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RESUMEN 

 

En los últimos años, se ha profundizado en el estudio de cíclidos nativos en la costa 

del Pacifico Sur de México, con el fin de encontrar candidatos óptimos para su incorporación 

a la acuicultura nacional. Un caso podría ser la mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus), 

en la cual se ha observado características prometedoras para su adaptación al cultivo. Sin 

embargo, al igual que en la mayoría de las especies nativas, existen vacíos de información en 

casi todos los aspectos. En esta especie, en la etapa larvaria hay un desconocimiento 

generalizado en la fisiología digestiva y nutricional, más específicamente en el desarrollo del 

sistema digestivo y patrones de expresión de los genes precursores de las enzimas digestivas 

durante la ontogenia inicial. Todo ello, junto a los requerimientos nutricionales de proteínas 

y lípidos de esta etapa de cultivo, podría facilitar el desarrollo del larvicultivo de esta especie. 

Otro enfoque diferente, pero igualmente importante es la localización de ingredientes 

potenciales proteicos y lipídicos, que podrán ser utilizados para la elaboración de alimentos 

específicos, que permitan optimizar el crecimiento durante el cultivo. Para abordar el primer 

apartado, se tomaron muestras de larvas durante la ontogenia inicial hasta el día 30 después 

de la eclosión (dde). Con el fin de describir el desarrollo del sistema digestivo, realizaron 

análisis histológicos mediante la tinción de hematoxilina-eosina (H&E). Los resultados 

indicaron que dicho sistema digestivo presenta un desarrollo similar a lo descrito en otros 

cíclidos, encontrándose a partir del día 6 dde (5.82±0.32 mm) diferencias histológicas en 

distintos órganos como esófago, estómago, intestino, páncreas e hígado. En cuanto a la 

determinación de los patrones de expresión de enzimas digestivas, se realizó la identificación 

parcial de cada zimógeno (pepsinógeno, tripsinógeno, quimotripsinógeno y α-amilasa). 

Enseguida se aplicó la técnica de qRT-PCR, para lo cual, se diseñaron oligonucleótidos 
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específicos. Los resultados obtenidos mostraron un perfil de baja expresión durante los 

primeros días; sin embargo, cambia a partir del día 6 dde (5.82±0.32 mm); en donde se 

registra una expresión superior con diferencias significativas, indicando la posible 

funcionalidad de algunos órganos del sistema digestivo. Los niveles de máxima expresión se 

obtienen próximos al día 15 dde (7.28±0.26 mm), justo cuando el digestivo se encuentra 

desarrollado y la alimentación es exclusivamente con pienso comercial. Para la 

determinación de los requerimientos necesarios de proteína y lípidos para esta especie en 

edades tempranas, se realizó un diseño bifactorial aleatorizado 4x2 de proteína (35, 40, 45, y 

50%) y lípidos (16 y 22%) respectivamente. Este se llevo a cabo en un sistema de 

recirculación de agua durante 60 días, con larvas de peso inicial de 0.16 ± 0.02 g. Se evaluó 

crecimiento y eficiencia del alimento mediante índices zootécnicos, análisis químicos 

proximales y de actividad enzimática, utilizando análisis multivariantes para su 

interpretación. En los resultados, se puede observar que los porcentajes óptimos están 

cercanos a 45% de proteína y 22% de lípidos; los cuales generaron los mejores índices de 

eficiencias del alimento, crecimiento y supervivencia. Asimismo, la actividad de las enzimas 

digestivas de las larvas indicaron las condiciones nutricionales que presentan los peces, por 

la influenciada de los distintos porcentajes de proteína y lípidos incluidos en los alimentos. 

Finalmente, para la búsqueda de materias primas candidatas a ser utilizadas en la elaboración 

de dietas específicas para esta especie, se utilizó la técnica de digestibilidad in vitro mediante 

pH-stat. Para ello, se utilizaron extractos enzimáticos de juveniles, los cuales sirvieron para 

evaluar las materias primas proteicas en condiciones ácidas y alcalinas; sumándose la 

cuantificación de aminoácidos libres totales producidos al finalizar la reacción. En el caso de 

la digestibilidad de los ingredientes lipídicos únicamente se evaluó la variación del pH en 

condiciones alcalinas. Las enzimas digestivas de esta especie mostraron una mayor afinidad 

por las materias primas de origen animal. Ingredientes proteicos como la harina de carne de 

res, la harina de pescado y la harina ave premium presentaron una mejor digestibilidad; 

mientras que los ingredientes lipídicos que podrían ser utilizados son los aceites de pescado. 

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de utilizar ingredientes de origen vegetal, como 

los productos de soya o algunos cereales, así como aceites vegetales de oliva, maíz y soya.    

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



1 

 

1.- INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años, la acuicultura ha sido considerada como uno de los sectores 

productivos con mayor crecimiento, aportando casi el 50% de los productos de origen acuáticos 

para consumo humano (FAO, 2014a). Este sector podría ser una de las alternativas para resolver 

el problema de la seguridad alimentaria que padecen muchos países, con la producción de 

diversos organismos acuáticos. Si bien se ha recomendado cultivar especies nativas, son las 

especies exóticas las que mayor producción mundial han tenido debido tanto a su importancia 

social como comercial (FAO, 2015a). 

 

En México, la acuicultura se basa en especies introducidas (Baltazar, 2007), pero en los últimos 

años ha aumentado el interés en el desarrollo del cultivo de especies nativas dulceacuícolas y 

marinas. En el sur del país, se desarrollan las tecnologías para el cultivos de especies locales 

como pejelagarto (Atractosteus tropicus), tenguayaca (Petenia splendida), castarrica 

(Cichlasoma urophthalmus) y robalos (Centropomus undecimalis); las cuales son mayormente 

apreciadas y aceptadas en la región ante las especies introducidas (Márquez, 2011; SAGARPA, 

2013; Contreras-Sánchez et al., 2012). Dentro de las especies localizadas en la región sur de la 

costa del Pacifico Mexicano se ha puesto también interés en la mojarra tahuina con fines 

acuícolas; recientemente nombrada por Říčan et al., (2016) como Amphilophus trimaculatus 

Günther, (1867), anteriormente nombrada Cichlasoma trimaculatum. 

 

Las características con que cuenta A. trimaculatus son interesantes para desarrollar su tecnología 

de cultivo. Es una especie dulceacuícola con tolerancia a la salinidad que se distribuye desde 

México hasta El Salvador, habita en cuerpos de agua cercanos a la costa, como ríos, lagunas y 

esteros (Orellana-Amador, 1992; Miller et al., 2009). En los estados de Guerrero, Oaxaca y 

Chiapas tiene un elevado valor comercial, debido a la demanda que se tiene por el consumo 

cultura en la región (Ortiz-Cruz, 2011). En cautiverio tolera las condiciones de manejos y 

variaciones de los parámetros físicos y químicos del agua; posee hábitos alimenticios de un 

omnívoros, con tendencia a carnívora y acepta fácilmente el consumo de alimentos comerciales 

de otras especies (Violante, 1995). 
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La alimentación y nutrición en las especies de cultivo son fundamentales para generar sistemas 

de producción acuícolas eficientes y económicamente rentables. Por ello, debe formularse un 

alimento para cada una de las especies cultivadas; en base a que tienen diferentes requerimientos 

nutricionales, los cuales incluso pueden cambiar durante sus etapas de desarrollo (De la Higuera, 

1987; Tacon, 1989). Estos estudios permite conocer los niveles óptimos de proteínas, lípidos, 

carbohidratos, entre otros; para proporcionar la menor cantidad necesaria para sostener el 

mantenimiento, crecimiento y reproducción del propio organismo (Watanabe, 1987). Además, 

de una formulación adecuada, se han establecido protocolos de alimentación para proporcionar 

las cantidades correctas; reduciendo las perdidas las cuales desembocaría en aumento tanto en 

los costos y la contaminación de los sistemas de producción (Catacutan et al., 2001; Abdo de la 

Parra et al., 2010). 

 

Las proteínas y los lípidos son considerados como los nutrientes de mayor relevancia en la 

formulación de los alimentos para peces. Uno de los factores principales que afecta directamente 

al crecimiento y desarrollo en peces es la proteína; por estar íntimamente relacionada tanto en 

la formación de estructuras como en el aporte de energía. Además, es considerado uno de los 

nutrientes más caros, constituyendo entre el 50 y el 70% del costo de la dieta (García-Ortega et 

al., 2010; Almeida y Possebon, 2014). El caso de los lípidos, también son de gran relevancia ya 

que aportan energía, promueven el crecimiento y son la base en el suministro de ácidos grasos 

esenciales (Watanabe, 1987).  

 

Otro de los aspectos fundamentales para la elaboración de alimentos es la selección de los 

ingredientes empleados, que se realiza bajo diferentes criterios. Algunas de las condiciones por 

las que una materia puede ser seleccionada o descartada para su uso en la formulación son la 

disponibilidad en la región, el precio y las características fisiológicas digestivas de la especie; 

las cuales permitirán obtener un mayor aprovechamiento de los nutrientes (Álvarez-González, 

2003; Moyano 2006). Actualmente los ingredientes más utilizados son las harinas y aceites de 

pescado, pero la alta demanda de los últimos años ha incrementado su precio y se está alzanzado 

el límite máximo de explotación (Tacon et al., 2011). Por ello, la búsqueda de ingredientes 

alternativas tanto de origen animal como vegetal, para la formulación de dietas para diferentes 

especies, es uno de los estudios con mayor interés en los últimos años. Una forma de realizar la 
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selección de ingredientes es la simulación del proceso digestivo mediante la digestibilidad in 

vitro (Moyano et al., 2014). Uno de estos métodos es el pH-stat, mediante el cual se puede 

obtener una referencia de la bioaccesibilidad de los nutrientes de cada una de las materias primas 

después de simular el proceso de digestión (Parada y Aguilera, 2007; Hamdan et al., 2009). Así 

se podrían seleccionar o descartar ingredientes potenciales para la formulación de alimentos en 

las diferentes etapas del cultivo.   

 

La etapa larvaria es crucial para consolidar una especie en la producción acuícola; debido a que 

el proceso de alimentación es más complejo por las pautas de alimentación y la formulación de 

alimentos, a causa de la formación y desarrollo del sistema digestivo. Por ello, es importante 

determinar en qué momento del desarrollo se encuentra el digestivo completo y funcional, para 

iniciar la alimentación exógena. Los métodos usualmente utilizados para dicho fin son las 

pruebas histológicas, moleculares y bioquímicas. Los estudios histológicos describen la  

formación de los órganos del sistema digestivo y la posible funcionalidad (Treviño et al., 2011). 

Los trabajos moleculares y bioquímicos, permiten el entendimiento de la relación existe entre 

transcripción de un gen particular de una enzima digestiva, y la actividad para llevar acabo el 

proceso de digestión (Galaviz et al., 2012). Por ello, un conocimiento adecuado sobre el 

desarrollo del sistema digestivo permitirá entender parte de las necesidades nutricionales de las 

larvas; con lo que se podrán elaborar dietas y protocolos de alimentación para reducir los 

factores limitantes en el larvicultivo y obtener larvas de buena calidad para las siguientes etapas 

del cultivo (Hamre et al., 2013). 

 

Por lo tanto, la presente investigación tiene como objetivos aportar información sobre el 

desarrollo y fisiología digestiva en la etapa larvaria; así como también, evaluar los 

requerimientos nutricionales y los posibles ingredientes potenciales en la elaboración de dietas 

para la etapa juvenil de A. trimaculatus. Esto aportará información relevante para facilitar el 

diseño de protocolos de alimentación y la formulación de alimentos que potencie la producción 

acuícola en la región. 
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2.- ANTECEDENTES 

 

2.1.- La acuicultura como alternativa para la seguridad alimentaria: La acuicultura es una de 

las alternativas más prometedoras para resolver la problemática de la seguridad alimentaria de 

la sociedad moderna. La FAO en el Estado de la Inseguridad Alimentaria en el Mundo; reporta 

que existen alrededor de 805 millones de personas en el mundo crónicamente subalimentadas 

(FAO, 2014b). También menciona que este problema tan complejo debe ser combatido desde 

los distintos sectores productivos, tales como el agrario, la silvicultura, el desarrollo rural, el 

comercio, la pesca, entre otros. En este sentido, la pesca mundial en los últimos años ha aportado 

alrededor de 90 millones de toneladas de producción; manteniendo una tasa de crecimiento 

media anual del 3.2%. Mientras que la acuicultura tiene una tasa de crecimiento media anual del 

6.2%, considerándose posiblemente como el sector productivo de mayor crecimiento. Aporta 

casi el 50% del pescado mundial para el consumo humano (FAO, 2014a); lo cual, ha generado 

contribuciones importantes para reducir la pobreza y la seguridad alimentaria mundial. 

Actualmente a nivel mundial en el cultivo de especies acuáticas es diversa; la FAO tiene 

registrada cerca de 567 especies acuáticas cultivables, siendo principalmente peces, crustáceos, 

algas y moluscos (FAO, 2015b). Mientras que en México se cultivan 61 especies, de las cuales 

40 son nativas y 21 son de origen exótico habiéndose introduciendo al país para su cultivo (FAO, 

2013). Sin embargo, se siguen realizando investigaciones en el área de fisiología digestiva, 

nutrición y alimentación, fisiología reproductiva, mejoramiento genético, alternativas para 

alimentos acuícolas, entre otras áreas para desarrollar la tecnología de cultivo para especies 

nativas; las cuales tienen una preferencia social en la región y precios más elevados en las 

distintas regiones (Márquez, 2011; Contreras-Sánchez et al., 2012; SAGARPA, 2013).  

