo Hormonaf(s) Efecto Autor
Robalo rayado Ta El inflamisnto de la vejiga Brown ef al.
{Mcrone saxatilis) natatoria fue mayor en larvas (1988)
tratadas con la hormona,
incremento de sabrevivencia en
larvas.
Tilapia (Saretherodon Ta Agceleramiento en el desarrallo y Lam et al.
mossambicus) aumento en la sobrevivencia. (1980)
Tilapia {Oreochromis Tay Te Incubacion de huevos fertilizados Reddy and
massambicus) Feniltiocarba- | en un medio conteniendo Lam, (1991)
mida (PTC) | diferentes dosis de Ty Ta,
indicaron que estas harmonas
retrasaron |a eclosion, mientras
que la sustancia antitircidiana
PTC acalerd este proceso
Rabbitfish {Siganus TayTa Efeclos benéficos en el Ayson and
guttatus) crecimiento y desarrollo de larvas. Lam, (1993)
Robalo rayado Tay Te Las altas concentraciones de Ty Brown et al,
(Marone saxatilis) en el plasma aceleraron la (1987)
B | absorcion del vitelo

Tabla 5.1.- Efectos de las hormonas lircidianas sobre €l desarrollo y sobrevivencia de larvas.
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Crecimiento de Cartilago, Hueso y Musculo: Las hormonas tiroidianas juegan
un papel importante en el proceso de crecimiento de los peces. En el caso de los
salménidos y ofras peces, la administracion de homonas tiroidianas implica un

incremento mas pronunciado en longitud que en peso, presuntamente debido a la
estimulacign del crecimiento esqueletico. (Tabla 9.2).

Organismo(s) | Hormona(s) Efecto(s) Autor(es)
Trucha arco iris Ts Estimulacion del crecimiento Takagi of al
{Oncorhynchus esquelético. La T; es la responsable del (1994)
myKiss) aumento en la estimulacién para el
crecimiento de cartilago y hueso.
Salmanidos TsyTa Se ve incrementada el ancho o |a altura
(Saimo gairdnen, del esqueleto debido a la hiperplasia de Higgs et af
Oncorhynchus los elementos del tejide conecliva de la (1982)
kisutch, region interarbital. Ademas tienen
Salmao salary influencia en la formacién de hueso y
Q. tshawyischa) cartilago, siendo mas potente la T; que
la T,
Piatija Ty Influencia sgbre 1a compeosicion del Yamano ef af
(Paralichtys miscula estriada en particular de la (1991)
olivaceus) troponina T, componente involucrado

en su contracclon.

Tabla 5.2.- Efecto de las hormonas tiroidianas en el crecimiento de cartilago, hueso y muscuia.

Cambios en los Niveles Hormonales: La manipulacion experimental de los
niveles de hormonas tiroidianas, influye directamente sobre el crecimiento y desarrollo
de numerosas especies de peces durante el desarrollo larvario (Kobuke et al 1987).
Los niveles de administracion se han determinado en base a la medicidn de los
cambios en las concentraciones de hormonas tircidianas durante el desarrollo

temprano de los peces, tanto en huevos como en tejidos larvarios,

Se ha reportada que (0s bajos niveles de hormonas tircidianas en embriones de
salmon {Oncorhynchus kisufch), estan relacionados con una probable disfuncion en la
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toma de la hormona de la sangre matema durante el periodo del crecimiento del
ovocito (Leatherland et al 1989). Ademas, se ha determinado que los cambios en los
niveles hormonales y en la incorporacién de iodo, son producto de la T, y T; de origen
materno. Sin embargo, después de la eclosion de la larva, esta es capaz de producir

sus propias hormonas (Greenblatt ef al, 1989).

En relacion con esto, se conoce que no existe intervencion de las hormonas
tiroidianas durante los primeros 4 dias después de la fertilizacién en huevos. Esto ha
sido demostrado por T.agawa et al (1991) en estudios con el medaka (Oryzias latipes),
quienes sefalaron que debido a las bajas concentraciones de T, y T; (de 1 a 4 ng/g)
durante este periodo de tiempo era probable que estas no fueran metabolizadas.

(Figura 5.4)
- - [

15ng
4
7Sng
Paso de la circulacion
de fa T4 del vitelo
T4
Secrecion de a T4 por
| ot dal Ia tiro:des embnonara
“ro——oi { P deiatana
Tagawa et al, 1690
Tegawe, Hirano, 1087 - o
Kobuke ot al , 1987 *
Suliivan et al . 1987 S'Monodesionoasa

Figura 5.4.- Cambios en los niveles hormonales durante el desarrollo larval en peces.
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Diferenciacion Morfologica: E| tratamienta con harmonas tiroidianas en dosis
apropiadas en diferentes vertebrados en desamollo puede inducir la diferenciacion

morfologica, particularmente a nivel del sistema digestivo. (Tabla 5.3).

Organismo(s) Hormona(s) B Efecto(s) Autor{es)
Raton Ts Diterenciacion morfologica precoz Kumegawa et al
de la mucosa del estémago. 1978
Salménidos TayTs Diferenciacion precoz de la pared Sullivan et al
(Oncerhynchus abdominal del cuerpo. 1987

kela, O. kisutch,
0. tschawyslcha,

Salmo salar)
Rabalo rayado Ty Aumenta en el grosor de la capa Huang et al,
(Morone saxatlilis) muscular del estémago de larvas. 1988.
Anfibigs. Ts Se encontraron glandulas tubulares Pouyet et al,
nuevas y el desarrollo de un 1983.
revestimiento nuevo del tracto
digestivo.

Tahla 5.3.- Efeclo de las harmonas tircidianas en la diferenciacion morfolagica de diferentes
vertebradas.
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5.2 METODOLOGIA

§.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se obtuvieron huevos de catan, el 11 de junic de 1998, a partir de un lote de
siete reproductores en el Centro Acuicola Vicente Guerrero, ubicado en Abasalo
Tamps., perteneciente al Gobiemo del Estado de Tamaulipas. De manera paralela se
obtuvieron larvas de catan recién eclosionadas en el Centro Acuicola Tancol el 1 de
Junio de 1999. Los huevos y larvas fueron transportados en bolsas de plastica can
oxigeno a las instalaciones del Grupo Ecofisiologia en la Fac. De Ciencias Bioldgicas
UAN.L. Las larvas y huevos fueron colocados en canaletas de fibra de vidrio de 230
cm de largo, 70 cm de ancho y 30 cm de altura con un volumen de 48C L para ser

incubados y/o aclimatadas en el laboratorio antes de ser distribuidas en los acuanos.

5.2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Considerando el efecto de las hormonas tiroidianas, sobre la maduracién del
sistema digestivo se realizo una fase experimental consistente en determinar el efecto
de estas hormonas (Tiroxina y Triiodotironina), coma control negativo se utilizé un
agente anti-tiroidiano (Tiourea) y un tratamiento testigo en el que no se incluyeron
hormonas. Adicionalmente, se probé el efecto de la Hidrocortisona.

Las hormonas puras L-Tiraxina (T,4), Triiodo-L-Tirgnina (Ts). Hidrocortisona (HC)
y la Tiourea (TU) fueron obtenidas en SIGMA, para ser utilizadas en los bioensayas.
Para la realizacion de los bioensayos se utilizaron acuarios de vidric con capacidad de
45 litros de agua. En cada acuario se colocargn 30 larvas al iniciar los experimentos.
La temperatura del agua fue mantenida en 27 + 1 °C y se proporciond aireacién
constante mediante un compresor para mantener los niveles de oxigeno alrededor de
6.0 ppm. Una vez que las larvas tuvieron la capacidad de ingerir alimento se les
proporciond nauplios de Arternia en dus racianes diarias (0.5 g para que se alimentaran
ad libitum. La edad de |as larvas al iniciar el experimento fue de 3 dias despues de la
eclosion (DDE), por lo cual se trataba de larvas con vitelo que ain no nadaban
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libremente ni ingerian alimento, lo cual ocurrio al quinto DOE. Los experimentos fueron

detenidos cuando las larvas tenian 13 DDE.

Se realizaron dos bigensayos que se diferenciaron por la cantidad total de
hormonas administradas. Cada tratamiento se llevé a cabo por cuadruplicado en cada

uno de los bioensayos.

Primer bioensayo: Ante el desconocimiento de los niveles normales de esle
tipo de hormonas en los lepisosteldos se utilizaron las dosis reportada.s con mayor
frecuencia en otras especies de peces. Los tratamientos y [as concentraciongs (otales
de las hormmonas utilizadas se presentan en la Tabla §4. Las hormonas fueron
previamente disueltas en agua y aplicadas diariamente repitiendo la dosis inicial

mediante un recambio de agua del 30 % del volumen total.

| Tratamiento hormonal

Concenitracion diaria

Cancentracion total

3,3,5-tnioda-l-tironina (T3) 0.1 ppmde T, 0.323 ppmde T,
L-tiroxina (T4) 0.1 ppmde T, 0.323 ppm de T,
Tiourea (TU) 30 ppm de TU 97.17 ppm de TU

Hidrocortisona (HC) 0.1 ppm de HC 0.323 ppm de HC

Testigo sin hormona (T)

Tastigo sin harmona

Tesligo sin hormana

Tabla §.4.- Distribucién de los tratamientos y concentraciones diarias y totales aplicadas durante
el primer bigensayo

Segundo bioensayo: Debida a las elevadas mortalidades que se presentaran
en el tratamiento con T, del primer bicensayc se decidid repeiir esta etapa
experimental, reduciendo la dosis total de las hormmonas, sin embargo, debido a |a falta
de T, este tratamiento no fue incluido. Las hormonas fueron aplicadas en una sola
dosis al iniciar el experimento y no se realizaron recambios de agua. Las hormonas
fueron previamente disueltas en agua posteriores y las concentraciones tolales

utilizadas se presentan en la Tabla 5.5.
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Tratariento hormonal Concentracion total
3.3",5-tnigdo-l-tironina (T3) 0.1ppmde Ts
Tiourea (TU) 30 ppm de TU
Hidracartisona (HC) 0.1 ppm de HC

Testigo sin harmaona (T) Testiga sin hormona

Tabla 5.5.- Distribucion de los tratamientos concantraciones lotales aplicadas en el segundo
bioensayo.