 

2.2.- Fisiología digestiva en peces: La fisiología del sistema digestivo en peces difiere en las 

distintas especies; a pesar de las diferencias anatómicas, fisiológicas y hábitos alimenticios, la 

función básica del aparato digestivo es la capacidad de digerir y absorber los nutrientes; pero 

llevar acabo estos procesos en los primeros días de desarrollo es complicado porque aún se 

encuentra en formación y aun no es completamente funcional (Treviño et al., 2011). En este 

caso, se realizan distintos estudios en diferentes áreas (histología, bioquímica, biología 

molecular, digestibilidad) encaminados a comprender el funcionamiento del sistema digestivo 
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en la etapa larvaria. Permitiendo así, la generación de tecnología de larvicultivo, en esta etapa 

considerada para algunas especies el cuello de botella para el cultivo (Gisbert et al., 2008; 

Zambonino-Infante et al., 2008). 

 

2.2.1.- Estudios histológicos en la fisiología digestiva de larvas de peces: Las técnicas 

histológicas permiten estudiar la condición nutricional por medio de las modificaciones en el 

tejido celular de diferentes órganos del aparato digestivo. Estos estudios se han realizado en 

larvas de Engraulis anchoita, donde se describieron las condiciones nutricionales y se determinó 

un índice de condición histológico para diferentes estadios de crecimiento; así también se 

encontró que un periodo corto de inanición genera un deterioro progresivo en los diferentes 

tejidos (Díaz et al., 2011). En peces adultos particularmente se describen la forma de cada 

órgano del sistema digestivo; en Pimelodus blochii se describió detalladamente como está 

constituida la boca, el esófago, el estomagó el cual resultó ser grande y musculoso con gran 

número de glándulas gástricas, y el intestino que es de longitud intermedia; todas estas 

características histológicas podrían indicar los hábitos alimenticios de cada especie, en donde 

para P. blochii indica que es de hábitos omnívoros con tendencia a carnívora (Guzmán-Beltran 

et al., 2013).  

 

En la etapa larvaria, los estudios se enfocan en la descripción del proceso de formación, 

desarrollo y funcionalidad del sistema digestivo. En el trabajo de Hernández et al., (2014) se 

utilizaron pruebas histológicas e histoquímicas para describir la organogénesis en la etapa 

larvaria de Rhamdia quelen encontrando que al momento de eclosión las larvas tiene un sistema 

digestivo rudimentario (tubo recto), el cual tiene cambios importantes en los días 4 y 6 dde 

donde se produce la separación de la región anterior y posterior del intestino. Pero es entre los 

días 12 y 15 dde cuando el sistema digestivo tiene las características de un juvenil y se considera 

funcional para la digestión y absorción de cualquier alimento. En cíclidos se han realizados 

algunos estudios como el de Pterophyllum scalare, en donde se determinó ocho estadios de 

desarrollo para el proceso de formación del sistema digestivo, comprendiendo un total de 119 

horas con 44 min. El cual, inicia desde el momento de la gástrula hasta la absorción del saco 

vitelino, siendo en el estadio número ocho donde se presenta el movimiento de las mandíbulas 

(Ávila et al., 2008). En P. splendida y C. urophthalmus se ha descrito una pronta formación de 
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la morfología y funcionalidad del sistema digestivo entre los días 15 y 19 dde, en donde ya se 

observa la diferenciación de las regiones de bucofaringe, esófago, estómago e intestinos, así 

como las glándulas de accesorias del tracto digestivo (Treviño et al., 2011; Cuenca-Soria et al., 

2013a).  

 

2.2.2.- Expresión de genes precursores de las enzimas digestivas en peces: En peces algunos 

de los genes precursores de enzimas digestivas que más se han estudiados son el pepsinógeno, 

tripsinógeno y quimiotripsinógeno. Por mencionar algunos trabajos se describe el de Gawlicka 

et al., (2001) quienes estudiaron la expresión del pepsinógeno IIa y pepsinógeno IIb en 

diferentes células del estómago de Pleuronectes americanus; encontrando expresión de estos 

genes en las células de las glándulas gástricas. En donde se lleva a cabo la síntesis de 

pepsinógeno y la secreción de ácido clorhídrico, para convertir el pepsinógeno a su forma activa 

(pepsina). Este proceso de síntesis del pepsinógeno y su activación con el ácido clorhídrico se 

ha descrito también en otros vertebrados (Kageyama, 2002). Otros estudios se han centrado en 

la aislación y purificación de genes para la caracterización, como en Lateolabrax japonicus y 

Monopterus albus en donde a tres tipos de pepsinógenos PG1, PG2 y PG3; se les calculó la 

temperatura, pH óptimo, efecto de inhibición y peso molecular, encontrando que las 

características observadas son parecidas a las descritas para otros peces y algunos mamíferos 

(Min-Jie et al., 2011; Wu-Yin et al., 2011). En Centropomus undecimalis y P. splendida se han 

estudiado la expresión del gen tripsinógeno en la ontogenia inicial. En el caso de C. undecimalis 

se midió en los primeros 12 dde de la eclosión, encontrándose expresión a partir del día 3 dde y 

ésta se incrementa después del día 5 dde (Martínez-Burguete, 2012). Al compararlo con P. 

splendida el tripsinógeno se detectó antes de la eclosión de la larva y la máxima expresión se 

registró en los días 3 y 23 dde (Arevalo-Galan, 2009). La detección de la expresión del 

tripsinógeno antes de la eclosión se ha registrado en otras especies; esto es adjudicado a la 

transferencia genética de los progenitores. En las especies Dicentrarchus Labrax, Sciaenops 

ocellatus y Solea senegalensis, se ha detectado actividad tripsina al momento de la apertura de 

la boca entre los días 2 y 4 dde dependiendo de la especie. En este caso la activación del 

tripsinógeno es previo a la actividad enzimática, coincidiendo con los descrito por  Zambonino 

y Cahu, (2001) quienes mencionan que debe existir una expresión de  tripsinógeno antes de la 

actividad enzimática. 
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La expresión de genes así como los estudios histológicos y bioquímicos pueden ser aplicados 

para determinar la funcionalidad del sistema digestivo. En la especie Lutjanus guttatus se 

realizaron estudios histológicos, bioquímicos y moleculares en los primeros 40 dde para 

entender el desarrollo de la fisiología digestiva. Los resultados muestran que la expresión de 

tripsinógeno y la actividad enzimática de tripsina son detectadas desde los primeros días de la 

eclosión, pero se incrementan a lo largo del desarrollo y en los cambios de alimentación. La 

expresión de pepsinógeno y tripsinógeno es detectada en los días 18 y 25 dde respectivamente; 

mientras que la actividad enzimática de tripsina y pepsina, en los días posteriores a la expresión 

de los genes. Con esto se sugiriere que el destete de las larvas podría realizarse entre los días 20 

y 25 dde, es decir en un menor tiempo al que se realiza en las prácticas acuícolas entre los 28 y 

30 dde (Galaviz et al., 2012). Mientras que en Oreochromis mossambicus la expresión de 

ARNm y la actividad enzimática es detectada en la primera semana; en el día 2 dde se expresa 

el pepsinógeno y en el día 1 dde el tripsinógeno y el quimiotripsinógeno; la actividad específica 

de pepsina es detectada en el día 3 dde y en el día 5 dde para tripsina y quimiotripsina. La 

expresión de los genes y la actividad de las enzimas se incrementan gradualmente después de la 

eclosión (Ming-Ji and Chin-Feng, 2006). 

 

Los estudios realizados sobre la expresión y la actividad de la α-amilasa, se asocian como 

indicadores de la funcionalidad del páncreas y la maduración del sistema digestivo (Cahu et al., 

2004; Darias et al., 2006). Estos estudios son escasos y se han realizado comumente en especies 

marinas. En donde, se ha descrito comúnmente que los patrones de expresión son elevados en 

los primeros días de la eclosión; los cuales tienden a disminuir durante las etapas de crecimiento 

de la ontogenia, como lo reportado en Dentex dentex (Gisbert et al., 2009), Labrus bergylta 

(Hansen et al., 2013), y Totoaba macdonaldi (Galaviz et al., 2015). Estos primeros niveles de 

expresión o actividad, no se ha descrito claramente la funcionalidad adjudicándose a una 

programación genética (Cahu et al., 2004; Darias et al., 2006), o bien, esto hace considerar la 

importancia de los carbohidratos en los primeros días de desarrollo de estas especies (Lazo et 

al., 2011; Murashita et al., 2014). Por su parte, los bajos niveles de expresión que se presentan 

en días posteriores a la absorción de las reservas vitelinas, se han relacionado con el 

aprovechamiento de los carbohidratos, cuando de forma oportuna son consumidos en los 

alimentos .   
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2.3.- Requerimientos nutricionales de proteínas y lípidos en peces: En peces cultivados o con 

potencial para la producción acuícola, la determinación de los requerimientos nutricionales es 

fundamental para una correcta formulación del alimento. En estos estudios los principales 

nutrientes que se consideran son las proteínas, lípidos, carbohidratos, vitaminas y minerales; los 

cuales tienen que ser proporcionados por lo menos en la mínima cantidad que permitan el 

mantenimiento y desarrollo de la especie (Maldonado-García et al., 2012). El aporte en exceso 

podría ser contraproducente ya que en algunos casos genera daños fisiológicos en los 

organismos (Fernández y Gisbert, 2010). Así también, se deben considerar los hábitos 

alimenticios y los aspectos fisiológicos del sistema digestivo, porque los requerimientos 

nutricionales cambian en cada uno de los estadios de desarrollo para cada especie (Sarasquete 

et al., 2014). Si se cuenta con una buena nutrición y los correctos protocolos de alimentación 

para las especies cultidas, la rentabilidad de los cultivos podría aumentar.  

 

La determinación del requerimiento de proteínas permite obtener el máximo crecimiento con la 

mínima cantidad de proteína en la dieta. El agregar más proteína en el alimento incrementa la 

excreción de nitrógeno por los peces y el precio del alimento; por ser el nutriente más caro y de 

mayor proporción en la fórmula (Abdo de la Parra et al., 2010; Gutiérrez et al., 2010). Este 

exceso de proteína no necesariamente generará un mayor crecimiento, porque podría ser 

utilizado como fuente de energía; aunque de alto costo (Catacutan et al., 2001). En algunas 

especies como Sparus Macrocephalus se determinó el requerimiento de proteína en 41.8% y se 

observó que por arriba de este porcentaje la ganancia en peso y la tasa de crecimiento se reduce; 

por lo que agregar más cantidad de proteína en la dieta no es garantía de un mayor crecimiento 

(Zhang et al., 2010). Mientras que en Centropristis striata requiere de aproximadamente 45% 

de proteína para obtener un máximo crecimiento (Alam et al., 2008). Sin duda, en peces 

carnívoros los requerimientos de proteínas son más elevados que en omnívoros, encontrándose 

entre el 40 y 60% (Alam et al., 2009; Biswas et al., 2009).  

 

Si bien en la mayoría de los peces en cultivo o con potencial acuícola se ha determinado el 

requerimiento de proteína, en algunas investigaciones se evalúa también el requerimiento de 

lípidos; por ser el nutriente de mayor aporte energético y de ácidos grasos en los alimentos 

formulados para peces. Pero además del aporte energético, promueven el crecimiento mediante 
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el desarrollo de la membrana celular con el suministro de fosfolípidos y colesterol (Carrasco-

Chávez, 2004); mejorando la supervivencia en la etapa larvaria. Sin embargo, un exceso de 

lípidos en los peces puede provocar anormalidades en las células del hígado (hepatocitos); 

afectando la respuesta de inmunidad y reduciendo la resistencia a los agentes patógenos 

(Yildirim-Aksoy et al., 2009). Por ello, se debe proporcionar la cantidad adecuada o el mínimo 

requerido por el pez para el mantenimiento, crecimiento y salud de los peces cultivados. La 

fuente de lípidos debe proporcionar los ácidos grasos esenciales de tipo poliinsaturados (PUFA) 

como el ácido araquidónico (ARA, 20:4n-6), el ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), el 

ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), el ácido linoleico (18:2n-6) y ácido linolénico (18:3n-

3) (Hamre et al., 2013). Los peces dulceacuícolas cuentan con la capacidad de elongar y 

desaturar ácidos grasos de tipo linolénico (18:3n-3) y linoleico (18:2n-6), para producir ácidos 

grasos de 20 y 22 carbonos como EPA, ARA y DHA; capacidad que los peces marinos no tienen 

y que deben obtenerlos a través del alimento (Ackman y Kean-Howie, 1995; Aparicio-Simón, 

2004). Los requerimientos de lípidos y ácidos grasos esenciales han sido evaluados en las 

diferentes etapas de crecimiento mediante el método dosis-respuesta. En varios experimentos se 

evalúan en conjunto el requerimiento de lípidos y proteínas, como en juveniles (11.80 ± 0.15 g) 

de Brachymystax lenok; en donde evaluaron los niveles de proteína de 400, 450, 500 y 550 g 

kg-1 con dos niveles de lípidos de 80 y 160 g kg-1. La dieta de 550 g kg-1 de proteína cruda y 80 

g kg-1 de lípidos se obtuvo el mayor crecimiento y eficiencia alimenticia. Sin embargo, la dieta 

con 450 g kg-1 de proteína y 160 g kg-1 de lípidos muestra un crecimiento y una alimentación 

eficiente similar; y podría ser la más adecuada para la engorda de B. lenok por aspectos 

económicos y ambientales (Xu et al., 2015). Mientras que en Lutjanus guttatus (2.2 ± 0.1 g) se 

requiere de por lo menos 45% de proteína y 9% de lípidos para su mayor crecimiento y 

supervivencia. Sin afectar los factores de condición y de conversión alimenticia, en este estudio 

se evaluaron los niveles de proteína de 40, 45 y 50% y de lípidos 9, 12 y 15% (Abdo de la Parra 

et al., 2010). La tendencia actual, en la formulación de alimentos para peces, busca incrementar 

la cantidad de lípidos en la dieta para ser utilizados como fuente energética, y así disminuir el 

nivel de proteína, permitiendo la reducción de costos y el impacto ambiental; al disminuir la 

cantidad de nitrógeno excretado por los peces debido al exceso de proteína que podría estar en 

la dieta (Schulz et al., 2008). En algunos estudios únicamente se evalúa el nivel de lípidos para 

evitar que otros nutrientes puedan modificar las  variables de respuestas. En Oreochromis 
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aureus x Tilapia nilotica (8.0 ± 0.1 g) se probaron tres niveles de lípidos (40, 60 y 80 g kg-1) 

con dietas extruidas y en pellet, todas las dietas contenían 280 g kg-1 de proteína cruda. El 

proceso de extrusión y de peletilizado no influyó en el requerimiento de lípidos es cual fue de 

60 g kg-1 para ambas dietas (Ma et al., 2015). 

 

2.4.- Digestibilidad “in vitro” en peces: La métodos de digestibilidad in vitro están siendo 

aplicados en evaluación de ingredientes alternos, para la formulación de alimentos acuícolas. 

Las pruebas in vitro procuran simular el proceso de digestión, algunas intentan integrar las 

diferentes etapas del proceso; como la digestión ácida/alcalina y la absorción de nutrientes 

(Morales y Moyano, 2010); mientras que otros son puntuales en la etapa de la digestión acida y 

alcalina,  como es el método del pH-stat (Hamdan et al., 2009). Sin duda, las ventajas de los 

métodos in vitro es que permiten la evaluación de ingredientes en un menor tiempo, son seguros 

y no tiene restricciones éticas como los métodos in vivo (Velazco-Vargas et al., 2014). El pH-

stat permite determinar la biodisponibilidad de los nutrientes proteicos y lipídicos entre otros; 

por medio del grado de ruptura de los enlaces peptídicos por acción de las diferentes proteasas 

en ingredientes proteicos (Alarcón et al., 2002); y por la velocidad de hidrólisis de los enlaces 

éster para los ingredientes lipídicos (Nolasco et al., 2006). En algunos peces marinos se han 

aplicado estos estudios como en juveniles de Gadus morhua con extractos de ciegos pilóricos y 

en la ontogenia de larvas de Paralichthys californicus mediante extractos de pool, en ambos se 

evaluó la digestión alcalina para 17  y 9 ingredientes respectivamente (Tibbettes et al., 2011; 

Martínez-Montaño y Lazo, 2012). En peces dulceacuícolas, también se han realizado estas 

investigaciones, como en juveniles de Cichlasoma urophthalmus donde se evaluaron 29 

ingredientes proteicos de origen animal y vegetal para la digestión ácida y alcalina; encontrando 

que los ingredientes con mayor grado de hidrólisis resultaron ser la carne y vísceras de pollo, 

carne de cerdo y pasta de coco (Cuenca-Soria et al., 2013b). En Atractosteus tropicus se han 

aplicado en la digestión ácida y alcalina, tanto en larvas como juveniles evaluando ingredientes 

proteicos y lípidos para ser utilizados en la formulación de alimentos balanceados. En larvas, 

las harinas que podrían ser utilizadas srerian la de camarón, jaiba y de pescado (Frías-Quintana 

et al., 2010); mientras que en juveniles los ingredientes proteicos podrían ser principalmente la 

harina de pescado, de carne y visceras de pollo, de res y calamar. En cuanto a los ingredientes 

lipídicos, se podrían utilizar el aceite de pescado, oliva y de maíz (Guerrero-Zarate, 2010). 
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2.5.- Estudios realizados en Amphilophus trimaculatus: Debido al cambio del nombre 

científico de esta especie ocurrido durante la investigación, surgue el interés de mencionar que 

toda especie con interés acuícola, deberá ser correctamente identificada taxonómicamente. Estos 

cambios o adecuaciones taxonómicas pueden generar algunas dificultades en la búsqueda de 

antecedentes, lo cual podría generar algunas afectaciones en el desarrollo tecnológico del 

cultivo. En el caso de, A. trimaculatus desde la primera vez que se describió ha tenido cuatro 

cambios en el nombre científico según lo descrito por Eschmeyer et al., (2017). Inicialmente 

fue nombrada como •Heros trimaculatus por Günther, (1867), años más tarde se le asignó el 

nombre de •Parapetenia trimaculata (Günther 1867) por Hernández-Rolon, (1990), pero 

enseguida se cambio a •Cichlasoma trimaculatum (Günther 1867) por Conkel, (1993). 

Posteriormente, se modifico a •"Cichlasoma" trimaculatum (Günther 1867) por Miller, (2006). 

Y actualmente es nombrada como •Amphilophus trimaculatus (Günther 1867) por Říčan et al., 

(2016).  

 

Los pocos estudios de A. trimaculatus han sido enfocados en la descripción de los hábitos de 

alimentación, distribución y abundancia, ciclo de vida, asociación a parásitos, desarrollo 

gonádico y reproducción en cautiverio. Los hábitos alimenticios fueron descritos por primera 

vez por Yáñez-Arancibia, (1978), quien la cataloga como un consumidor primario de tipo 

omnívoro; pero Violante, (1995) menciona que tiende a ser carnívora durante algunos meses del 

año. Es considerada una especie dulceacuícola con tolerancia a bajas salinidades (Gil, 1991; 

Díaz-Ruiz, 2006 y Miller, 2009); pero Gómez-González (2005) menciona que tienen una amplia 

tolerancia a la salinidad de 0 a 34‰. En trabajos de abundancia se tiene los de Gil, (1991) y 

Díaz-Ruiz, (2006) el primero realizado en la laguna de Tres Palos, Guerrero y el otro en el 

sistema lagunar-estuarino Chantuto-Panzacola, Chiapas; en los dos sistema se encontró una 

abundancia relativa baja (menor al 1%) con respecto a otras especies. Mientras que en el sistema 

lagunar-estuarino de Carretas-Pereyra, A. trimaculatus se encuentra entre las especies que 

representan el 86% de la captura en distribución y abundancia numérica (Velázquez-Velázquez 

et al., 2005). En estudios de parasitología se tiene el de Violante-González, (2008), donde 

menciona que A. trimaculatus, presenta mayormente parásitos de tipo generalistas y pocos que 

son especialistas de cíclidos. En cuestiones de fisiología reproductiva las hembras alcanzan 

primero la madurez sexual a los 14 cm de longitud total, con desoves promedios de huevos de 
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3,082.42  1,060.52; mientras que en los machos la madurez sexual es hasta los 14.92 cm 

longitud total (Violante, 1995). Se ha logrado la producción de larvas en sistemas de 

recirculación al utilizar una proporción de sexo 2:1 (hembras-machos); las cuales se han 

utilizado para el repoblamiento de los sistemas lagunares-estuarinos del Estado Chiapas, y otra 

parte para cuestiones de investigación (Uscanga-Martínez et al., 2012). Se evaluó el desarrollo 

gonádico en temporada de secas y lluvias, en donde se encontraron cinco estadios de maduración 

y se indico que la temporada de reproducción es en la época de secas iniciando posiblemente en 

el mes de enero (Ortiz-Cruz, 2011). 

 

Hasta el momento, solo se dispone de dos estudios relacionados con la actividad enzimática 

digestiva y otro sobre el requerimiento proteíco. En larvas se estudiaron por pruebas 

bioquímicas y electroforéticas las enzimas de proteasas ácidas y alcalinas, lipasas, amilasas y 

fosfatasas durante la ontogenia inicial, en donde se considera que esta especie tiene completa su 

maquinaria enzimática digestiva a partir del día 9 después de eclosión, por lo que se recomienda 

realizar el proceso de deshabituación de alimento vivo a alimentos inertes al día 15 después de 

eclosión (Toledo-Solís et al., 2015). El otro estudio, corresponde a la caracterización de las 

proteasas digestivas en juveniles, encontrando que la digestión es realizada en conjunto con las 

proteasas ácidas como alcalinas, en donde las proteasas alcalinas resultaron ser más estables a 

los cambios de pH y temperatura. Mientras que las proteasas ácidas presentan elevada 

sensibilidad al inhibidor de pepsina tipo A (Toledo-Solís et al., 2016). Por otra parte, se 

determino el requerimiento proteico en larvas de 0.70 g de peso y una longitud total de 3.23 cm 

en promedio; se evaluaron dos niveles de proteínas de 45% y 35%, comparada con un alimento 

comercial del 45% de proteína. En donde se determinó que las larvas tienen un mayor 

crecimiento en peso (2.91 g) y longitud total (5.04 cm) con niveles del 45% de proteína 

(Violante, 1995).  
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3.- JUSTIFICACIÓN 

 

La acuicultura podría ser una de las alternativas para resolver el problema de la seguridad 

alimentaria, con la incorporación del cultivo de nuevas especies. En los últimos años, se han 

realizado investigaciones para desarrollar las técnicas de cultivo para cada especie con potencial 

acuícola. Sin embargo, uno de los problemas que radica en ciertas especies de cultivo, es un 

retraso en el crecimiento en algunas etapas de desarrollo con larvaria, juvenil o adulta. Esté 

puede ser afectado por diversos factores, como son genéticos, densidades de siembra, 

parámetros físico-químicos, alimentación y nutrición, entre otros. En este aspecto, los problemas 

relacionados a la nutrición son ocasionados principalmente por el alimento suministrado que 

puede generar un retraso en el crecimiento, debido a que en la mayoría de las ocasiones se 

proporciona una dieta formulada para otras especies y podría ser deficiente en nutrientes. Si 

bien, se procura suministrar la dieta más parecida a los hábitos alimenticios de la especie en 

cultivo; ésta no está formulada de acuerdo a la capacidad digestiva y a los requerimientos 

nutricionales que se necesitan para mejorar el crecimiento. Además, en la etapa larvaria de 

algunas especies el crecimiento es aún más complicado; porque no se cuenta con un sistema 

digestivo desarrollado para llevar a cabo eficientemente el proceso de digestión y absorción de 

los alimentos. Esto debido a que no todas las enzimas digestivas están presentes desde el 

momento de la eclosión de la larva y estas muestra actividad después de la formación de los 

órganos del sistema digestivo y de la expresión de los genes precursores de las enzimas 

digestivas. Por lo tanto, en la presente investigación se genero información que permitirá 

mejorar el crecimiento en la etapa larvaria y juvenil del cultivo de A. trimaculatus. En la etapa 

larvaria se genero información para describir el proceso de formación del sistema digestivo y la 

identificación de algunos genes precursores de las enzimas digestivas; asi como los 

requerimientos nutricionales de proteína y lipidos. Para la etapa juvenil se prpusieron los 

posibles ingredientes para elaborar dietas específicas de la especie. 
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4.- OBJETIVOS 

 

4.1- Objetivo general 

Contribuir al conocimiento en la fisiología digestiva de la etapa larvaria y en la nutrición 

de juveniles de Amphilophus trimaculatus para la elaboración de protocolo de 

alimentación y formulación de alimentos acuícolas. 

 

4.2- Objetivo especifico 

 

4.2.1.- Capitulo I: Describir histológicamente el desarrollo morfológico y fisiológico del 

sistema digestivo en la etapa larvaria de A. trimaculatus. 

 

4.2.2.- Capitulo I: Determinar la expresión de genes precursores de las enzimas 

digestivas de proteasas (ácidas y alcalinas) y α-amilasa durante la etapa larvaria de A. 

trimaculatus. 

 

4.2.3.- Capitulo II: Determinar el requerimiento de proteína y lípidos en larvas de A. 

trimaculatus. 

 

4.2.4.- Capitulo III: Evaluar la digestibilidad in vitro de diversos ingredientes proteicos 

y lipídicos para la formulación de alimentos en juveniles de A. trimaculatus. 
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5.- HIPÓTESIS 

 

1.- En la etapa larvaria tanto los estudios histológicos como de biología molecular se han 

aplicado para elegir el momento adecuado para iniciar la alimentación exógena; mediante el 

entendimiento del desarrollo de la fisiología digestiva y el conocimiento de los zimógenos 

precursores de las enzimas digestivas. En A. trimaculatus los análisis bioquímicos muestran 

actividad enzimática en días después de la eclosión, pero la actividad enzimática incrementa en 

el día 6 y 11 dde. Por ello, se espera encontrar zimógenos en los primeros días de la eclosión y 

que estos se incrementen en el transcurso de los días. Así también, se considera que el sistema 

digestivo estará completamente formado y será funcional antes del día 15 dde, para llevar acabo 

los procesos de digestión y absorción de nutrientes.  