5.2.3 EVALUACION DE LOS BIOENSAYOS

Determinacion de T, en larvas: La preparacion de las muestras para la
determinacion de las concentraciones de T, fue realizada siguiendo la metodologia
descrita por Kabuke ef al. (1987) (Figura 5.5). Inicialmente, las larvas fueron
homogenizadas individualmente en 2 mL de etanol frio al 95% conteniendo
6-N-Propyl-2-Thiouracil al 1 mM, utilizando un Potter Elveham. Este Gltima compuesto
fue adicionado con la finalidad de bloquear la conversidon enzimatica de T, a Ta. . El
Potter fue lavado con 2 mL de etanol los cuales fueron agregados al homogenizado
inicial. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 1,700 g durante 10 minutos
a 4 °C. El precipitado fue nuevamente extraido con 1 ml de etanol siendo nuevamente
centrifugado bajo las mismas condiciones. Los sobrenadantes fueron combinados y
secados al vacio a 37 °C durante toda la noche. Finalmente, las muestras fueron
reconslituidas en 0.1 mL de etanol y 0.9 mL de buffer barbital 0.11 M pH 8.6 (SIGMA
B6632) y fueron enviadas al Laboratorio del Servicio de Endocrinolgia de Hospital
Universitario Dr. Jose Eleutenio Gonzalez, en donde se determinaron las

concentraciones de T, mediante un radioinmunoensayo (RIA).
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HOMOGENIZACION EN ETANOL AL 95%
LARVAS

::, {6 -N- PROPYL - 2 - THIQURACL, [mM)
SOBRENADANTE C:
SRR AT (G ) omin 4 45
RECONSTITUIDAS '
43 BUPFER BARBILAL +0. sl ETANGE | [ RADIOINMUNOENSAYO
0.11 M,Ph86)

Figura §.5 Diagrama dé flujo de preparacién de las muestras para determinacion de Y. de
acuerdo a Kobuke et al. (1997).

Determinacion de cortisol en farvas: E| métodag utilizado para la determinacion
de las concentraciones de cortisol fue el descrito por De Jesus et al. (1991) (Figura 5.6).
Se homogernizd un lote de S larvas por tratamiento en una proparcion de 1:§
(pesofvolumen) en tuffer de fosfatos (sodico monobasico y sddico dibasico) 10 mM,
salino (NaCl 140 mM) a un pH de 7.3. Una alicuota de 0.25 ml del homogenizado fue
mezclada con 3 mL de dietil-éter mediante agitacion vigorosa durante 1 minuta y
posteriormente se separo el extracto de éter mediante congelacion de la muestra a -80°
C. La extraccion fue repetida sobre la fase acuoga y se mezclaron los extractos de éter
para posteriormente ser secado en un bafo de agua a 45 °C en una atmdsfera de
nitrégeno. Los extractos fugron recanstituidos con 0.25 ml de PBS conteniendo gelatina
al 0.1% y fueron enviados al Laboratorio del Servicio de Endocrinolgia de Hospital
Universitario, en donde se determinaron las concentraciones de Hidrocortisona
mediante un radicinmunaensayo (RIA).
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HOMOGENIZACION EN BUFFER DE FOSFATO
5 LARVAS :> (10mM_ pH 73) + NaCl 140 M
MEZCLAR :
(0.25ml + Iml DIETLL-ETER)—I (::3

ALICUATA DE 0.25 ml.

{1

EXTRACCION CON ETANOL l:> SECADQ EN ATMOSFERA DE NITROGENO
T (45°C)
RECONSTITUCION
RADIOINMUNOENSAYO <____| (0.25 tal PBS + GELATINA 0.1%)

Figura 5.6 Diagrama de fiujo de preparacion de las muestras para determinaciéon de cortisal de
acuerdo a De Jesus et af. (1991).

Caracteristicas Morfolégicas: Al finalizar los bicensayos se contaron las larvas
por acuario para determinar el porcentaje de sobrevivencia. Las larvas fueron pesadas
individualmente en una balanza OHAUS con un grado de precision de 0.1 mg y fijadas
en liquido de Bouin. Se determind la longitud total utilizando un vemier con un grado de
exactitud de 0.1 mm. Adicionalmente se determind la longitud del hocico como un
indicador del grado de transformacion de (a larva y la altura corporal al nivel del ano
(altura preanal) como indicador de la condicién nutricional de las larvas. Estas dos
caracteristicas morfométricas fueron reportadas en porcentaje de la longitud total de
acuerdo a lo descrito en el Capitulo 2.

Caracteristicas Histoldgicas: Se realizaron cortes histologicos de tres larvas
por tratamiento y se determind |a altura celular de los enterocitos del intestino anterior,
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La metodologia para la realizacién de los cortes, técnica de tincion y medicién de |as

celulas corresponde a lo descrito en el Capitulo 3.

Determinacion de Enzimas Digestivas: La actividad protealitica total acida y
alcalina fue determinada en extractos de intestino de las larvas de cada tratamiento. La
metodologia utilizada para estas determinaciones fue realizada de la forma en que se
describe el Capitulo 4.

Andlisis Estadistico: Las variables cansideradas y los resultados abtenidos
fueron analizados por medio de un Andlisis de Varianza (ANOVA) donde se
determinaron las diferencias que pudieran existir entre los tratamientos. En aquellas
variables que presentaran diferencias significativas entre los tratamientos, se realizo la
prueba de rangos multiple de Duncan para separar grupos homogéneos entre la

medias con un nivel de significancia del 0.05% (Steel y Torrie, 1980).
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 PRIMER BIOENSAYO

5.3.1.1 CONCENTRACION DE HORMONAS

Concentracion de Ts en larvas: Los niveles basales de Ts en huevos y larvas
mantenidas sin administracion de hormonas se presenta en la Figura 5.7. En esta se
puede apreciar que los niveles de Ts en huevos recién puestos y antes de eclosionar
son muy bajos (0.0117 y 0.00995 ng/huevo, respectivamente, determinados a partir de
un lote de 10 huevos cada uno) y permanecen constantes durante el desarrolio
embrionario. Sin embargo, después de la eclosién comienzan a incrementarse los
niveles de Ts, y a los 10 DDE esta se eleva de manera dramatica para posteriormente
disminuir al 13 DDE.

39 —y
3.6

33
3.0
2.7
24
2.1
1.8
1.5
1.2
0.9
0.6

v Wi Ao i

AJ L ]

huevos antes de eclasion 3 DDE 10 DDE 13 DDE
eclosion

ng/larva

Figura 5.7 Concentraciones normales de triiodotironina (Ta) durante el desarrollo de hueves y
larvas de catan.



Un muestra de 3 larvas por cada tratamiento hormonal mostrd que a los 10 DDE
aquellas larvas sometidas a la Ts presentaban niveles muy elevados de esta hormona
(7.8 ngllarva), presentandose diferencias significativas con los otros tratamientos
(F=32.39; P=0.000; gl= 10,4) mientras que las larvas a las que no se les administrd
ninguna hormona presentaban niveles de T; de 2.22 ng/larva y las larvas sometidas a
T, hidrocortisona y tiourea presentaron niveles menores a 1 ng/larva (Figura 5.8).

ng/larva

Control T3 T4 HC TU
Tratamiento

Figura 5.8.- Concentracion de Ts (ng/larva) en las larvas de los tratamientos a 10 DDE. Las
literales iguales representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas significativas.

Lamentablemente, al finalizar el bioensayo (13 DDE) debido a la mortalidad que
se presentd en el tratamiento con T3, no fue posible evaluar en estas larvas los niveles
de esta hormona. Paraddjicamente, en este momento las larvas que presentaron el
mayor nivel de Ts fueron aquellas sometidas a la tiourea (0.7 ng/larva), mientras que las
larvas control, las sometidas a HC y T4 presentaron valores cercanos a 0.3 ng/larva sin
presentarse diferencias significativas en los niveles de Ts (F=1.04; P=0.424; gl= 8,3)
(Figura 5.9).
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Figura 5.9 Concentracion de T, (ng/larva) en las larvas de los tratamientos a 13 DDE. Las
literales iguales representan grupos homogéneos.

Concentracion de cortisol en larvas: El nivel de base de cortisol encontrado
en huevos y larvas de catan se presenta en la Figura 5.10. Siende muy bajo en huevos
(0.121 ng/huevo) y desapareciendo casi por completo después de la eclosion (0.004
ng/larva). La concentracion de cortisol comenzé a incrementarse ligeramente hasta el
10 DDE (8.05 ngflarva), para posteriormente incrementarse de manera importante a los
13 DDE (66.6 ng/larva).

ng/larva
<z

0 . , - BB

e

huevos antes de eclosion 3 DDE 10 DDE 13 DDE
eclosion

Figura 5.10 Concentraciones normales de cortisol durante el desarrollo de huevos y larvas de
catan.