 

2.- En peces con hábitos alimenticios de omnivoría con tendencia a la carnivoría pueden requerir 

elevados porcentajes de proteínas y de lípidos. Las proteínas son la fuente principal de 

aminoácidos esenciales y los lípidos de ácidos grasos esenciales; ambos nutrientes promueven 

un mayor número de procesos bioquímicos eficientes, para incrementar el crecimiento en peso 

y longitud de los peces. En la etapa larvaria de A. trimaculatus se espera que el requerimiento 

de proteína se encuentre entre 45 y 50%; mientras que el requerimiento de lípidos este entre 15 

y 22%. 

 

3.- Existe una gran cantidad de ingredientes proteínicos y lipídicos que pueden ser utilizados 

para la formulación de dietas en peces. Sin embargo, el uso de estos ingredientes está en función 

al requerimiento nutricional y a la capacidad digestiva de la especie. Desde el punto de vista 

enzimático el alimento para A. trimaculatus podría estar formulado por ingredientes de origen 

animal y vegetal. Pero podrían ser las harinas proteicas y aceites provenientes de origen animal 

las que tengan una mayor digestibilidad a los ingredientes de origen vegetal.  
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7.- CAPÍTULOS  

 

7.1.- Capitulo 1. Desarrollo histológico del sistema digestivo y expresión génica de enzimas 

digestivas en la ontogenia inicial de la mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus) 

 

Toledo-Solís F.J.1, Hilerio-Ruíz A.G.1, Jiménez-Martínez L.D. 2, Sáenz de Rodrigáñez M.3, 

Martínez-García R.1, Tovar-Ramírez D.4, Álvarez-González C.A.1 
 

1Laboratorio de Acuicultura Tropical, División Académica de Ciencias Biológicas, Universidad 

Juárez Autónoma de Tabasco, 0.5 km Carretera Villahermosa-Cárdenas, C.P. 86039 

Villahermosa, Tabasco, México.  
2Laboratorio de Biología Molecular, División Académica Multidisciplinaria de Jalpa de 

Méndez, Universidad Juárez Autónoma de Tabasco, km 27 Carretera Estatal Libre 

Villahermosa-Comalcalco, C.P. 86205. Jalpa de Méndez, Tabasco, México. 
3Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias de la Salud, Campus de Melilla, Universidad 

de Granada.  Calle Santander, 1, C.P. 52005. Melilla, España. 
4Instituto Politécnico Nacional, Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste La Paz, 

B.C.S., México. 

 

7.1.1.- RESUMEN 

La mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus), es un cíclido nativo en la costa del 

Pacifico Sur de México. Está especie es considerada como un candidato potencial para la 

acuicultura, de acuerdo a la importancia comercial que presenta en la zona y los aspectos 

biológicos de cultivo. Por ello, actualmente se trabaja en el establecimiento de los protocolos de 

alimentación para desarrollar su cultivo. Sin embargo, se desconocen diversos aspectos 

fisiológicos básicos como son el desarrollo del sistema digestivo y los patrones de expresión de 

los genes precursores de las enzimas digestivas durante la ontogenia inicial. Para ello, se 

tomaron muestras desde huevo hasta el día 30 después de eclosión (dde, 11.68±0.35 mm) para 

realizar estudios sobre el desarrollo del sistema digestivo por medio de histología y la expresión 

de enzimas digestivas por qPCR. En los análisis histológicos se aplicó una tinción con 

hematoxilina-eosina (H&E), mientras que para los análisis de expresión génica, primeramente 
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se realizó la identificación de forma parcialmente las secuencias del pepsinógeno (MG967448), 

tripsinógeno (KX697033), quimotripsinogeno (KX697034) y α-amilasa (MG967449). 

Posteriormente, se cuantificó por medio de qRT-PCR el patrón de expresión de cada zimógeno. 

Se encontró que el sistema digestivo presenta un desarrollo abrupto característico a lo descrito 

en otros cíclidos, encontrándose desde el día 6 dde (5.82±0.32 mm) diferencias histológicas en 

distintos órganos como estómago, intestino, páncreas e hígado. Por su parte, los patrones de 

expresión muestran en este día (6 dde, 5.82±0.32 mm) una expresión significativa, indicando la 

funcionalidad de los distintos órganos del sistema digestivo. Se puede concluir que el completo 

desarrollo morfológico y funcionalidad del sistema digestivo es próximo a los 15 dde (7.28±0.26 

mm), lo que indica que esta especie, presenta hábitos omnívoros con tendencia carnívora desde 

el periodo larvario, lo cual, podrá ser considerado en el establecimiento de los protocolos de 

alimentación y en la formulación de alimentos específicos. 

 

Palabras claves: Histología, A. trimaculatus, Expresión de genes, Ontogenia, Organogénesis, Proteasas, 

Sistema digestivo. 
 

 

7.1.2.- INTRODUCCIÓN  

 

En el área de fisiología digestiva de peces, es usual que los primeros estudios realizados 

con el fin de generar información básica, estén enfocados en la histología del desarrollo del 

tracto digestivo, los análisis de la actividad enzimática y en años recientes se han integrado los 

análisis de expresión de genes precursores de enzimas digestivas gracias al abaratamiento de 

dichas técnicas (Hachero-Cruzado et al., 2009; Chen et al., 2016). Todos estos análisis, ayudan 

a comprender el desarrollo morfológico y la funcionalidad del sistema digestivo, principalmente 

en las etapas iniciales donde la capacidad digestiva es aún limitada (Zambonino Infante et al., 

2008). Añadido a esto, también se han utilizado como indicadores del estado nutricional de los 

organismos en las distintas etapas de desarrollo. Por lo tanto, en las especies con potencial para 

ser incorporados a la acuicultura, dicha información podrían ayudar a establecer los protocolos 

de alimentación de las distintas etapas de cultivo. 
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Las larvas de peces puede ser morfológicamente capaces de alimentarse desde el momento de 

la apertura de la boca, aunque no necesariamente nutrirse, lo cual depende del tipo de alimento 

que se les dio (Canino & Bailey, 1995; Govoni et al., 2004); de ahí la importancia de realizar 

estos estudios. Si bien, histológicamente el desarrollo del sistema digestivo tiende a ser similar 

en peces teleósteos, estos son considerados interespecíficos en la relación al tiempo de 

desarrollo y funcionalidad durante la organogénesis (Lazo et al., 2011). Es por ello, que se han 

realizado en distintas especies como en Oreochromis niloticus (Morrison and  Wright, 1999), 

Petenia splendida (Treviño et al., 2011) y Cichlasoma urophthalmus (Cuenca Soria et al., 

2013).  

 

Por su parte, los análisis bioquímicos de actividad enzimática se siguen utilizando para indicar 

la funcionalidad y madurez del sistema digestivo, como los realizados en Palabrax 

maculatofasciatus (Álvarez González et al., 2008) y en Dentex Dentex (Gisbert et al., 2009). 

Mientras que los estudios de expresión génica permiten comprender eventos moleculares que 

rigen la capacidad y funcionalidad del sistema digestivo (Murray et al., 2006). Dichos trabajos 

enfocados en este campo, se centran en el estudio de aquellos genes relacionados con las rutas 

metabólicas asociadas a los precursores de enzimas pancreáticas y gástricas; debido al papel que 

desempeñan este tipo de enzimas en el proceso de digestión (Moyano, 2005; Manríquez et al., 

2011; Moguel-Hernández et al., 2016). En algunas especies como Sparus aurata, Paralichthys 

olivaceus, Pagrus pagrus y Scophthalmus maximus, se han analizado los patrones de expresión 

de genes precursores de enzimas pancreáticas como tripsina, quimotripsina, lipasas de sales 

biliares, α-amylase y en menor proporción las gástricas como pepsina. Esto ha permitido 

relacionar la variación del comportamiento de la expresión con la organogénesis del sistema 

digestivo durante las primeras etapas de desarrollo; permitiendo una mayor compresión de cómo 

el proceso de digestión es regulado por los mecanismos moleculares correspondientes (Darias 

et al., 2007; Lee et al., 2017; Chi, et al., 2013; Mata-Sotres, 2016). En la mayoría de los casos, 

durante la ontogenia inicial de cualquier especie de cierto interés, estos estudios se realizan de 

forma independientes. Sin embargo, cada vez son más usuales los trabajos que integran estos 

análisis describiendo los patrones de actividad y expresión génica, como el realizado de la 

enzima tripsina en Sphoeroides annulatus (García-Gasca et al., 2006) y para las enzimas tripsina 
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y pepsina en Lutjanus guttatus (Galaviz et al., 2012); ambos integrando descripciones de tipo 

histológicas.  

 

Por otro lado, C. trimaculatum Günther, (1867), nombrada recientemente por Říčan et al., 

(2016) como Amphilophus trimaculatus Günther, (1867), es un cíclido nativo del suroeste 

mexicano de importancia comercial en la zona del Pacífico (Violante, 1995; Ortiz-Cruz, 2011). 

Actualmente se está trabajando en el establecimiento de los protocolos de alimentación para 

desarrollar y optimizar su cultivo. Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado en 

la descripción de la fisiología digestiva, resumiéndose en la obtención de las actividades 

enzimáticas durante la ontogenia inicial y la caracterización de las proteasas digestivas en 

juveniles (Toledo-Solís et al., 2015; 2016). Por lo tanto, en el presente trabajo se describió el 

desarrollo del sistema digestivo y los patrones de expresión de los genes precursores de las 

enzimas digestivas durante la ontogenia inicial de A. trimaculatus.  
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7.1.3.- MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1.3.1.- Obtención del material biológico 

Las larvas de A. trimaculatus se obtuvieron del lote de reproductores del Laboratorio de 

Nutrición y Producción Acuícola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de 

Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH). Para ello, los reproductores fueron alimentados a 

saciedad aparente con alimento comercial Silver Cup® (32% de proteína y 5% de lípidos) tres 

veces al día, manteniéndose a una temperatura en el sistema de 28.25±0.57 °C, con fotoperiodo 

natural (12/12 h) y una oxigenación continua (5.85±0.62 mg/L). Una vez obtenida la puesta y 

observado que las larvas obtuvieran el nadado libre, se transfirieron a un sistema de 

recirculación en tanques de fibra de vidrio circulares de 180 L de capacidad, con oxigenación 

continua (6.25±0.55 mg/L) y temperatura de 27.78±0.50 °C. En donde, después de la absorción 

del saco vitelino (día 4 dde) las larvas se alimentaron con nauplios de Artemia sp. (INVE®); 

posteriormente en los días 11 y 12 dde se inició una coalimentación de nauplios y alimento 

balanceado Silver Cup Pedregal® (45% de proteína y 16% de lípidos), y a partir del día 13 dde 

(6.21±0.26 mm) únicamente se suministró alimento balanceado hasta finalizar el bioensayo. 

Todo el alimento se suministró a saciedad aparente a las 8:00, 13:00 y 18:00 h (Toledo-Solís et 

al., 2015). 

 

7.1.3.2.- Colecta de muestras para histología y molecular 

Se tomaron 10 muestras de huevos y de larvas directamente de los tanques antes de ser 

alimentados para los análisis histológicos y análisis moleculares. Los días seleccionados fueron 

el día 0 (4.60±0.10 mm), 1 (5.10±0.14 mm), 3 (5.71±0.10 mm), 6 (5.82±0.32 mm), 9 (6.28±0.31 

mm), 11 (6.57±0.33 mm), 13 (6.21±0.26 mm), 15 (7.28±0.26 mm), 17 (8.03±0.46 mm), 19 

(9.02±0.36 mm), 21 (9.14±0.36 mm), 24 (10.12±0.29 mm), 27 (11.74±0.38 mm) y 30 

(11.68±0.35 mm) dde. Las muestras de histología se fijaron en solución bouin durante 6 a 10 

horas, de acuerdo al estadio de desarrollo. Después se lavaron con agua destilada y se 

conservaron en alcohol al 50% hasta su procesamiento. Las muestras para análisis moleculares 

se lavaron con agua destilada y se preservaron por 24 horas en solución estabilizadora RNALater 

(Invitrogen®), para luego ser conservadas a -80°C hasta su posterior análisis. Paralelamente, 

esos mismos días de muestreo se tomaron 10 larvas y se realizó una biometría midiéndose el 
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peso húmedo con una balanza digital (DENVER® TP-323) y la longitud total se midió con un 

vernier digital (TRACEABLE® modelo 3415). 

 

7.1.3.3.- Análisis histológicos del sistema digestivo 

Las larvas muestreadas se deshidrataron en una serie de soluciones de alcohol de concentración 

creciente (50, 70, 80, 96, 100%), alcohol 100%/Xilol y Xilol, cada uno por 10 min a temperatura 

ambiente; para luego mantenerse en Xilol/parafina y parafina a una temperatura de 58°C por 10 

min. Seguidamente, las muestras se incluyeron en bloques de parafina, los cuales se elaboraron 

con un dispensador de parafina AP280-2 Myr. Los bloques se cortaron en un micrótomo en 

secciones sagitales a un grosor de 5 µm. La parafina de los cortes se removió con xilol y se 

secaron a 70°C por 4 horas. Posteriormente, las muestras se tiñeron con hematoxilina-eosina 

(H&E) de acuerdo a la metodología propuesta por Treviño et al., (2011). Finalmente, las 

preparaciones histológicas se observaron en un estereoscopio (Olympus 8ZX16) y en un 

microscopio (Olympus BX41) ambos con cámara digital (Olympus DP27, de 5 MP) operada 

con el programa informático CellSens (Olympus). Para realizar la fotodocumentación del 

desarrollo del sistema digestivo se obtuvieron microfotografías de las estructuras histológicas 

del canal alimentario y los órganos asociados. 

 

7.1.3.4.- Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

En los análisis moleculares la extracción de ARN total de las muestras se realizó mediante las 

especificaciones del kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion® by life technologiesTM), el 

producto final se diluyó en 20 μl de agua libre de RNAsas. Enseguida, se cuantificó por 

espectrofotometría (A260/280) con un nanodrop Jenway® y se observó la integridad del producto 

en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1X. Posteriormente se realizó la síntesis de ADNc 

a partir de 1 µg de ARN total de las muestras, bajo las especificaciones del kit iScriptTM Reverse 

Transcription Supermix for RT-qPCR (BIO-RAD®), utilizándose oligo (dT) y random primers 

en una reacción de volumen final de 20 µl por muestra. 

 

7.1.3.5.- Diseño de primers para RT-PCR y qRT-PCR 

Para la obtención de los primers específicos para la qRT-PCR, primeramente se diseñaron 

primers para la identificación de los genes de interés (pepsina, tripsina, quimotripsina y amilasa) 
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en A. trimaculatus ver tabla 1. Los primers para RT-PCR se diseñaron de regiones conservadas 

de las secuencias homologas de genes reportados (GenBank) en otros peces y utilizando 

softwares de acceso libre (ClustalW2, BLAST y Oligoanalyzer). En la identificación del gen 

pepsinógeno se ocuparon los primers publicados por Ming-Ji et al., (2006). La identificación de 

los genes se realizó en órganos (estómago, intestino e hígado/páncreas) extraídos de peces 

adultos cultivados bajo las condiciones descritas anteriormente. La RT-PCR para la 

identificación de los genes se efectuó mediante el kit Invitrogen® Platinum™ Taq DNA 

Polymerase, en una reacción de volumen final de 20 μl con ayuda de un termociclador 

eppendorf® AG22331. Los productos de RT-PCR se observaron en un gel de agarosa al 1.5% 

con buffer TAE 1X, con ayuda de un fotodocumentador Bio-rad® Universal Hood II. Los 

productos se purificaron con el kit PureLink® PCR Purification y se enviaron a secuenciar a la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Las secuencias 

obtenidas se registraron en la base de datos del GenBank. Finalmente, usando como base las 

secuencias obtenidas en el paso anterior y mediante la utilización softwares de acceso libre como 

Primer3 y Oligoanalyzer, se diseñaron los primers para qRT-PCR para una temperatura de 60 

°C (Tabla 1). 

 

7.1.3.6.- Cuantificación por qRT-PCR  

La cuantificación de la expresión relativa de los genes durante la ontogenia se llevó a cabo en 

un termociclador CFX96 Touch™ Real-Time (Bio-Rad) en una reacción de volumen total de 

10 μL por muestra donde se ocuparon 5 μl de SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green 

Supermix (Bio-Rad), 1 μl ADNc, 0.8 μl de primers (10 μmol) y 3.2 μl de agua destilada. Todas 

las reacciones se realizaron usando las siguientes condiciones: 1 ciclo de 50°C por 2 min, 

seguidos de 1 ciclo 95°C por 2 min, 40 ciclos 95°C por 15 segundos y 60°C por 30 segundos, y 

finalizando con una curva melting bajo condiciones estándar del programa de 60 ciclos para 

confirmar la amplificación de un solo producto en cada reacción y la ausencia de dímeros. Se 

utilizó el gen 18s como gen de referencia, por ser el más estable al ser comprado con otros dos 

genes en la plataforma de RefFinder (Xie et al., 2012); y como muestra control se utilizó la 

muestra de huevo.  
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la identificación y expresión de genes precursores de 
las enzimas digestivas durante la ontogenia inicial de A. trimaculatus. 

Gene/NCBI accession Direction 
Sequence 

Size 

(bp) 

Temperature 

(°C) Use 

Pepsinogen Sense TCTTGTGGGTCCCTTCAGTG 
648 

58 
RT-PCR 

MG967448 Antisense TCGGGATGTTCTGGCAGTTC 

Trypsinogen Sense CTGGGTGGTGTCTGCTGC 
500 

 

58 
RT-PCR 

KX697033 Antisense GCACATCCGTAGCCCCAG 

Chymotrypsinogen Sense GAGGAGGCCGTCCCCCACTCCTG 
647 

 

58 
RT-PCR 

KX697034 Antisense GGTGACACGGGCGTAGACAGCGG 

α-Amylase Sense TTGCTGCAGAGTGTGAGCGCTT 
526 

 

58 
RT-PCR 

MG967449 Antisense AGGCATCCACTCTGAATCCAGC 

Pepsinogen (Pep) Sense GTGAAGTGGTGTTTGGTGGTA 
169 

 
60 RTq-PCR 

 Antisense GAGGTACCAGTGTCGATGATG 

Trypsinogen (Try) Sense TGCCACCCTCAACAGTTATG 
113 

 
60 RTq-PCR 

 Antisense CTATCAGCAGTGGGGCTCAT 

Chymotrypsinogen(Chy) Sense GACCAATGATGAGTGCCAGT 
156 

60 
RTq-PCR 

 Antisense CAGGACACAATACCGACCAG 

α-Amylase (Amy) Sense CATTGCTCAAGAGTGTGAACGT 
176 

 
60 RTq-PCR 

 Antisense GTGAGGCAGAACTGAAGGACAT 

18S rRNA Sense GGACACGGAAAGGATTGACAG  
111 

 
60 RTq-PCR 

JF698683 Antisense GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC 

 

 

7.1.3.7.- Análisis estadísticos 

El análisis de la expresión relativa a lo largo de la ontogenia se realizó con el método 

comparativo 2 -ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 2001). La media de las unidades de expresión relativa 

se calculó a partir de 3 repeticiones. Enseguida se aplicaron las pruebas estadísticas de Kruskal-

Wallis y como prueba a posteriori Nemenyi para encontrar la diferencia entre los días de la 

ontogenia. Los análisis estadísticos se realizaron en el software STATISTICA V.8 (StatSoft, 

Tulsa, OK, USA) usando un nivel de significancia de p˂0.05 en todas las pruebas. 
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7.1.4.- RESULTADOS  

7.1.4.1.- Crecimiento en peso húmedo y longitud total 

El crecimiento en peso húmedo y longitud total de A. trimaculatus desde la eclosión hasta el día 

30 dde (11.68±0.35 mm) se muestran en la figura 1. En donde, se observa un crecimiento 

constante de tipo exponencial, siendo el peso húmedo = 0.004*exp(0.1299*días) (r=0.992) y la 

longitud total = 4.7301*exp(0.0314*días) (r=0.985). El promedio máximo del peso húmedo resulto 

en 0.0207 g y la longitud total en 11.68 mm al finalizar la colecta del ensayo. 

 

 
Figura 1. Crecimiento en peso húmedo (g) y longitud total (mm) durante la ontogenia inicial (0-
30 días después de eclosión) de A. trimaculatus (Promedio ± error estándar, n=10). Las líneas 
verticales indican el momento de los cambios de la alimentación. Las letras en mayúsculas el 
tipo de alimento y las letras en minúsculas indican es estadio de desarrollo. SV) Saco vitelino, 
NA) Nauplios de Artemia sp. CO) Coalimentacion de nauplios de Artemia sp. y alimento 
balanceado, AB) Alimento balanceado.  
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7.1.4.2.-Descripción histológica del desarrollo del sistema digestivo  

Los organismos del día 3 dde (5.71±0.10 mm), se alimentan exclusivamente de vitelo ya que no 

se suministró alimento balanceado, los cuales presentan un digestivo rudimentario compuesto 

por tres regiones principales, cavidad bucofaríngea, esófago e intestino. En este día, se presenta 

el primordio de la vejiga gaseosa revestido por un epitelio de células cúbicas, y también se 

visualiza la presencia de glándulas adhesivas en la región cefálica (Fig. 2). El día 4 dde se 

observa la abertura de la boca y se inicia la alimentación exógena con nauplios de Artemia sp., 

en conjunto con la alimentación endógena de las reservas de vitelo y glóbulos de aceite. En el 

día 6 dde (5.82±0.32 mm) se observan cambios morfológicos y estructurales importantes en las 

larvas, incrementándose el desarrollo del tracto digestivo con la aparición de las primeras 

glándulas gástricas (Fig. 3A, D). Para el día 11 dde (6.57±0.33 mm), se visualiza una 

regionalización del sistema digestivo con la diferenciación del intestino anterior y posterior, 

coincidiendo con la coalimentación de nauplios de Arteminia sp. y alimento balanceado (Fig. 

4A, D). En el día 15 dde (7.28±0.26 mm) se puede observar un sistema digestivo desarrollado 

y se suministra únicamente alimento comercial (Fig. 5). Para el día 30 dde (11.68±0.35 mm) se 

presenta un incremento del tamaño del sistema digestivo completamente desarrollado con las 

características de un juvenil (Fig. 6A). En donde, los diferentes órganos del sistema digestivo 

presentaron cuatro capas constitutivas; la mucosa, submucosa, muscular y serosa.  

 

Saco vitelino 

Al momento de la eclosión, los embriones presentan un saco vitelino de gran tamaño y 

homogéneo, el cual se encuentra ubicado en la región ventral asociado al hígado (Fig. 2A, E). 

El vitelo se encuentra rodeado por la capa sincitial vitelina, la cual está recubierta por un epitelio 

escamoso. Estas reservas se dejan de observar macroscópicamente en el día 11 dde (6.57±0.33 

mm) (Fig. 4A). Sin embargo, microscópicamente se pueden evidenciar remanentes hasta el día 

30 dde (11.68±0.35 mm); observándose de forma compacta, rodeada de melanóforos y tejido 

hepático (Fig. 6B).  

 

Bucofaringe 

En el día 3 dde (5.71±0.10 mm), la boca permanece cerrada y la cavidad bucofaríngea está 

revestida por un delgado epitelio estratificado, con algunas células caliciformes dispersas (Fig. 
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2B). Para el día 6 dde (5.82±0.32 mm), se observa la presencia de papilas gustativas, un 

incremento en la cantidad de células caliciformes y se hicieron visibles dientes bucofaríngeos 

(Fig. 3B). Mientras que los dientes mandibulares son visibles hasta el día 15 dde (7.28±0.26 

mm) (Fig. 5B). Entre los días 15 y 30 dde (11.68±0.35 mm), no se presentaron nuevas 

estructuras, aunque se observó un aumento del crecimiento en la cavidad bucofaríngea. 

 
Figura 2. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al día 3 dde (5.71±0.10 mm) con 
tinción de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) región cefálica, 40x. C) detalle de 
la zona de la cavidad bucofaríngea, 40x. D) detalle de la zona del esófago, 100x. D) región 
visceral, 40x. Abreviaturas: ab = arcos branquiales, b = boca, c = cerebro, cb = cavidad 
bucofaríngea, cc= células caliciformes, co = corazón, es = esófago, ga = glándulas adhesivas, h 
= hígado, i = intestino, m = musculo, o = ojo, rv = reservas vitelinas, tp= tejido pancreático, vn 
= vejiga natatoria. 
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Esófago 

En el día 3 dde (5.71±0.10 mm), después del cuarto par de arcos branquiales inicia un corto 

esófago y termina con un esfínter, dividiéndolo de la región del intestino. El cual está revestido 

por un grueso epitelio cuboidal simple formando pliegues longitudinales (Fig. 2C). Este epitelio 

presenta un mayor número de células caliciformes que la cavidad bucofaríngea (Fig. 2D). 