En la muestra de los tratamiento con larvas de 10 DDE se encontré un mayor
nivel de HC en aquellas que fueron sometidas al tratamiento con T; (40.77 ng/larva).
Los tratamientos con T., HC y TU presentaron niveles cercanos a 15 ngflarva y el
control presentd una concentracién menor a 10 ng/larva (Figura 5.11).
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Control T3 T4 HC TU
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Figura 5.11 Concentracion de Cortisol (ng/larva) en larvas de catén de 10 DDE sometidas a
diferentes tratamientos hormonales.

Cuando las larvas alcanzaron 13 DDE el tratamiento control presentd un
marcado incremento, siendo seis veces superior a los niveles encontrados en el resto
de los tratamientos (T«, HC y TU) los cuales no variaron significativamente su nivel. Por
otra parte, el tratamiento con T no fue analizado en este momento debido a la

mortalidad mencionada (Figura 5.12).
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ng/larva

Control T4 HC TU
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Figura 5.12 Concentracion de cortisol (ng/larva) en larvas de catan de 13 DDE.



5.3.1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Sobrevivencia: La sobrevivencia de los individuos de los diferentes tratamientos
se puede observar en la Figura 5.13. La mayor mortalidad se presentd en el
tratamiento con Ts Las larvas expuestas a HC y T. presentaron una mortalidad
semejante aunque la mortalidad de los individuos sometidos a la Ty se presentd
principalmente en los ultimos dias. Por otra parte, el tratamiento con TU y el control
presentaron las mortalidades mas bajas.

Figura 5.13.- Sobrevivencia en larvas de catan sometidas a diferentes tralamientos hormonales.

En la Figura 5.14 se presenta el peso de las larvas sometidas a hormonas
tiroidianas y cortisol. Las larvas expuestas a tratamiento con Ts presentaron el menor
peso aunque sin diferencias significativas respecto a los otros tratamientos (F= 1.59 ;
P=0.25;g/=10,4).



200
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Figura 5.14.- Peso en miligramos (mg) de larvas de catan sometidas a diferentes tratamientos
con hormonas.

De la misma manera, no se presentaron diferencias significativas en cuanto a la
longitud total (LT) de las larvas sometidas a los diferentes tratamientos hormonales (F=
2.113; P=0.1537, gl= 10,4) como se puede apreciar en la Figura 5.15.

40
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mm 20-

10-

Test. T3 T4 HC TU

Figura 515- Longitud total (mm) de larvas sometidas a hormonas. Las literales iguales
representan grupos homogéneos
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Se presentaron diferencias significativas con respecto a la longitud del hocico
(F=16.67, P=0.0002; gl= 10,4), siendo mayor para las larvas con T4, mientras que la
menor longitud del hocico se registrd en las larvas con HC y TU (Figura 5.16).

20
16 l a
_r_bc Ib - d
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ST HEE : .
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Control 3 T4 HC TU

Figura 5.16 - Longitud del hocico, en porcentaje de la longitud total (% LT), de larvas sometidas
a hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.

En el caso de la altura preanal también se presentaron diferencias significativas
(F=15.51; P= 0.0003; gi= 10,4). Los tratamientos control y TU presentaron la mayor
altura preanal, seguidos de los tratamientos con T. y HC. Mientras que el tratamiento
con T; fue el que presento la menor altura preanal (Figura 5.17).
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Figura 517 Altura preanal, en porcentaje de la longitud total (% LT) de larvas sometidas a
hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.
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5.3.1.3 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS:

La altura celular de los enterocitos presenté diferencias significativas entre los
tratamientos con hormonas (F=223.94; P=0.000; gl= 55,4). Los enterocitos de las larvas
con HC presentaron la mayor altura celular, seguidos de los tratamientos con Ta ¥ Ta.
Mientras que el control fue el tratamiento con menor altura celular (Figura 5.18).

Control T3 T4 HC TU
Hormona

Figura 5.18.- Altura celular de las células epiteliales del intestino anterior de larvas con los
diferentes tratamientos hormonales. Los valores son el promedio de 3 larvas por tratamiento
considerando 6 células/larva. Las literales sobre las barras representan los grupos homogéneos.

5.3.1.4 ENZIMAS DIGESTIVAS:

Debido a la baja sobrevivencia de larvas sometidas al tratamiento hormonal con
T no fue posible contar con suficiente material para realizar estas determinacion, por lo
cual no fueron considerados en estos anélisis de laboratorio ni los correspondientes
estadisticos.



La actividad proteolitica alcalina entre los diferentes tratamientos hormonales
presentd diferencias significativas (F=33.98; P=0.0001; gl= 8,3), siendo mayor la
actividad en las larvas con TU, mientras que en el tratamiento control y con T, fueron
mas bajas y sin diferencias significativas entre estas (Figura 5.19).

w.e./larva
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Figura 5.19 Actividad proteolitica alcalina ensayada con azocaseina 0.2 % en buffer universal
(pH 8.4) de larvas sometidas a hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.

En el caso de la actividad proteolitica acida también se presentaron diferencias

significativas (F=11.563; P=0.0028; gl= 8,3), la cual estuvo dada por la mayor actividad
en las larvas sometidas a tiourea (Figura 5.20).
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Figura 5.20 Actividad proteolitica acida ensayada con hemoglobina 1 % en buffer universal (pH
8.4) de larvas sometidas a hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.
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5.3.2 SEGUNDO BIOENSAYO

5.3.2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Sobrevivencia: La sobrevivencia fue nuevamente muy baja en las larvas
sometidas a Ta, mientras que en los otros tratamientos se presenté muy poca
mortalidad siendo la sobrevivencia cercana al 100 % (Figura 5.21).
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" Figura §.21 . Soprevivencia de larvas sometidas a hormonas en una sola dosis al iniciar el
ioensayo.

Se presentaron diferencias. significativas en el peso de las larvas entre los

tratamientos (F=9.27; P=0.0012; gl= 14,3) siendo mayor para los tratamientos control y
con tiourea (Figura 5.22).
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Figura § 22.- Peso (mg) de larvas sometidas a hormonas en una sola dosis al iniciar el
bicensayo. Las literales iguales representan grupos homogéneos.
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También se presentaron diferencias significativas para la longitud total de las

larvas entre los tratamientos (F=17.53: P=0.0001; gl= 14,3), presentandose un
comportamiento similar al peso (Figura 5.23).
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Figura 5.23.- Longitud Total (mm) de larvas sometidas a hormonas en una sola dosis al iniciar el
bioensayo. Las literales iguales representan grupos homogéneos.

Con respecto a la longitud del hocico también se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (F = 5.42; P = 0.011; gl = 14,3). Sin embargo en
este caso la proporcion del hocico fue mayor en el tratamiento con Ts y el tratamiento
control (Figura 5.24).
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Figura 5.24.- Longitud del hocico (% LT) de larvas sometidas a hormonas en una sola dosis al
iniciar el bioensayo. Las literales iguales representan grupos homogeneos.
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Por otra parte la altura preanal de las larvas sometidas a diferentes tratamientos
presenté diferencias significativas (F = 11.83; P = 0.0004; gl = 14,3). El tratamiento con
Ts mostré la menor altura, mientras que los tratamientos con hidrocortisona y tiourea
presentaron un valor ligeramente menor al tratamiento control (Figura 5.25).
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Figura 5.25.- Altura preanal (% LT) de larvas sometidas a hormonas en una sola dosis al iniciar
el bioensayo. Las literales iguales representan grupos homogéneos.

5.3.2.2 ENZIMAS DIGESTIVAS

La actividad proteolitica alcalina present6 diferencias significativas (F = 77.69; P
= 0.0000; gl = 8,3), siendo las larvas tratadas con Ts las que presentaron la mayor
actividad seguidas de las larvas con tiourea 'y finalmente las larvas con hidrocortisona y
las larvas control, sin presentar diferencias significativas entre estas dos Gltimas (Figura
5.26).
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Figura 526 Actividad proteolitica alcalina ensayada con azocaseina 0.2 % en buffer universal
(pH B 4) de larvas sometidas a hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.

De la misma forma, se presentaron diferencias significativas en la actividad
proteolitica acida (F=37.16; P=0.0000; gl= 8,3), siendo mayor la actividad en las larvas
a las que se aplico Ts y tiourea, sin presentarse diferencias significativas entre estas.
Las larvas sin tratamiento hormonal presentaron una actividad intermedia y se

determind la mas baja actividad 4cida en las larvas tratadas con hidrocortisona (Figura
5.27).
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Figura 5.27.- Actividad proteolitica acida ensayada con hemoglobina 1 % en buffer universal (pH
3.0) de larvas sometidas a hormonas. Las literales iguales representan grupos homogéneos.
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5.4 DISCUSION

Un primer aspecto que debe ser considerado, en cuanto a las determinaciones
de hormonas en las larvas de catan, es la utilizacién un kit para humanos el cual se
basa en anticuerpos para hormonas de mamiferos. Sin embargo, debido a la naturaleza
de las hormonas tiroidianas y los corticsteroides, estas no presentan variaciones
importantes en la escala zoolégica como sucede con las hormonas peptidicas y
proteicas. No obstante al estar la metodologia disefiada para su determinacion a partir
de sangre. No se descarta la posibiidad de cierto sesgo, puesto que las
determinaciones fueron llevadas a cabo en homogenizados realizados a partir de
organismos completos (Hollander y Shenkman, 1874).