Subyacente al epitelio esofágico, se encuentran dos capas de tejido muscular una de tipo circular 

y otra longitudinal que conforman la mucosa esofágica. En el día 6 dde (5.82±0.32 mm) el 

epitelio del esófago presenta abundantes células caliciformes y un aumento en la cantidad de 

pliegues longitudinales, lo cual se incrementó con el desarrollo de la larva (Fig. 3C). En el día 

11 dde (6.57±0.33 mm) se presentó una mayor longitud y profundidad de la mucosa esofágica, 

la cual está cubierta por células caliciformes (Fig. 4B). Para el día 15 dde (7.28±0.26 mm) las 

células caliciformes cubren todo el epitelio esofágico, visualizándose también una capa de tejido 

conectivo a lo largo del esófago (Fig. 5C). Finalmente, para el día 30 no se presentan diferencias 

histológicas con respecto a los días anteriores visualizándose un esófago completamente 

desarrollado.  
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Figura. 3. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al día 6 dde (5.82±0.32 mm) con 
tinción de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) región cefálica, 40x. C) detalla de 
la zona esofágica, 40x. D) detalle de la zona pancreática, 100x. E) región visceral, 40x. 
Abreviaturas: a =  ano, ab = arcos branquiales, b = boca, ba = bazo, c = cerebro, cb = cavidad 
bucofaríngea, cc= células caliciformes, cn = células notocordales, co = corazón, df = dientes 
faríngeos, e = estómago, es = esófago, ga = glándulas adhesivas, gg = glándulas gástricas, h = 
hígado, i = intestino, o = ojo, pen = páncreas endocrino, pex = páncreas exocrino, pg = papilas 
gustativas, r =  riñón, rv = reservas vitelinas, tp= tejido pancreático, vb = vesícula biliar, vn = 
vejiga natatoria.  
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Estómago  

Al día 3 dde (5.71±0.10 mm) aún no existe presencia de estómago, este se observa hasta el día 

6 dde (5.82±0.32 mm), el cual está revestido por un epitelio de células cuboidales con núcleos 

basales. Debajo de la mucosa gástrica en la región media, se presentan las primeras glándulas 

gástricas (Fig. 3D). Las cuales están conformadas por agrupaciones de células cúbicas en forma 

de acinos, en las cuales se observan gránulos de secreción altamente basófilos. Para el día 11 

dde (6.57±0.33 mm) en el estómago se observa un importante incremento en el número de 

glándulas gástricas y pliegues en la mucosa (Fig. 4C). En el día 15 dde (7.28±0.26 mm) se 

presenta una diferenciación morfológica en tres regiones: cardiaca (se visualiza un epitelio 

columnar simple con núcleos basales), fúndica (se presenta un epitelio cilíndrico con abundantes 

glándulas gástricas) y pilórica (se observa un epitelio columnar sin presencia de glándulas 

gástricas). En el día 30 dde (11.68±0.35 mm) no se presentaron cambios notales, observándose 

un estómago desarrollado (Fig. 6C).  
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Figura 4. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al día 11 dde (6.57±0.33 mm) con 
tinción de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) región bucofaríngea, 40x. C) 
región visceral, 40x. D) detalle de la zona intestinal, 100x. E) detalle del intestino anterior y 
posterior, 200x. Abreviaturas: a = ano, ab = arcos branquiales, ba = bazo, cb = cavidad 
bucofaríngea, cc= células caliciformes, co = corazón, df = dientes faríngeos, e = estómago, es = 
esófago, h = hígado, i = intestino, ia = intestino anterior, ip = intestino posterior, o = ojo, p = 
páncreas, pg = papilas gustativas, rv = reservas vitelinas, vb = vesícula biliar, vn = vejiga 
natatoria, vs = vacuolas suprarrenales. 
 

 

Intestino  

Al día 3 dde (5.71±0.10 mm) el intestino permanece aún sin una clara regionalización, 

constituido por una capa epitelial simple de células columnares y un epitelio estratificado. En 

este día no hay evidencia de una capa muscular ni de abertura anal (Fig. 2E). En el día 6 dde 

(5.82±0.32 mm), el intestino sigue sin una regionalización morfológica evidente. Sin embargo, 

se observa la presencia de la válvula intestinal que separa la región anterior y posterior; y 
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también se visualiza la abertura anal, lo cual indica la funcionalidad del intestino (Fig. 3E). En 

el día 11 dde (6.57±0.33 mm), existe una clara diferencia morfológica entre los intestinos 

anterior y posterior (Fig. 4D). El primero presenta un mayor plegamiento de la mucosa 

intestinal, la cual está cubierta por un epitelio cilíndrico simple con núcleos basales y una gran 

cantidad de células caliciformes (Fig. 4E). El segundo se caracteriza por presentar abundantes 

enterocitos con vacuolas supranucleares (Fig. 4E). Para este día también se observa una mayor 

longitud intestinal y un aumento en el espesor de la mucosa intestinal. De aquí en adelantes (día 

15 dde 7.28±0.26 mm), sólo se observa un incremento en la cantidad de células caliciformes y 

vacuolas supranucleares de los enterocitos, las cuales debido a las inclusiones lipídicas ocuparon 

la mayor parte del citoplasma desplazando los núcleos a una posición basal (Fig. 5D). 

Finalmente en el día 30 dde (11.68±0.35 mm) no se encontraron modificaciones histológicas en 

el intestino. 
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Figura 5. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al día 15 dde (7.28±0.26 mm) con 
tinción de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) región bucofaríngea, 40x. C) 
región visceral, 40x. D) detalle de la zona intestinal, 100x. Abreviaturas: ab = arcos branquiales, 
b = boca, cb = cavidad bucofaríngea, co = corazón, dm = dientes mandibulares, e = estómago, 
es = esófago, h = hígado, ia = intestino anterior, ip = intestino posterior, m = musculo, o = ojo, 
rv = reservas vitelinas, vb = vesícula biliar, vn = vejiga natatoria. 
 

 

Glándulas accesorias: Hígado y Páncreas 

En el día 3 dde (5.71±0.10 mm), se observa la presencia del hígado ubicándose debajo del 

intestino y por encima de la capa sincitial vitelina, con la que mantiene un contacto directo. 

Inicialmente, los hepatocitos poliédricos presentan núcleos centrales y ausencia de vacuolas 

(Fig. 2E). Dichas vacuolas, específicamente las lipídicas se pueden apreciar a partir del día 6 

dde (5.82±0.32 mm) observándose la presencia de sinusoides hepáticos. También en este día, 

se visualizó la vesícula biliar en posición superior al hígado (Fig. 3D). Para el día 11 dde 

(6.57±0.33 mm) se observa un incremento de acumulación lipídica en las vacuolas de los 
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hepatocitos y la proliferación de los mismos. En el día 15 dde (7.28±0.26 mm) se presentan 

abundantes sinusoides hepáticos distribuidos de forma difusa entre los hepatocitos y el hígado 

ocupa la mayor parte de la cavidad abdominal. El cual contiene abundantes hepatocitos con 

grandes vacuolas lipídicas, estas ocupan la mayor parte del citoplasma, desplazando el núcleo a 

la periferia del hepatocito (Fig. 5C). Para el día 30 dde (11.68±0.35 mm) no se presentaron 

nuevos elementos estructurales y se muestran los sinusoides hepáticos del hígado (Fig. 6D).  

 

Por otro lado, en el día 3 dde (5.71±0.10 mm) se dispone de tejido pancreático exocrino 

rodeando la porción media intestinal, con un arreglo celular compacto en acinos, sin observarse 

la presencia de gránulos de zimógenos (Fig. 2E). En el día 6 dde (5.82±0.32 mm) es cuando se 

presenta una diferenciación celular del tejido pancreático, observándose los elementos 

endocrinos (islotes de Langerhans) y exocrinos (células piramidales basófilas formando acinos 

pancreáticos y abundantes gránulos de zimógeno eosinófilos) (Fig. 3D). Para el día 11 dde 

(6.57±0.33 mm), se observa la presencia de un páncreas difuso, asociado a órganos como el 

intestino, estómago e hígado, observándose su distribución en el mesenterio y de forma irregular 

(Fig. 4C). En el día 15 y 30 dde (11.68±0.35 mm) no se presentan cambios histológicos en el 

tejido pancreático, presentándose un páncreas completamente desarrollado.  
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Figura 6. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al día 30 dde (11.68±0.35 mm) 
con tinción de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 7x. B) detalle de la zona del hígado, 
100x. C) detalle de la zona del estómago, 100x. D) detalle de la zona del hígado, 200x. 
Abreviaturas: ab = arcos branquiales, c = cerebro, co = corazón, e = estómago, h = hígado, he = 
hepatocito, i = intestino, m = musculo, o = ojo, p = páncreas, r = riñón, rv = reservas vitelinas, 
sh =  sinusoide hepático, vb = vesícula biliar, vn = vejiga natatoria. 
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7.1.4.3.- Expresión génica de precursores de enzimas digestivas  

La expresión relativa del gen pepsinógeno, tripsinógeno, quimotripsinógeno y α-amilasa en los 

primeros días cuando se absorbe el saco vitelino es mínima, pero se incrementa 

significativamente cuando se inicia la alimentación exógena con nauplios de Artemia sp., 

alcanzando los puntos máximos de expresión cuando se suministra alimento balanceado a 

excepción del pepsinógeno (Fig. 7). El cual, presento los puntos máximos en los días 9 y 13 dde 

(6.28±0.31 - 6.21±0.26 mm respectivamente), coincidiendo con el suministro de nauplios de 

Artemia sp. y el inicio del alimento comercial. El tripsinógeno presenta un incremento para el 

día 13 dde (6.21±0.26 mm) y alcanza su máxima expresión el día 15 dde (7.28±0.26 mm); 

mientras que la expresión relativa máxima del quimotripsinógeno se presentó días después (17 

dde, 8.03±0.46 mm) y la α-amilasa presenta puntos máximos de expresión el día 15 y 17 dde 

(7.28±0.26 - 8.03±0.46 mm). En todos los casos, en los últimos días de muestreo, la expresión 

relativa desciende hasta sus valores basales. 
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Figura 7. Expresión relativa (promedio ± error estándar) de genes precursores de enzimas 
digestivas durante la ontogenia inicial de A. trimaculatus (media, n=3 de homogenizado de 
larvas). Letras minúsculas indican diferencias significativas (p˂0.05). Líneas verticales indican 
el momento de los cambios de la alimentación. Las letras en mayúsculas el tipo de alimento 
como SV) Saco vitelino, NA) Nauplios de Artemia sp. CO) Coalimentacion de nauplios de 
Artemia sp. y alimento balanceado, AB) Alimento balanceado.  
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7.1.5.- DISCUSIÓN 

7.1.5.1.- Crecimiento en peso húmedo y longitud total 

El crecimiento en peso húmedo y longitud total promedios durante la ontogenia inicial de A. 

trimaculatus, se ajusta a una ecuación exponencial similar a lo descrito en estudios anteriores 

de la misma especie (Toledo-Solís et al., 2015) y en otros peces (Treviño et al., 2011; Moguel-

Hernández et al., 2016); los cuales presentan tasas de crecimiento aceleradas en este periodo de 

desarrollo. 

 

7.1.5.2.- Descripción histológica del sistema digestivo 

Los cambios histológicos en el sistema digestivo de A. trimaculatus, tiene un patrón de 

desarrollo similar a otros cíclidos dulceacuícolas como lo descrito en Amphilophus rostratus 

(Molina, 2008), Amphilophus alfari (Molina, 2010), P. splendida (Treviño et al., 2011) y C. 

urophthalmus (Cuenca-Soria et al., 2013). Sin embargo los tiempos en que se presentan los 

eventos de desarrollo y las distintas estructuras que componen el sistema digestivo son 

interespecíficos, debido a la influencia de factores genéticos o ambientales (Lazo et al., 2011).  

 

En los primeros días de desarrollo (0-3 dde, 4.60±0.10 - 5.71±0.10 mm respectivamente) A. 

trimaculatus presenta un sistema digestivo rudimentario constituido por un tubo recto, el cual 

en el día 3 dde (5.71±0.10 mm) se comienza a diferenciar en tres regiones principales; la cavidad 

bucofaríngea y el esófago con algunas células caliciformes y el intestino, con células 

columnares. En otras especies de hábitos omnívoros como Pagellus erythrinus (Micale et al., 

2006) y otros cíclidos como O. niloticus (Morrison et al., 2001) en este día han presentado la 

misma diferenciación del sistema digestivo que A. trimaculatus. Estas diferenciaciones se han 

asociado al comienzo de la preparación del digestivo para el inicio de la alimentación exógena, 

para evitar la abrasión en el epitelio al momento de ingerir los alimentos. Sin embargo, en estos 

días la boca y ano permanecen cerrados. Por lo tanto, se mantiene una alimentación endógena a 

partir de las reservas del saco vitelino, las cuales se pueden llegar a observar de forma 

macroscópica hasta el día 9 dde (6.28±0.31 mm). Sin embargo, microscópicamente estas 

reservas son visibles hasta el día 30 dde (11.68±0.35 mm). En especies como C. uropthalmus y 

P. splendida se observa este mismo comportamiento, pero con un menor tiempo de duración. 

Las especies que presentan un mayor tiempo de absorción de las reservas vitelinas (como el 
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caso de estos cíclidos), se ha asociado a estrategias de alimentación, para evitar periodos de 

inanición si no se dispone de alimento en el medio natural en los primeros días de vida (Zavala, 

2011). Esta característica, ha sido aprovechada en las prácticas acuícolas como una ventaja para 

una transición exitosa a la alimentación exógena. Ya que si se llegará a presentar un retraso en 

el suministro de la primera alimentación, no se llegara afectar el rendimiento del crecimiento 

larvario (Gisbert & Williot, 1997; Treviño et al., 2011). Por su parte, el evento de la abertura de 

la boca se registra en el día 4 dde, este evento coincide con otros cíclidos como Cichlasoma 

dimerus (Mejide & Gurrero, 2000).  

 

La diferenciación de los distintos órganos en el sistema digestivo se hace evidente en el día 6 

dde (5.82±0.32 mm), debido a que los peces se preparan para asimilar la alimentación exógena. 

En la cavidad bucofaríngea se presentan papilas gustativas, las cuales son estructuras 

quimiosensoriales que permiten a las larvas ser selectivas con sus alimentos; esto coincide con 

lo documentado para Danio rerio donde la aparición de dichas papilas coincide con el inicio de 

la alimentación exógena (Hansen et al., 2002). Para el día 6 dde (5.82±0.32 mm), también se 

hacen presentes dientes bucofaríngeos los cuales se desarrollan en los siguientes días, esta 

característica ha sido asociada a especies omnívoras que pueden consumir larvas de peces, 

insectos, moluscos, crustáceos y material vegetal; en general los dientes faríngeos desempeñan 

una función de protección, de manera que trituran el alimento antes de que este siga su curso en 

el sistema digestivo (Wootton, 1990; Sanz et al., 2009). Por otra parte, el esófago presenta una 

mayor cantidad de células caliciformes que la cavidad bucofaríngea; estas células producen 

mucus para evitar la abrasión en el epitelio esofágico por el paso del alimento y han sido 

documentadas en otras especies de cíclidos como Amatitlania nigrofasciata (Arman and İşisağ, 

2017), Pterophyllum scalare (Leknes 2010) y Maylandia zebra (Leknes 2010), así como en 

teleósteos marinos como Oncorhynchus mykiss (Khojasteh et al., 2013) y Scophthalmus 

rhombus (Hachero-Cruzado et al., 2009). 

 

Se ha descrito que el estómago presenta características morfológicas particulares y 

funcionalidad de acuerdo los hábitos alimenticios de las especies (Carrassón et al., 2006; Ghosh 

& Chakrabarti, 2015). En esta especie el estómago es el último órgano del sistema digestivo en 

diferenciarse, con la visualización de las glándulas gástricas en el día 6 dde (5.82±0.32 mm). El 
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cual es importante en la digestión de los alimentos, en donde se lleva a cabo una digestión ácida 

de los alimentos. Esta funcionalidad del estómago, se ha descrito en otros cíclidos de hábitos 

omnívoros como C. uropthalmus (Cuenca-Soria et al., 2013) y carnívoros como P. splendida 

(Treviño et al., 2011). En donde, las glándulas gástricas son las encargadas de la secreción del 

pepsinógeno y HCl para la digestión ácida en el estómago (Gisbert et al., 2004; Arellano et al., 

2001). Cuando está completamente desarrollado se compone de tres regiones principales, la 

cardiaca, fúndica y pilórica. La cardiaca es la región que se encuentra más próxima al esófago, 

llamada así por su cercanía al corazón y se caracteriza por la presencia de pliegues longitudinales 

anchos. En la región fúndica se encuentran abundantes glándulas gástricas tubulares y pliegues 

longitudinales continuos y cortos. La región pilórica se encuentra delimitada por un esfínter que 

divide al estómago del intestino, esta región se caracteriza por tener un epitelio columnar ausente 

de glándulas gástricas (Atencio et al., 2008; Hachero-Cruzado et al., 2009; Huseyn et al., 2015; 

Manisha et al., 2015). 

 

Las funciones principales del intestino son la digestión alcalina del alimento y la posterior 

absorción de los nutrientes (Caballero et al., 2003). Las características morfologías y 

funcionalidad del intestino, se ha relacionado al hábito alimenticio de las especies, en donde el 

mayor porcentaje de material vegetal en la dieta se asocia con la longitud intestino (Buddington 

et al., 1997). Por otra parte, los peces que carecen de estómago realizan la digestión de los 

alimentos principalmente en el intestino; mientras que los peces que disponen de una digestión 

importante en el estómago, este funciona mayormente para absorber los nutrientes de la 

digestión (Sundell et al., 2003). Las células encargadas de realizar ambas funciones son los 

enterocitos, los cuales forman una superficie de contacto con las microvellosidades (Minghetti 

et al., 2017; Buddington & Kuzmina, 2000). Así también, presenta células caliciformes las 

cuales producen y liberan mucus para recubrir la superficie epitelial (Arman & İşisağ Üçüncü, 

2017). En esta especie el intestino se presenta en los primeros días como un tubo recto 

indiferenciado, similar a lo descrito en otras especies como Dormitator latifrons (López-López 

et al., 2015), Schizothorax zarudnyi (Shahriari-Moghadam et al., 2015) y O. niloticus (Morrison 

& Weigth, 1999). Posteriormente se hace presente la abertura anal, lo cual podría indicar la 

funcionalidad para una alimentación exógena. La regionalización comienza con la presencia de 

la válvula que separa al intestino anterior y posterior. Es en el día 11 dde (6.57±0.33 mm), 
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cuando se observa una diferenciación en la estructura celular, en donde en el intestino anterior 

se observa una abundante cantidad de enterocitos, mientras que  en la región posterior se 

presentan diversas vacuolas supranucleares lipídicas. Esta regionalización también se ha 

descrito en otras especies como Dicologoglossa cuneata (Herrera et al., 2010), Ariopsis 

seemanni (Gómez Ramírez et al., 2010) y Petenia splendida (Treviño et al., 2011), en donde la 

parte anterior del intestino esta mayormente asociada a la absorción de nutrientes y la posterior 

a una mayor actividad fagocitótica, donde la pinocitosis de las proteínas tienen gran importancia 

nutricional (Buddington & Diamond, 1987; Ezeasor & Stokoe, 1981; Clements & Aubenheimer, 

2006). 

 

Por último, las glándulas accesorias son observadas desde los primeros días de desarrollo como 

tejido hepático y pancreático (3 dde, 5.71±0.10 mm), mientras que la vesícula biliar se hace 

evidente en días posteriores (6 dde, 5.82±0.32 mm). La presencia de tejido hepático y 

pancreático de forma temprana en el desarrollo, se ha asociado a la transferencia de nutrientes 

del saco vitelino, regulando principalmente el metabolismo de lípidos (Morrison et al., 2001). 

La presencia de estos órganos en los primeros días se ha descrito en especies de hábitos 

omnívoros y carnívoros (Boulhic & Gabaudan, 1992; López-López et al., 2015). Por otra, parte 

en el día 6 dde (5.82±0.32 mm) la funcionalidad del páncreas se hace evidente con la presencia 

de islotes de Langerhans y gránulos de zimógeno, confirmando la diferenciación del páncreas 

endocrino (producción y secreción de hormonas peptídicas) y exocrino (síntesis y secreción de 

precursores de enzimas digestivas) (Fortin et al., 2015; Ghosh & Chakrabarti, 2016).  

 

De forma general, se aprecia que la mayoría de los cambios importantes del sistema digestivo 

en esta especie, se presentan en los primeros días. Esta característica se ha descritos en otras 

especies de cíclidos como Amphilophus alfari (Molina, 2010), C. urophthalmus (Martínez-

Palacios & Ross, 2004) y O. niloticus (Morrison et al., 2001). Es posible que estos tiempos de 

desarrollo de las especies, estén determinados por factores genéticos y ambientales, como la 

calidad de puesta, la historia de vida, la carga genética que los reproductores hayan heredado, 

alimento disponible en el medio, temperatura, oxígeno disponible, etc (Alix et al., 2015; Cucchi 

et al., 2011). Así como las estrategias reproductivas; en el caso de los peces con incubación 
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bucal, pueden llegar a presentan un desarrollo más lento por la protección que brindan los 

progenitores durante los primeros días desarrollo, a diferencia de los incubadores de sustrato 

que debido a la vulnerabilidad que presentan las larvas al medio ambiente se consideran que 

desarrollan un crecimiento más rápido (Meijide & Guerrero, 2000; Fujimura & Okada, 2007; 

Molina, 2008). Por ello, en el día 15 dde (7.28±0.26 mm) A. trimaculatus, presenta un sistema 

digestivo desarrollado y funcional, el cual únicamente presenta cambios en el aumento del 

tamaño de las estructuras preexistentes hasta finalizar el bioensayo a los 30 dde (11.68±0.35 

mm). 

 

7.1.5.3.- Expresión génica de precursores de enzimas digestivas 

Últimamente, las herramientas moleculares han contribuido al entendimiento de la fisiología 

digestiva en los primeros estadios de desarrollo; lo cual podría permitir mejorar los protocolos 

de alimentación para la producción en masas (Lazo et al., 2011). En algunos estudios se habla 

de una programación genética de los genes precursores de las enzimas digestivas para efectuar 

la digestión en los primeros días de los estadios de desarrollo durante la ontogenia inicial 

(García-Gasca et al., 2006; Yúfera et al., 2018). Mientras que en otros, son producidos por 

células u órganos específicos cuando estos comienzan a ser funcionales (Chi et al., 2013; Yúfera 

et al., 2018).  

 

Pepsinógeno 

Los zimógenos del pepsinógeno son transformados por las condiciones ácidas del estómago a 

su forma activa la enzima pepsina, la cual es importante en la digestión de las especies gástricas 

(Kageyama, 2002). Por lo tanto, la expresión génica del pepsinógeno podría servir como un 

indicador de la funcionalidad del estómago. En este caso, en los días 0 al 3 dde (4.60±0.10 - 

5.71±0.10 mm respectivamente) cuando se presenta la fase de embrión libre los niveles de 

expresión son casi nulos, mostrándose el incremento de la expresión de forma significativa en 

el día 6 dde (5.82±0.32 mm)  (fase larvaria), dos días posteriores a la apertura de la boca y 

cuando existe una alimentación exógena. Estos datos se pueden relacionar a los análisis 

histológicos que muestran en este mismo día (6 dde 5.82±0.32 mm) se da un desarrollo 

importante del sistema digestivo, lo que se observa claramente la diferenciación del estómago y 

la presencia de glándulas gástricas. Mientras que la actividad enzimática de la pepsina en esta 
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especie es significativa en el día 9 dde (6.28±0.31 mm) (Toledo-Solis et al., 2015); la cual 

coincide con uno de los puntos máximos de la expresión del pepsinógeno. Desde el contexto 

nutricional la actividad de la enzima pepsina se ha utilizado como un indicar de la 

transformación de larva a juvenil, indicando la funcionalidad del estómago (Feng et al., 2008). 

En otros estudios realizados en la ontogenia temprana como en Pagrus pagrus (Darias et al., 

2007) y en  Paralichthys olivaceus (Lee et al., 2015), la expresión del pepsinógeno no se ha 

detectado antes de la formación o desarrollo del estómago, indicando la especificidad de 

segregación por parte de la glándulas gástricas del estómago (Gawlicka et al., 2001). Sin 

embargo, en Scophthalmus maximus la presencia de glándulas gástricas se ha registrado en el 

16 dph sin haber expresión del pepsinógeno, la cual es detectada hasta el día 22 dph indicándose 

una asincronía entre la organogénesis y la expresión (Chi et al., 2013). Los autores mencionan 

que esto probablemente se deba a que el estómago no está completamente desarrollado. 

Posteriormente, en la mayoría de los casos los patrones de expresión del pepsinógeno se 

mantienen fluctuante a lo largo de la ontogenia y son influenciados por las pautas de 

alimentación.  

 

Tripsinógeno 

La tripsina tiene un rol importante en la digestión de las proteínas y en la activación de otros 

zimógenos secretados por el páncreas (Zhong et al., 2011). Esta es secretada en forma de 

tripsinógeno por el páncreas al lumen del intestino, en donde es activado por la enteroquinasa; 

estando es su forma activa ayuda en la activación de la quimotripsina, elastasa, 

carboxipeptidasa, fosfolipasa y colipasa (Rønnestad et al., 2013). La tripsina es importante en 

la digestión de las proteínas en el intestino; esta endoproteasa puede estar presente en distintas 

isoformas y tienen sitios de acción específicos en los aminoácidos lisina y arginina (Cara et al., 

2007; Belitz et al., 2009). Los niveles de expresión del tripsinógeno son casi nulos en los 

primeros días cuando se presenta una alimentación endógena; este incrementa 

significativamente durante la alimentación exógena (nauplios de Artemia sp.),  coincidiendo con 

la diferenciación del páncreas exocrino y endocrino (día 6 dde 5.82±0.32 mm). El momento en 

que se detectan los primeros niveles de expresión significativos han sido asociados a la 

funcionalidad del páncreas exocrino (Galaviz et al., 2012). Por su parte, en el patrón de la 

actividad enzimática de tripsina y la expresión del tripsinógeno alcanzan los puntos máximos 
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en el suministro de alimento balanceado (Toledo-Solís et al., 2015). Por lo tanto, parece ser que 

la ingesta de los alimentos y la composición de la dieta, son factores claves que modulan la 

expresión del tripsinógeno, y este por su parte regula la síntesis de tripsina de acuerdo al 

contenido de la proteína en la dieta (Cahu et al., 2004; Gamboa-Delgado et al., 2011). Por otra 

parte, los niveles de expresión del tripsinógeno resultaron ser los más altos al resto de los 

zimógenos de pepsina y quimotripsina, y a lo descrito en otras especies como en Lutjanus 

guttatus (Galaviz et al., 2012; Moguel-Hernández et al., 2015) y Sphoeroides annulatus 

(García-Gasca et al., 2006). Sin embargo, los altos niveles de expresión del tripsinógeno se han 

descritos en otras especies como Paralichthys olivaceus (Lee et al., 2015). Posiblemente los 

elevados niveles de expresión podrían corresponder a los distintos tipos de isoformas existentes, 

debido a que la cuantificación se realizó en la región conservada de las isoformas presentes.  