La alta mortalidad que se presentd en los tratamientos con Ts, para ambos
bioensayos, probablemente este relacionada con una sobredosis en la administracion
de esta hormona ya que los niveles de T; y HC detectados en las larvas del primer
bioensayo fue cuatro veces superior al nivel de las larvas control (Figura 5.7 y 5.10). Lo
anterior también se sustenta en los cambios evidentes que se produjeron en morfologia
de las larvas (longitud del hocico y altura preanal) sometidas al tratamiento con T,
llegando inclusive a producirse deformaciones en las larvas del primer bioensayo
(Figura 5.28).

Figura 5.28 - Larva de catan sometida a tratamiento con Ts durante el primer bioensayo.
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Dentro de esta vertiente, se puede considerar también la posibilidad de que el
menor crecimiento en peso encontrado para las larvas sometidas 2 Ta, en ambos
bioensayos, estuviera relacionado con los niveles de Ti y sus efectos en la
metamorfosis a la forma del adulto, con lo cual las larvas adquieren una forma mas
alargada lo cual se ve reflejado por una mayor proporcion del hocico (Figuras Sy 19) y
una menor proporcion de la altura preanal (Figuras 6 y 20), con respecto a la longitud
total de la larva. Este menor crecimiento también se vio reflejado en la longitud total
obtenida por las larvas con T3 , aunque en menor proporcién. Evidentemente la
metamorfosis implica la utilizacién de recursos energéticos que no quedan disponibles
para el crecimiento corporal. Otra evidencia del efecto de la Ts sobre la metamorfosis es
la coloracion que adquirieron las larvas sometidas a esta hormona, siendo diferente a la
descrita para cualquier estadio larval. Estas larvas presentaron una coloracion gris en la
parte dorsal y en los costados, mientras que la parte veniral fue clara y las aletas

impares presentaron una coloracién negra, esta coloracion es tipica de organismos
adultos (Figura 5.29).

T3

HC

TU ’W. e

Figura 5.29 - Larvas de catan sometida a hormonas durante segundo bioensayo. Control (C);
Tri-iodotironina (T;); Hidrocortisona (HC) y Tiourea (TU).
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En base a la proporcion del hacico, en las Figuras & y 19, se puede apreciar
que las larvas control estaban finalizando el proceso de metamorfosis al final del
bioensayo, lo cual se ve apoyado por los niveles detectados de Ty que muestran la
mayor cancentracion a los 10 DDE que es el momento en el cual se produce la mayor
transformacion de la larva. Por ofra parte, también se hace evidente que las larvas
sometidas a TU y HC presentan un retraso relativo en el procese metamorfico al
finallzar los bioensayos, [0 cual se ve apoyado por los bajos niveles de T; detectados
en estos tratamientos, siendao de 0.67 y 0.33 ngflarva respectivamente, los cuales son
significativamente menares al encontrado en las larvas control en proceso de
transformacion (2.2 ng/larva). En el caso del tratamientg con TU el retraso en la
transformacion de las larvas se encuenira claramente relacionado con el efecto
inhibidor que tiene esta sustancia sobre la sintesis de T, {Huang e/ a/., 1998) lo que
repercute en consecuencia en una baja en la conversion de T, a T; y sus efectos
promotores de la metamarfosis. La induccién de la estasis metamoériica mediante la
aplicacion de TU en larvas de peces ha sido ampliamente reportada (Inui et al., 1985;
Sullivan, 1987; Miwa et al., 1988; Yamanac ef ai., 1991; Hung ef al., 1998).

Por otra parte en el caso de los glucocorticoides como la HC, han sido
reportados picos maximos durante el climax de |la metamorfosis en peces plancs (De
Jests et al, 1991). En el caso de las larvas de catan se encontrd que los niveles
maximos de cortisol coinciden con los de T, l0s cuales se presentaron dentro del
perioda en el que se praduce la metamorfosis, de los 10 DDE a los 15 DDE (Figuras
5.7 y 5.10). Sin embargo, en aquellas larvas que fueron sometidas a HC no se
apreciaron cambios importantes con respecto a la estimulacion del procesa
metamorfico, como se evidencié con el retraso del desarrollo del hocico (Figuras 5.16 y
5.24). Lo anterior podria deberse a gue la concentracion enddgena de cortisol es
suficiente y la adicion exdgena alteraria este praceso, como lo sefialan De Jesus et al.
(1993), quienes ademas reportan que la administracion de cortisol nQ fue capaz de
inducir cambios metamorficos en larvas de peces planos, pero al ser administrado en

conjunto con T3 @ T, produjo cambios metamérficos mas marcados que la sola

141



administracion de harmonas tiroidianas. Estos autores argumentan un posible efecto
sinergico similar al que ocurre en anfibios, ya que aparentemente se presenta un
efecto promaotor de las corticosteroides sobre los receptores nucleares de la Ts, aunque
esto aun no ha sido claramente dilucidado. Sin embargo, no debe dejar de sefialarse el
papel de los corticosteroides sobre el desamollo del tracto como pudo ser abservado a
través de la mayor altura celular y la actividad proteoclitica encontrada en las larvas de
catan sometidas a HC (Figuras 5.18 y 5.19).

La altura preanal es una variable que puede ser utilizada para evaluar la
gondicion nutricional © robustez de las larvas de catan (Capitulo 2), por lo cual
podemos considerar que la mayor altura preanal encontrada en las larvas con TU en el
primer bioensayo (Figura 5.17) es un indicio de que, a pesar de que en estas larvas fue
inhibida la metamorfosis, el crecimiento no se vio afectado. Mientras que en ¢l caso de
los hormonas tiroidianas |8 menor altura preanal indican que los elevados niveles de
estas hormonas, particularmente la T;, afectan el crecimientg. Con lo anterior, se pone
de manifiesto la importancia puntual de estas hormonas sobre |a metamorfosis de las
larvas, sin embargo deja lugar para suponer que se reduce la importancia de estas
homonas sobre el metabolismo para permitir Ia actuacion de las hormonas implicadas
directaments sobre el incremsentg del volumen corporal (e.g. hormona de crecimienta)
lo que da inicio a |a fase exponencial del crecimiento del catan.

Diferentes autcres han argumentado que los procesos metamorficos vy
metabdlicos se llevan a cabo sdlo gracias a la influencia de las hormonas tiroidiénas de
origen materno, las cuales adquieren las larvas a través del vitelo (Tagawa y Hiro,
1987, Kobuke et af.,, 1987; Sulivan et al,, 1987; Brown et al., 1387; Tagawa et al.,
1990). Sin embargo, los resultados observados en esta serie expenimental apuntan
hacia el establecimiento precoz del eje tiroidiano en las tarvas de catén, el cual seria
funcional en el momento de iniciar la alimentacian exégena (5 DDE). Esto explicaria los

sorprendentes resultados encontrados al someter a las larvas al efecto de la TU, la
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cual produjo una mejor condicion de las larvas, mayor actividad enzimatica y

sobrevivencia, a causa de una retroalimentacidn negativa.

Las cambios en los niveles de T; encantrados durante el desarrollo larvario
concuerdan con los cambios morfolégicos, asi como con el incremento en el nivel de
HC en la fase final de la metamorfosis de [as larvas de catan descrito en el Capitulo 2.
En este sentido podemos considerar que una de las etapas mas criticas en el
desarrollo larvario del catan coincide con el climax metamarfico hacia la forma adulta,
el cual se produce alrededor del décimo dia después de la eclosion. Este peniodo esta
enmarcado por el agotamiento de las reservas de vitelo en el octavo DDE y el inicio del
crecimiento exponencial después del onceavo DDE. Por lo cual el acondicionamiento a
la alimentacion exdgena del § a 8 DDE, debe estar bien establecido en este momento
para que la larva pueda contar con reservas energéticas suficientes para llevar a cabo
la metamorfosis sin menoscabo de la condicidn nutricional.

Estos resultados abren dos nuevas vertientes en una siguiente etapa de
investigacion: a) [a posibilidad de propiciar el consumo de dietas complejas (e.g. dietas
artificiales) desde las primeras etapas.larvales al utilizar harmonas tircidianas y b) la
posibilidad de controlar el canibalismo al exponer las larvas a agentes anti-tiroidiancs,
ya que de esta manera se padrian obtener larvas mas grandes pero con el hocico
mencs desarrollado, lo que impediria el consuma de organismos de su misma talla,

pero no asi de presas vivas mas pequeiias.
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CAPITULO 6: ACONDICIONAMIENTO DE LARVAS DE CATAN AL
CONSUMO DE DIETAS ARTIFICIALES

6.1 ANTECEDENTES

El entendimiento de |a fisiclogia digestiva en las larvas es el cimiento para sl
desarrollo de dietas mas eficientes y eje fundamental para el establecimiento de
nuevos esquemas de alimentacion (Buddington, 1985). De aqui que los cambios due
se presentan durante la ontogénesis digestiva sugieren también cambios en los
requerimientos de nutrientes involucrados en la formacién y desarrollo de diferentes
organos, sistemas y sus funciones (Dabrowski, 1986). En el casa particular de las
larvas de peces estas se caracterizan por una organogénesis incompleta, lo que
resulta en un funcionamienta digestivo diferenis al de los juveniles y los adultos y coma
consecuencia se requieren dietas especiales para larvas (Verreth et al.,, 1992). Estas
particularidades han venido generando un enorme interés el cual se ha visto reflejado
en las numearosas investigaciones enfocadas a desarrollar dietas artificiales para larvas

de peces (Moyanc et al., 1996).

Son varias las ventajas que confiere la utilizacion de dietas preparadas.
Primeramente permiten modificar de manera flexible la composicion quimica (Bromley,
1978). Por otra parte, constituyen una alternativa primordial ante el uso prolongado del
alimento natural ya que este resulta impractico y costoso (Duray y Baganano, 1984).
Esto ha provocado, en algunas especies reproducidas en cautiverio que mas del 90%
de las larvas generadas sean liberadas inmediatamente después de la eclosidn debido
a la dificuliad para suministrar alimento vivo en las cantidades requeridas para
continuar el cultiva (Rosch y Appelbaum, 1985). Este problema se presenta en la
mayoria de los cultivos de larvas de todas las especies pero se torna ain mas agudo

en el caso de aquellas especies que presentan una tasa de crecimiento muy
acelerada, como en el caso del catan.
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Para preparar una dieta adecuada se deben considerar las variaciones en
auanto a requerimientos nutricionales entre las especies, asi como otras caractetisticas
de la dieta (tamafio, densidad, atraccion y estabilidad en el agua de las particulas), por
lo cual es necesario realizar diferentes expenmenios para determinar las
caracteristicas de la dieta y de ser posible se debe determinar la digestibilidad de los
ingredientes preferentemente utilizando las enzimas endogenas (Glass et al., 1989).

Se ha demostrado que es posible mantener larvas de peces marings y de agua
dulce empleando dietas artificiales (Duray y Bagariano, 1984). En general han sido
utiizadas pnncipalmente tres estrategias diferentes para acondicionar larvas al
cansumo de dietas compuestas con la finalidad de eliminar o reducir la utilizacion de
alimento viva. Estas son el acondicionamiento denominado directo el cual consiste en
suministrar dietas compuestas desde el inicio de la alimentacidn, el acondicionamiento
indirecto en el que se proporcionan dietas artificiales después de un periodo con
alimento vivo y el acondicionamiento progresivo en el cual se incorporan cantidades
graduadas de alimento vivo y artificial (Person-Le Rauyet, 1989).

El acondicionamiento directo generalmente se realiza en el caso de larvas de
gran talla y ha sido utilizado en carpas (Dabrowski et al., 1978), en larvas de
salmonidos y esturiones (Dabrowski ot al., 1985) y en larvas de soleidos (Solea solea),
aunque el crecimiento ha resultado menor que con alimente vivo (Appelbaum, 1985),
En larvas de coreogonidas (Coreagonus ciupeaformis) el acondicionamiento directo
pradujo problemas de scaliosis, lordosis y comportamiento de nado erratico (Zitzaw y
Millard, 1988). En larvas de sparidos (Sparus aurata), este métoda provocd una
reduccion del crecimiento e igualmenie respecto a la sobrevivencia (Tandler y
Kolkovski, 1991). Los problemas encontrados al utilizar esta estrategia de
acondicionamiento han side atribuidos a una baja calidad de huevos y larvas
(Dabrowski et al., 1985), a deficiencias nutricionales de la dieta (Zitzow y Millard, 1988),
una baja afinidad de las enzimas protecliticas hacia los sustratos artificiales ofrecidos

en las dietas formuladas (Dabrowski y Culver, 1991; Tandler y Kolkavski, 1991;
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Kolkovski ef al., 1993) y a una baja tasa de ingestién de las particulas (Kolkovski ef al.,
1993)

El acondicionamiento indirecto después de un periodo de alimento natural ha
sido utilizado en larvas de turbot (Scophthalmus maximus), encontrandose que el uso
de alimento vivo en cantidades limitadas es importante durante el acondicionamiento
de larvas pequefias, pero no resulta igualmenie importante en larvas grandes
(Bromley, 1978). En Chanos chanos se intenté acondicionar a las larvas con un cambio
abrupto de ‘alimento natural a alimento ardificial, con resultados mediocres
obteniendose mejores resultados cuando el acondicionamiento fue gradual (Duray y
Bagariano, 1984). Por otra parte, se ha observado en Solea solea que un periodo
prolongado con alimento vivo pospone y dificulta el acondicionamiento, mientras que
un periodo corto disminuye el crecimiento (Appelbaum. 198%).

En contraste con lo anterior, se ha abservado que el acondicionamiento de
larvas pequenas es dificil si se realiza directamente con dietas artificiales, sin embargo,
se pueden obtener buencs resultadas si se combina con alimento vivo (Person-Le
Ruyet, 1989). Con esta estrategia se ha lograde definir una secuencia graduai de
alimento vivo y arificial en Lates calcarifer, permitiendo reducir o eliminar el
canibalisma que se presenta en ¢l momento en que las presas vivas son reemplazadas
par alimento artificial (Fuchs y Nedelec, 1888). Igualmente una estrategia de
acondicionamiento gradual ha sido utilizada para larvas de Dicentrarchus {abrax
(Devresse et af., 1991).
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6.2 MATERIAL Y METODOS

6.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se obtuvieron larvas de catan recién eclosionadas en €l Centro Acuicola Tancol
el 1 de Junio de 1999. Las larvas fueran transportados en bolsas de plastico con
oxigeno a las instalaciones del Grupo Ecofisiologia en la Fac. de Ciencias Biologicas
UAN.L., en donde fueron colocadas en canaletas de fibra de vidrio para ser

aclimatadas en el laboratario antes de que iniciaran [a alimentacion exdgena.

6.2.2CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las larvas fueron distribuidas en 3 canaletas de fibra de vidrio de 230 cm de
largo, 70 ¢m de ancho y 30 cm de altura, con un volumen de agua de 480 L. Se
utilizaran larvas de 3 dias despugs de la eclosion (DDE) con una densidad inicial de
500 larvas por canaleta, aproximadamente una larva/litro. La temperatura del agua fue
de 27 °C y se suministro oxigeno constante mediante un compresor. A partir del quinto

ODE se suministrd el alimento correspondiente a cada tratamiento.

6.2.3 DISENO EXPERIMENTAL _

Se utllizaran tres tratamisntos con diferente tipo de alimentacion Para este
propdsito se utilizd una canaleta en cada tratamiento. Las dietas utilizadas fueron
nauplios de Arfemia salina (AS), de la variedad San Fransico Bay, recién eclocionados
y alimento artificial Trucha Iniciador Aqualine™? (T1), de Purina S.A. de C.V. (Tabla 6.1).
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ANALISIS BROMATOQLOGICO

HUMEDAD 12 % MAXIMO
T PROTEINA 50% MINIMO
GRASA 15 % MINIMO
FIBRA CRUDA 4% MAXIMO
CENIZAS 12% MAXIMO
CALCIO 2% MINIMO
FOSFORQO 1.2% MINIMO
EXTRACTO LIBRE DE NITROGENQ 7% POR DIFERENCIA
INGREDIENTES

Prateinas animales de origen maring, harinas de origen animal, combinacion de
pastas de oleagiriosas, ccreales molidos, subproductos alimenticios agricolas e
industriales, subproductos vegetales, subproductos de cereales, aceile de pescado,
aceite vegetal de primera, fosfolipidos, atractantes naturales, mezcla de vitaminas,
mezcla de minerales, antioxidante, fungicida, lisina-HCI y metionina.

Tabla 6.1.- Andlisis bromatologico e ingredienles uiilizados en la elaboracion del alimento
artificial Trucha Iniciader Aqualine®, praporcionados por PURINA S.Ade C.V,

Se suministrd un total de 2 g de alimento diariamente, dividido en dos raciones
para que |as larvas se alimentaran ad libitum. La alimentacion inicid en el cuarto dia
después de la eclosion (DDE) y el experimento finalizé al 15 DDE. El régimen

alimenticio proporcionado a cada tratamiento se presenta en |a Tabla 6.2.

Tratamieno Alimento Edad (DDEY) | Cantidad (g/dia)

Control AS! 42315 2
AS 4a7 2

) AS 8al0 1
Combinado T 8210 1
TI 1lals 2

Artificial TI 4als 2

Tabla 6.2.- Régimen alimenticio para los tratamientos realizados ' Artemia salina; ¢ Trucha
iniciador; ? dias después de 1a eclasion.
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6.2.4 EVALUACION DEL BIOENSAYO

Caracteristicas morfolégicas: Al finalizar los bioensayos se estimé el numero
de larvas por tratamiento para determinar el porcentaje de sobrevivencia. Las larvas
fueron pesadas individualmente en una balanza OHAUS con un grado de precision de
0.1 mg y fijadas en liquido de Bouin. Se determing la longitud total utilizando un vemier
can un grado de exactitud de 0.1 mm. Adicionaimente, se determiné la longitud del
hocico camo un indicadar del grado de transformacion de la larva y la altura corporal al
nivel del ano (altura preanal) como indicador de la condiciéon nutricional de las larvas.
Estas dos caracteristicas morfomeétricas fueron reportadas en parcentaje de la longitud
total de acuerdo a lo descrito en el Capitulo 2.

Determinacion de enzimas digestivas: La actividad proteclitica total acida y
alcalina fue determinada en extractos de intestino de las larvas de cada tratamiento. La
metodologia utilizada para estas determinaciones fue realizada de la forma en que se

describe el Capitulo 4.

Andlisis estadfstica: Las variables consideradas y los resultados obtenidos
fueron analizados por medio de un Analisis de Varianza (ANOVA) con el fin de
determinar las diferencias que pudieran existir entre los tratamientos. Para aquellas
variables que presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, se realizé la
prueba de rangos multiple de Duncan con el fin de separar grupos homogéneas entre
la medias con un nivel de significancia del 0.05% (Steel y Torrie, 1980),

149




6.3 RESULTADOS

6.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Sobrevivencia: La sobrevivencia fue marcadamente superior en el tratamiento
al que se le suministr6 Artemia como alimento. Mientras que al utilizar anicamente
alimento artificial la sobrevivencia fue solo del 2 %. Con la combinacién de estos
alimentos se obtuvo una sobrevivencia del 20% (Figura 6.1).

Sobrevivencia

Artemia Combinado Artificial

Figura 6.1.- Sobrevivencia en porcentaje de larvas sometidas a diferentes alimentos.

Longitud total: Se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
con respecto a la longitud total de las larvas (F= 6.71; P= 0.0142; gl= 10,2). Resultando
superior la longitud de las larvas alimentadas con Artemia en comparacion con los
tratamientos de alimento artificial y combinado (Figura 6.2).
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Figura 62 - Longitud total (mm) de larvas sometidas a diferentes alimentos. Las literales
iguales representan grupos homogénecs sin diferencias estadisticas significativas.

Peso final: Para el peso de las larvas no se encontraron diferencias
significativas (F= 3.38; P= 0.0755; gl= 10,2). Sin embargo, se observa una tendencia
similar al encontrado para la longitud total, siendo mayor el peso de las larvas
alimentadas con Artemia (Figura 6.3).
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Artemia Combinado Artificial

Figura 6.3 - Peso final (mm) de larvas sometidas a diferentes alimentos. Las literales iguales
representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas significativas.
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Longitud del hocico: La proporcion del hocico con respecto a la longitud total
de la larva presentd diferencias significativas entre los tratamientos (F= 6.22; P=

0.0175; gl= 10,2). Mostrando la misma tendencia que para las anteriores variables
(Figura 6.4).
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Artemia Combinado Artificial

Figura 6.4.- Longitud del hocico (%LT) de larvas sometidas a diferentes alimentos. Las literales
iguales representan grupos homogeneos sin diferencias estadisticas significativas.

Altura preanal: Se encontraron diferencias significativas para la altura preanal
entre los tratamientos (F= 22 21; P= 0.0002; gl= 10,2). Esta diferencia fue dada por una
menor altura preanal de las larvas a las que se administré alimento artificial con
respecto a los otros dos tratamientos ( Figura 6.5).
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Figura 6.5.- Aitura preanal (%LT) de larvas sometidas a diferentes alimentos. Las literales
iguales representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas significativas.

6.3.2 ENZIMAS DIGESTIVAS

Actividad proteolitica alcalina: Se encontraron diferencias significativas con
respecto a la actividad proteolitica alcalina (F= 28.28; P= 0.0009; gl= 6,2), siendo mayor
la actividad para el tratamiento con alimento artificial (Figura 6.6).

67|
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Artemia Combinade Artificial

Figura 6.6.- Actividad proteolitica alcalina (U.E./larva) de larvas sometidas a diferentes
alimentos. Las literales iguales representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas
significativas.
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Actividad proteolitica acida: En este caso también se encontraron diferencias
significativas (F= 111.48; P= 0.0000). Siendo mayor la actividad en e! tratamiento con
alimento artificial, seguido del tratamiento con Artemia y finaimente el combinado,
siendo diferentes significativamente uno del otro (Figura 6.7).
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Figura 6.7 - Actividad proteolitica acida (U.E /larva) de larvas sometidas a diferentes alimentos
Las literales iguales representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas significativas.
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6.4 DISCUSION

La mortalidad fue la variable que presentd diferencias mas marcadas entre los
tratamientos, siendo las larvas alimentadas con Artemnia las que presentaron (a mayor
sobrevivencia (98 %). Lo anterior reveld que el alimento es uno de los principales
factores que afectan el desamollo de las larvas de calan, ya que niveles de
sobrevivencia de 90 a 96 % también fueron obtenidos para la mayoria de los
tratamientos descritos del Capitulo 5, en los cuales se suministrO Artemia como
alimento. Generalmente, al comparar alimento vivo contra artificial, .se han reportado
niveles mas elevados de sobrevivencia para las larvas alimentadas con presas vivas
(particuiammente Artemia) (Person-Le Rauyet, 1989). De esla forma, la sobrevivencia
resulta ser una de las variables mas sensibles e importantes para la evaluacidn de
dietas para larvas de peces y esto se refieja en las vanables que denotan crecimiento
ya que generalmente muestran una tendencia similar, como quedd de manifissto con

los resultados de longitud total, peso, longitud del hocico y altura preanal en este
bicensayo.

Tomando en cuenta lo anterior, podriamos considerar que |a dieta artificial y los
metodos de acondicionamiento utilizados (directo e indirecto), no fueron los mas
apropiados para el mantenimiento de las larvas de catan. Esta inconsistencia
metodolégica puede ser analizada desde diferentes vertientes para explicar estos
resultados. En prnmera instancia, se ha postulado que el bajo aprovechamiento de las
dietas artificiales se debe al desamollo incompleto del tracto digeslivo y por lo tanto a
su funcionamiento parcial en relacion con la preduccion de enzimas digestivas
(Dabrowski y Culver, 1991; Tandler y Kolkovski, 1991; Kolkovski et al., 1993). Sin
embargo, este no parece ser el caso en el presente experimento ya que |0s resultados
observados en los Capitulos 2, 3 y 4, musestran que las larvas de catan tienen un
desarrallo aceterado incluso antes de iniciar 1a alimentacion exégena, presentando un
tracto digestivo marfolégica y fisioldgicamente mas desarrollado que la mayoria de las

larvas de otras especies de peces que han padido ser acondicionadas al consumo de
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dietas artificiales. Por otra parte, podemos descartar una importante contribucion de
enzimas exogenas provenientes de la Arfemnia, ya que las larvas de catan presentan
una digestibn acida desde el inicio de la alimentacidn lo cual produce la
desnaturalizacion de las enzimas exégenas en el estdbmago, ya funcional (Walford vy
Lam, 1993). Lo anterior también limita [@ posibilidad de que la mayor digestion del
alimento vivo ocurra por auto-hidrélisis, asl como la posible activacion de los
zimdgenas en la larva por efecto de las enzimas exégenas (Dabrowski, 1979; Lauff y
Hofer, 1984; Dabrawski, 1986; Munilla y Stark, 1989; Dabrowski et al., 1992). Al mismo
tiempo, los mayores niveles de actividad enzimatica encontrados en el tratamiento ¢on
alimento artificial, revelan que la produccion endégena de enzimas es suficiente para
digerir el alimento. Una respuesta similar en la actividad enzimética han sido reportada
por Zamboning y Cahu (1994) al alimentar larvas de Dicentrarchus labrax con dietas
compuestas y la mayor actividad puede ser atribuida a una mener digestibilidad del
alimento artificial en comparacion con el alimento vivo (Mendaoza, 1993). Considerando
todo lo anterior, podriamos descartar a |la capacidad digestiva de las larvas como una
de las principales razones de mortalidad y bajo crecimiento para los tratamientos a los

cuales se les suministrd dietas artificiales, lo anterior también ha sido sugerido por
Cahu y Zambonino (1897).

Otros resultados similares han sido atribuidos a una baja calidad de los huevos y
larvas utilizados en los bioensayos (Dabrowski et al., 1985). No obstante, al considerar
que las larvas utilizadas provenian de un lote de 25 reproductores con varios anos de
produccion de crias en cautiverio y § reproductores silvestres incorporados en esta
pcasion, en conjunta con un procesa aleatoro de seleccion de las larvas y su
distribucién en los tratamientos, seria dificil atribuir una influencia de esta variable

hacia alguno de los tratamigntos en particular.

Las resultados podrian ser producto de posibles deficiencias nutricionales de la
dieta (Zitzow y Millard, 1988), aun que si bien, se desconocen los requerimientos

nutricionales de las larvas de catan, la dieta utilizada presenta una composicion

158



promedio en términos generales para la mayor(a de las larvas de peces para |as cuales
tampoco han sido definidos sus requerimientos con exactitud (Person-Le Ruyet, 1989).
Por esta razan seria diffcil que esta dieta presentara un desbalance nutricional capaz

de producir los resultados encontrados, sobre todo en cuanto a sabrevivencia.

Dentro de este abanico de posibilidades, una baja tasa de ingestion de las
dietas artificiales padria ser considerada como la causa mas probable (Kolkovski et al.,
1993). En efecto, este problema ha sido 8 menudo observado principalmente en
aquellas especies con fuertes habitos camivoros (Lovshin y Rushing, 1989). Por lo
cual, al tomar en cuenta los habitos alimenticios de los |episosteidos (Suttkus, 1963),
esto podria ser una primera explicacidn a los resultados abtenidos can la dieta artificial.
En este mismo sentido, |a marcada preferencia por organismos pelagicos (e.g.
Gambusia) encontrados en el contenido estomacal de larvas y juveniles de
lepisosteidos sugiere que su alimentacion se realiza principalmente en la superficie
(Echelle y Riggs, 1972; Pearson é&f al,, 1979), lo que sugiere que |a baja flotabilidad
que presentd (a dieta utilizada muy probablemente contribuyd a su poca disponibilidad
en la columna de agua durante el tiempo apropiado para ser consumida (Backhurst y
Harker, 1988). Una solucion a este problema ha sido la utilizacién de tanques cdnicos y
cilindro-conicos con air-ifts incorporados al fondo, lo cual genera corrientes de agua
que mantienen las particulas de alimento por méas tiempo en suspension (Bromley,
1978). Sin embargo, no se utilizé este sistema de cultivo ya que las larvas de catan
tienden a permanecer en |a superficie del agua y no son nadadoras activas, por lo cual,
en el caso de incorporar los air-lifts en los tanques de cultivo, las larvas de catan
tenderian a aglomerarse en la superficie de las regiones con menor turbulencia. Este
compartamiento esta relacionado con el habitat en donde se realiza la reproduccion de
los lepisosteidos ya que generalmente los huevos son depositados en zonas gque son

inundadas durante la temporada de lluvias (Perez-Sanchez, 1995).

Sin embargo, las preferencias alimenticias parecen depender de varios factores,

entre los que se cuentan la disponibilidad del alimento, por lo cual se considera que los
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lepisosteidos presentan habitos oportunistas (Echelle y Riggs, 1972; Hollaway, 1954,
Resendez y Salvadores, 1983; Chavez-Laomeli ef al., 1989). Estos habitos aparecen
desde la etapa larval como 0 demuestran las observaciones de Pearson et al (1979).
Este hecho hace suponer gque el comportamiento predatorio puede ser superado
incrementando |la disponibilidad de las particulas alimenticias en la columna de agua.
Lo anterior puede ser resuelto mediante la utilizacion de dietas extruidas, de la forma
como lo mostraron Garcia ef al. (1997), quienes al evaluar un acondicionamiento
progresiva en larvas de Atractosteus tropicus encontraron mejor resuitado al utilizar

una dieta extruida en comparacién con dietas peletizados, higado de res o pescado
fresca.

El comportamiento predatorio de los lepisosteidos, que consiste en pernmanecer
en la superficie y de preferencia inmavil hasta que su presa se encuentra a su alcance
y can un movimiento |ateral de la cabeza atraparla stbitamente (Suttkus, 1963, Natch,
1964), apoya |a ventaja de dtilizar dietas extruidas. Por otra parte, la aceptacion de las
dietas puede ser incrementado utilizande atractantes alimenticios los cuales favorecen
la deteccion, identificacion y consumo de las particulas. La deteccidn visual y atraccian
de la particula puede ser ingrementada mediante [a adicion de color @ caracteristicas
de movimientoc como en las dietas para alimentacion de rana {D. Montafio,
comunicacion personal). La percepcion se favorece adicionando activadores
alimenticius, dentro de los cuales han sido utilizados los L-aminoacidos, glicina, betaina
e inosina con mayor eficiencia. Mientras que la fase final en la ingestion puede ser

limitada por las caracteristicas fisicas de la dieta come el tamario y textura (Pearson-Le
Ruyet, 1989).

ks claro que ¢l presente bioensayo es un primer intento de acondicionar las
larvas de catan al consumo de dietas artificiales, por lo cual es necesario realizar un
mayor numero de pruebas para lograr definir progresivamente una forma mds
adecuada de sustituir e! alimento natural por dietas artificiales. Esto garantizara, una

vez que haya sido asegurado €l consumo de las particulas, la evaluacidn de las
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enzimas digestivas en su aprovechamiento (e.g. digestibilidad de las dietas) asi como
el inici6 de pruebas encaminadas a definir los requerimientos nutricionales de la

especie.

161



CAPITULO 7: CONCLUSIONES

La investigacion multidiciplinaria realizada en el presente trabajo pemmitié
resaltar |las particularidades que presenta el desamollo larvano del catan, asl como
visualizar posibles alternativas para llevar a cabo el cultivo de esta especie. En
resumen, el estudio morfolégico permitié distinguir las fases de desarrollo y de nutrician
en las larvas, asi como seleccionar indicadores externos de la inanicion. Con el
seguimiento histoldgico del tracta digestivo se determind que este se encuentra
completamente formado al iniciar la alimentacion exdgena (5 DDE), observar el
praceso de maduracion, confirmar las fases de nutricion y establecer un indice de
nutricibn a base de la altura celular de los enterocitos. El estudid de las enzimas
digestivas comprobd que las estructuras del tracto son funcionales a los 5§ DDE y que
las larvas de catan tienen la capacidad digestiva para utilizar dietas artificiales. Por otra
parte fue posible establecer que las larvas desamollan precozmente el eje tiroidiano el
cual regula su desarrollo y que la metamorfasis puede ser alterada con fines practicos
meadiante la administracidon exégena de hormenas. Finalmente, un primer ensayo con
dietas artificiales armojo informacidn sobre las caracteristicas que estas deben tener
para ser utilizadas en la alimentacién de larvas de catan.

Iniciaimente, se puede sefialar que los huevos de catan presentan un alto
contenido de vitelo, lo que permite que la mayor parte del desarrollo larvario se realice
con estas reservas. De hecho, las larvas presentan un periodo pre-arval bien marcado
(1 a 4 DDE) en €l cual el desarrollo de diferentes caracteristicas morfologicas externas
(aletas y forma del cuerpo) las preparan para la captura de zooplancen y otras (arvas
de peces como primer alimento exogenu. Esta serie de transformaciones implica
igualmente una morfagénesis del tracto digestivo muy acelerada, de tal forma que al
momento de iniciar la alimentacian exagena (5 DDE), las larvas de catan ya presentan
el tracto digestivo con todas sus estructuras desarrolladas, incluyendo un estdmago
completamente funcional, con secrecion de pepsina y produccian de HCL. Esto viene a

ser complementado con secreciones pancreaticas de enzimas y carbonatos asl como
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por enzimas intestinales (amincpeptidasas, fosfatasas alcalinas) que actdan a nivel de
la bordura de cepillo, la cual 8s incrementada por la presencia de una valvula espiral
en la parte posterior del intestino, Lo cual refleja una capacidad digestiva muy similar a
la de los organismos adultos. De esta forma, las larvas de catan presentan un
funcionamiento digestivo con un mayor gradc de desarrallo que la mayoria de las
larvas de peces al momento de iniciar la alimentacion exdgena y por la tanto presentan

mayores posibilidades de utilizar dietas artificiales.

Un periodo de nutricidn lecitoexotrofica (6 a 8 DDE) permite que las larvas
tengan una fase de adaptacian al alimento exdgeno en el cuatl no se perciben sernales
aparentes de inanicion. Sin embargo, una vez que la larva depende por completa del
alimento ex6geno, la cantidad y calidad del alimento utilizado es determinante para su
desarrgllo y sobrevivencia, de esta manera el apravechamiento del alimento y por ende
la condicion de las larvas puede ser evaluado por diversos indicadores los cuales van
desde patrones de coloracion, caracteristicas morformétricas (e.g. longitud del hocico y
altura preanal), caracteristicas histolégicas (e.g. altura de los enterocitos) o actividad
de las enzimas digestivas.

Uno de los aspectos mas remarcables es la velocidad de crecimiento
encontrada para las larvas de catdn la cual fue de 1.85 mm/dia hasta los 10 DDE,
incrementandose posteriormente a 5.06 mm/dia, lo cual les permite alcanzar tallas de
70 cm durante el primer afie, colocado al catan entre los peces de agua dulce con
mayor velocidad de crecimiento en el mundo. Lo anterior, sin duda se encuentra
relacionado con la capacidad digestiva de |la especie.

Por aotra parte, destaca la influencia del eje tiroidiano en la regulacion del
desarrollo larvario y la metamorfosis en el catan ya que este sistema al encontrarse
bien establecida en las larvas, estimula la produccian endogena de corticosteroides las
cuales a su vez estimulan la maduracion del aparato digestivo. De esta forma, se pudo

observar que e! perioda metamorfico se produce entre los 10 y 15 DOE, momento en
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que las larvas completan su transformacion. Este proceso podria ser regulado por
medio de la administracion exégena de hormonas, lo cual resulta de gran utilidad
practica, ya que dependienda de los objetivos, esta puede ser acelerada para obtener
crias con caracteristicas de juveniles lo que las hace mas aptas sl la finalidad es la
repoblacion o bien, la transformacién se puede retrasar con lo que el desarrallo del

hocico es mas lento permitiendo asi mantener organismos en cultivo disminuyendo las
problemas de canibalismo.

Asi mismo, fue posible determinar que el aparato digestivo de las larvas tiene la
capacidad para asimilar las dietas artificiales. De esta forma, el problema inmediato
para desarrollar el cultiva larvario del catan se centra en promover la ingestion de las
particulas de las dietas compuestas, |0 cual puede ser resuelto considerando el
caomportamiento alimenticio de la especie, asi coma las diversas técnicas que existen
para la produccion alimentos artificiales. De aqui se deriva la necesidad de probar
alimentos con diferentes caracteristicas fisicas en combinacién con atractantes

visuales y quimicos que estimulen |a ingestion de las particulas.

Una vez que haya sido superado este gbstaculo, seria conveniente iniciar una
fase de investigacion encaminada a la determinacion de los requerimientos
nutricionales, asl como la valoracidon de diferentes ingredientes susceptibles de ser
utilizados en la elaboracion de dietas para catan.

Actualmente uno de los problemas fundamentales en la produccidon de crias de
catan se refiere al escaso numero de reproductores que existen en cautiverio, asi
como a las restricciones sobre el control de su reproduccion, con lo que se limita la
zoolecnia bajo condiciones ambientales naturales, lo que ha venido provocando que
los desoves sdlo se produzcan durante una semana en el afo. Ante esta situacion el
Grupo Ecofisiologia {FCBAJANL) ha venido abordando este problema mediante la
investigacion de una altemativa practica basada en el aislamiento y punficacidn de la

Vitelogenina plasmatica y de la Lipovitelina ovarica, asi como en la implementacion de
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un inmunaensayo para cuantificar los niveles de estas moléculas. Esta aproximacion
significa no sélo contar con un indice bioquimico confiable, rapido y poco invasivo (no
hay necesidad de recurrir al sacrificio de los ejemplares) para estimar el grado de
madurez sexual indispensable para la evaluacion de las inducciones hormonales, sino
también con un método de sexado precisc que resultaria particularmente Util para la
preparacion de un lote de reproductores.

7.1 PROPUESTAS PARA EL CULTIVO DEL CATAN

Manejo de reproductores: Tomando en cuenta que son muy escasos los
ejemplares adultos de catan existentes, resulta imperativo constituir un lote de
repraductores a parlit de la c¢aptura eventual de juveniles silvestres. El mansjo y
zootecnia de este lote girara en tomo a la manipulacidon de distintos parametros
fisicoquimicos y biolégicos con miras a incrementar su capacidad reproductiva y al

mismo tiempo permitiria disponer de organismos en cantidad suficiente para realizar
diversos ensayos de induccion hormonal.

Considerando que la maduracién gonadal esta regida por el sistema enddcrino,
la manipulacién hormonal representa la via mas directa para el desarrollo de una
reserva de crias. De esta forma, un protocdlo de induccidon hoermonal adecuado,
permitiria extender la temporada de reproduccion del catan con el consecuente
aumento en el nimero de crias. En la busqueda de una estrategia simple rapida y
eficaz para inducir y controlar la reproduccion de los catanes en cautiverio, se ha
considerado la induccién a la maduracién sexual por medio de la aplicacidn de:
extractos de pituitaria de catédn y pejelagarto, extracto comercial de pituitaria de
esturion considerando la escasa distancia filagenética de estas especies,
Gonadatropina Carionica Humana, en base a las posibilidades de éxito obtenidas en

diferentes lepisosteidos, Factor Liberador de Gonadotropinas (GnRH) nativa y
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Analogos Superactivas (LH-RH). La evaluacian de los diferentes estimulos hormonales

se llevara a cabc mediante el inmunoensayo establecido.

Fertilizacian artificial: La posibilidad de llevar a cabo la fertilizacion artificial no
es de ninguna manera remota, ya que desde 1895 Dean describié la utilizacidn del
meétodo seco para llevar a cabo 1a fertilizacion artificial de huevos de lepisosteidos y
reparta haber realizado diversos ensayos de fertilizacion artificial, todos con éxito. De

manera similar, Leon et &l. (1978) realizaron la fertilizacién artificial del manjuari (A.
tn'éfoechus) mediante el método seca.

incubacion de los huevos: Se ha reportado que los huevas de lepisosteidos
aln secos y fuera del agua pueden ser eclosionados en laboratorio (Breder, y Rosen
1966). Por otra parte, Leon et al. (1978) realizaron la incubacion de huevos de
manjuari en una canalsta de incubaciéon para huevos de carpa.

Otra altemativa para |a incubacién de los huevos de catén, una vez realizada la
fertilizacion artificial eliminando la sustancia adhesiva (con hialuronidasa), serian las
charclas del tipo utilizado para la incubacidn de huevas de salménidas. Estos
dispositivos tienen la ventaja de formar estructuras verticales en las cuales estan
calocadas las charolas que presentan un flujo de agua ascendente y permite la
distribucion homogénea de los huevos, |05 cuales pueden ser revisados faciimente
para eliminar aquellos que no presenten un desamolio normal. Al mismo tiempo en
estos dispositivos se podria realizar el mantenimiento de las pre-larvas, regulando el
flujo de agua para evitar fuertes turbulencias. Por otra parte, se puede adicionar una

malla en |a superficie para que las larvas se adhieran mediante el disco suctorial.
inicio de la alimentacion: Una vez que las larvas naden libremente (5 DDE),

estas podran ser transferidas a canaletas anchas que permitan su adecuada

distribucion en la superficie. Esas canaletas deben tener una entrada de agua
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constituida por una ligera cascada, mientras que la salida se puede realizar mediante
un sifén en el fondo de la canaleta.

La alimentacién inicial (5 al 8 DDE) puede consistir en nauplios de Arlemia o una
combinacion de estos con alimento artificial, el cual deberd estar formado por
particulas flotantes con .79 mm de diametro en promedio, considerando el tamario del
hocica de las larvas en esta etapa. De los 8 a los 10 DDE preferentemente se debe
realizar la sustitucion completa de Artemia por alimentc artificial con las mismas
caracteristicas que el anterior. Mientras que de 11 a 15 DDE las larvas deben estar
bien acondicionadas a la dieta artificial que en este momento debera tener un diametro
entre 1.0 y 1.5 mm.

Durante este periodo el crecimiento es muy acelerado, sobre todo después de
10 DDE, por lo cual constantemente se debera reducir la densidad de |arvas por area
de superficie. Al mismo tiempo el suministra de alimento debera ser constante y en
raciones suficientes para aumentar el contacto entre la larva y el slimento,
disminuyendo asi las posibilidades de que se presente canibailismo. En efecto, eda los
diferentes experimentos se logré observar que cuando el alimento (e.g. nauplios de
Artemia) se encuentra siempre presente en &lta densidad, no se presentan problemas
de canibalismo y la scbrevivencia puede ser mayor del 90 % hasta el 15 DDE. En esta
edad los catanes pueden ser liberados o transferidos a estanques pequefios
reduciendo nuevamente |la densidad. A partir de este momento se debe realizar un
seguimiento del crecimiento para adecuar el tamaiio de las particulas suministradas,
asl coma para evitar diferencias en las tallas, ya que entre 50 y 130 mm se presentan
las mayores probabilidades de canibalisme, lo cual reduce drasticamente la poblacion
debido las organismos consumidos, asi como por mortalidad de los catanes que na
pueden tragar completamente la presa debido al tamafo. Una vez superada la talla de
130 mm, disminuye el canibalisrmo de manera natural y puede continuar el cultiva

mediante el suministro de alimento artificial.
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En el caso de no contar con una dieta artificial para sustituir los nauplios de
Artemia, la opcidn mas viable seria transferir las larvas de 10 DDE a estanques
pequefios los cuales deben haber sido previamente sembrados con altas densidades
de peces farrajerros viviparos, cuyas hembras liberan sus crias por efecto del manejo
para constituirse en la primera opcidn de alimento de las larvas de catan. De esta
forma al 19 DDE los catanes pueden alcanzar una talla de 50 mm, pudiendo también
consumir los adultos de los peces forrajeros. A partir de este momenta, se puede
realizar la liberacidn de las crias de catdn en los rios y embalses en donde se reasliza
su captura céirnercia| o depaortiva.

En el caso de contar con suficiente abasto de peces forrajeros, los catanes
pueden alcanzar una talla de 130 mm a los 30 DDE. A partir de esta talla se ha
observado que disminuyen las posibilidades de canibalismo entre ejemplares de la

misma talla y las presas vivas pueden empezar a ser reemplazadas por alimentos
frescos o preparados.

Considerando la elevada velocidad de crecimiento y la consecuente necesidad
de un suministro continua de alimento, asi como la adecuacion frecuente del tamario
de las particulas y la transferencia constante a diferentes unidades de cultivo. Se
requiere de un intenso manejo principalmente del § al 30 DDE en el cultivo de crias de

catdn. De aqui que el éxito dependa de la foorma en que se realizan las actividades
durante este periodo.

Caracteristicas de las dietas artificiales: Las dietas con mayor probabilidad
de ser aceptadas por las |arvas de catdn necesariamente deben ser flotantes, siendo
las dietas extruidas |las mas recomendables en este sentido. Par otra parte, estas
deben atraer visualmente a las larvas, lo cual puede ser mediante la adicion de colar
mavimiento. lgualmente resulta necesaria la adicion de atraclantes puesto que una vez
que la larva se encuentra cerca del alimento, esta puede permanecer cierto tiempo

junto al alimento € inclusive tener caontacto con el hocico sin que o ingiera. Asimismo
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resulta necesario considerar la consistencia y forma de las particulas ya que las larvas
atrapan el alimento con el hocico y lo ingieren completo. Dentro de este contexto son
preferibles aquellas dietas de consistencia blanda y de forma ovalada o alargada, ya
que se ha observado particularmente cuando la presa es otro pez que este es
invariablemente arienlado para ser ingerido por la cabeza.

De esta forma, si la particula no presenta las caracteristicas necesarias el
proceso de alimentacion puede ser interrumpido en cualquiera de los puntos sefialados
(acercamiento, captura e ingestidbn). Estas caracteristicas son particularmente
importantes en las dietas para los primeros estadios, mientras que en el juvenil es mas
probable que acepten dietas con menar flotabilidad ya que tienden a dejar la superficie
del agua y ocultarse entre la vegetacion a media agua o en el fondo, pudiendo ingerir
arganismos muertos, por lo cual en este caso seria recomendable la utilizacion de
dietas semi-humedas con atractantes quimicos y considerar la inclusidn de diferentes
sub-productos agricolas y animales.

Esta serie de trabajos encaminados a recuperar las poblaciones naturales del
catan asi como para evaluar sus posibilidades de cultivo se estan llevando a cabo
gracias al esfuerzo conjunto y participacion de diversas instituciones (Direccion de
Investigaciones Acuaculturales del instituto Nacional de Pesca, Direccidon General de
Acuacultura, Centro Acuicola Tancol, Delegacion de la SEMARNAP del estado de
Tamaulipas, CRIP-Tampico, Asociacion de Acuacultores de Tamaulipas, Universidad
Juares Autdnoma de Tabasco, Universidad de Texas en Austin y Universidad de
Victoria en Canada).
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