 

Quimotripsinógeno 

Los primeros niveles de expresión del quimotripsinógeno en conjunto con otras enzimas 

pancreáticas, han sido asociadas a una programación genética de las larvas; registrándose al 

momento de la eclosión como en el caso de Lutjanus guttatus (Moguel-Hernández et al., 2016); 

y en otras especies como en Sparus aurata (Mata-Sotres et al., 2016) y en Oreochromis 

mossambicus (Lo & Weng, 2006) se ha registrado antes de la abertura de la boca. Esta expresión 

también se ha descrito al momento de iniciar la alimentación exógena como en Paralichthys 

olivaceus (Srivastava et al., 2002). En el caso de A. trimaculatus los primeros niveles de 

expresión se registraron días posteriores a la eclosión, una diferenciación del páncreas, apertura 

de la boca y se lleva a cabo la alimentación exógena; mientras que los picos máximos de 

expresión se alcanzan en días posteriores cuando se suministra alimento balanceado. Esto 

evidencia la importancia de la quimotripsina, la cual es una endoproteasa en la digestión de las 

proteínas en el intestino, con sitios de acción en los enlaces que involucran los aminoácidos de 

tirosina y fenilalanina (Gisbert et al., 2013). Por lo tanto, la quimotripsina y la tripsina al tener 

diferentes sititos de acción, tienen un rol importante de complementariedad en la alimentación 

exógena, sobre todo en los primeros días que se desarrolla el sistema digestivo (Rønnestad et 

al., 2013); las cuales podrían ser producidas de acuerdo a la diferencia de la composición de 

proteínas y el perfil de aminoácidos, de alimentos vivos o inertes (Conceição et al., 2003). 
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α-amilasa  

El patrón de expresión génica y actividad enzimática de α-amilasa, se han descrito comúnmente 

en especies marinas con elevados niveles en los primeros días de la eclosión; los cuales tienden 

a disminuir durante las etapas de crecimiento de la ontogenia, en Dentex dentex (Gisbert et al., 

2009), Labrus bergylta (Hansen et al., 2013), Totoaba macdonaldi (Galaviz et al., 2015), 

Lutjanus guttatus (Moguel-Hernández et al., 2016) and Sparus aurata (Mata-Sotres et al., 

2016). Los primeros niveles de expresión o actividad, no se ha descritico claramente su 

funcionalidad adjudicándose a una programación genética (Cahu et al., 2004; Darias et al., 

2006), o bien, esto hace considerar la importancia de los carbohidratos en los primeros días de 

desarrollo de estas especies (Lazo et al., 2011; Murashita et al., 2014). Por su parte, los bajos 

niveles de expresión que se presentan en días posteriores a la absorción de las reservas vitelinas, 

se han relacionado con el aprovechamiento de los carbohidratos en una ingesta oportuna en los 

alimentos. En A. trimaculatus, los niveles de expresión muestran un patrón opuesto, el cual 

incrementa de forma fluctuante hasta alcanzar un punto máximo durante la alimentación 

exógena con alimento comercial. Este es parecido al patrón de actividad enzimática α-amilasa 

reportado anteriormente (Toledo-Solís et al., 2015); y a lo descrito también en otras especies 

dulceacuícolas como P. splendida (Uscanga-Martínez et al., 2011) y C. urophthalmus (López-

Ramírez et al., 2011). Estos perfiles de incremento de la α-amilasa, se han asociado mayormente 

a especies con hábitos omnívoros, debido al aprovechamiento del contenido de carbohidratos 

en los alimentos (Parma et al., 2013; Kim et al., 2014). Por otra parte, se han considerado que 

los zimógenos y los niveles de actividad de α-amilasa indican la funcionalidad del páncreas y la 

maduración del digestivo (Cahu et al., 2004; Darias et al., 2006; Asencio-Alcudia et al., 2018). 

En donde la α-amilasa tiene como sitios de acción los enlaces glucosídicos α-1,4 del almidón y 

glucógeno (Lévêque et al., 2000).  
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7.1.6.- CONCLUSIÓN 

 

El sistema digestivo de A. trimaculatus durante la ontogenia inicial presenta un desarrollo 

abrupto característico a lo descrito en otros cíclidos. En donde, desde el día 6 dde (5.82±0.32 

mm) esta especie presenta diferencias histológicas de los distintos órganos del sistema digestivo. 

Por su parte, los patrones de expresión génica de las enzimas digestivas en este mismo día, 

muestran una expresión significativa indicando la funcionalidad de los distintos órganos; los 

cuales son influenciados por el suministro de los alimentos exógenos, alcanzando los puntos 

máximos de expresión cerca del día 15 dde (7.28±0.26 mm). Por lo tanto, en estos días (6-15 

dde, 5.82±0.32 - 7.28±0.26 mm respectivamente) el sistema digestivo puede llevar acabo la 

alimentación de tipo exógena. Sin embargo, el completo desarrollo morfológico y funcional del 

sistema digestivo se presenta hasta el día 15 dde (7.28±0.26 mm), y de acuerdo a las 

características histológicas y genéticas esta especie, presenta hábitos omnívoros con tendencia 

carnívora.  
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7.2.- Capitulo II. Requerimiento de proteína y lípidos en larvas de la mojarra tahuina 

(Amphilophus trimaculatus) 

 

Toledo-Solís F.J.1,2, Saenz de Rodrigáñez M.2, Álvarez-González C.A.1, Martínez-García R.1, 

Hilerio-Ruiz A.G.1, Galaviz M.A.3, Moyano F.J.4 

 
1Laboratorio de Acuicultura Tropical, División Académica de Ciencias Biológicas, Universidad 

Juárez Autónoma de Tabasco, 0.5 km Carretera Villahermosa-Cárdenas, C.P. 86039 

Villahermosa, TAB, Mexico. 
2Centro de Investigaciones Costeras, Instituto de Ciencias Biológicas, Universidad de Ciencias 

y Artes de Chiapas, Calle Juan José Calzada y Av. Prolongación Calzada de Guadalupe, Colonia 

Evolución, C.P. 30500, Tonalá, Chiapas, Mexico 
3Facultad de Ciencias Marinas, Universidad Autónoma de Baja California (UABC), PO Box 76, 

22860 Ensenada B.C., Mexico 
4Universidad de Almería, CEIMAR, Dept. Biología Aplicada, Escuela Politécnica Superior. 

Edificio CITE II-B, Campus universitario de la Cañada, 04120 Almería, Spain. 

 

 

7.2.1.- RESUMEN  

 

En la formulación y elaboración de los alimentos de las especies nativas con potencial 

acuícola, es necesario determinar los requerimientos nutricionales en cada etapa de cultivo. En 

este aspecto, se determinó el requerimiento de proteína y lípidos en larvas de mojarra tahuina 

(Amphilophus trimaculatus = Cichlasoma trimaculatum) mediante un diseño experimental 

bifactorial aleatorizado 4 x 2 de proteína (35, 40, 45, y 50%) y lípidos (16 y 22%) 

respectivamente. El experimento se realizó en un sistema de recirculación por triplicado durante 

60 días, sembrándose 30 peces por replica de un peso húmedo de 0.16 ± 0.02 g. En la evaluación 

del crecimiento se aplicaron los diferentes índices de crecimiento y de eficiencia del alimento, 

los análisis de actividad de las enzimas digestivas, así como la evaluación de los análisis 

químicos proximales en los peces al final del experimento, haciendo uso de los análisis 

multivariantes para su interpretación. Se encontró que las larvas de A. trimaculatus tienen 
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requerimientos nutricionales próximos a 45% de proteína y 22% de lípidos, con estos 

porcentajes en la alimentación se registró un mejor crecimiento e índices de eficiencias del 

alimento. La inclusión de los elevados contenidos de lípidos en los alimentos genera mayor 

aprovechamiento de las proteínas y mejora la supervivencia en las larvas. Asimismo, las 

actividades de las enzimas digestivas en las larvas indican las condiciones nutricionales que 

presentan los organismos, por la influenciada de los distintos porcentajes de inclusión de las 

proteínas y los lípidos en los alimentos.  

 

Keywords: Actividad enzimática, A. trimaculatus, Larvas, Proteínas, Lípidos. 

 

 

7.2.2.- INTRODUCCIÓN  

 

En México se cultivan 34 especies de peces de agua dulce, de las cuales solo seis son 

especies nativas y el resto introducidas (DOF 2013; Davila-Camacho et al., 2018), por lo que 

su cultivo puede promover el desarrollo económico regional y la conservación de la ictiofauna 

local. Sin embargo, el cultivo de especies nativas no es fácil y la selección de la  especie es 

importante para tener éxito en la producción, por lo que es necesario escoger especies de rápido 

crecimiento, alto valor comercial, demanda creciente en los mercados (Álvarez-Lajonchère et 

al., 2011); y de condiciones biológicas dóciles para manejo en cautiverio. Atendiendo a ello, la 

mojarra tahuina (Cichlasoma trimaculatum, Günther, 1867) ó nombrada recientemente por 

Říčan et al., (2016) como Amphilophus trimaculatus (Günther, 1867); cumple con muchos de 

los criterios de selección (Yáñez-Arancibia, 1978; Violante, 1995). Esta es una especie 

eurihalina que se distribuye en la costa del Pacífico Sur de México y es de hábitos omnívoro 

con tendencia a la carnivoria (Miller et al., 2005). En cultivo se ha logrado la reproducción 

(Uscanga-Martínez et al., 2015), el larvicultivo y la pre-engorda de juveniles para estudios de 

la fisiología digestiva (Toledo-Solís et al., 2015, 2016). Sin embargo, la falta de información en 

aspectos biológicos en las distintas etapas del cultivo, siguen siendo un limitante del cultivo a 

nivel experimental y piloto comercial de esta especie y del resto de especies nativas (Ross et al., 

2008). En este aspecto, los costos por alimentación representan alrededor del 50% de los costos 

totales de los cultivos (Kissil et al., 1997; Bowyer et al., 2013); siendo la proteína y los lípidos 
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los nutrientes más caros en su elaboración. Es por ello, que en el desarrollo de los paquetes 

tecnológicos de cultivo para nuevas especies, deben considerar la elaboración de los alimentos 

de acuerdo sus requerimientos nutricionales, en cada etapa de desarrollo, los cuales se formulan 

con el fin de promover un mejor crecimiento y alcanzar las tallas comerciales en menos tiempo 

(McGoogan and Gatlin, 2000). 

 

Por otra parte, la etapa larvaria es considerada el cuello de botella en el desarrollo del cultivo de 

algunas especies por las distintas dificultades que se presentan (Gisbert et al., 2009; Olivotto et 

al., 2011; Galaviz et al., 2015). Lo que implica la necesidad de alimentos de alta calidad que 

requieren una gran cantidad de proteínas, particularmente para lograr una elevada formación de 

tejidos y acelerar las tasas de crecimiento (NRC, 2011; Kumar et al., 2018). Es así que la 

proteína, además de aportar los aminoácidos esenciales en el crecimiento; sin embargo, pueden 

ser utilizadas para fines energéticos cuando se suministran en cantidades inadecuadas (exceso o 

deficiencia) (Chatzifotis et al., 2012; Wu and Gatlin, 2014). De forma paralelar, los lípidos 

representan la principal fuente de energía y de ácidos grasos esenciales, particularmente en peces 

carnívoros, y están implicados en la conformación de las membranas celulares (fosfolípidos), 

por lo que si se presenta alguna deficiencia, puede afectarse el desarrollo embrionario y 

crecimiento de la larva (Hamre et al., 2013; Tocher, 2010; Xu et al., 2018). Por lo tanto, es 

fundamental determinar el requerimiento óptimo de proteína y lípidos, con lo que se mejora el 

crecimiento y la calidad de las larvas para las próximas etapas de cultivos (Saavedra et al., 2006; 

Lazo et al., 2007; Novelli et al., 2016). En este contexto, la determinación de los requerimientos 

de algún nutriente, permite modificar el nivel de inclusión en la dieta (dosis-respuesta). Sin 

embargo, en contextos metabólicos, estos nutrientes están relacionados con la fisiología y 

metabolismo celular y que se reflejará en un mejor crecimiento y supervivencia. En este caso, 

los diseños experimentales multifactoriales ayudan en la medida de lo posible a entender las 

interacciones y poder hacer más eficiente el aprovechamiento de los nutrientes en los alimentos 

(Wang et al., 2013; Amin et al., 2014). Este tipo de estudios se ha realizado en larvas de Dentex 

dentex (Espinós et al., 2003), Seriola dumerili (Takakuwa et al., 2006) y en híbridos de Channa 

maculata ♀ × Channa argus ♂ (Zhang et al., 2017) encontrando un mejor aprovechamiento de 

la proteína con la variación de los niveles de inclusión de los lípidos en los alimentos.  
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De esta manera, los niveles de inclusión de los nutrientes en las dietas no solo deben mejorar el 

crecimiento, sino tomar en cuenta la capacidad digestiva de los organismos para un mejor 

aprovechamiento de los alimentos, así como generar conocimiento sobre la capacidad digestiva 

durante los distintos estadios de desarrollo, por lo que se han utilizado diversas técnicas como 

son las histológicas, histoquímicas, moleculares y bioquímicas para entender la fisiología de las 

especies en estudio (Lazo et al., 2007; Galaviz et al., 2015). Si bien el utilizar únicamente una 

de las herramientas como los análisis bioquímicos, estos solo reflejan es una parte del proceso 

de digestión. Sin embargo, la determinación de la actividad de la actividad de las enzimas 

digestivas ha sido la forma más popular de estimar la capacidad digestiva (Yúfera et al., 2018). 

Estas han sido utilizadas ampliamente como indicares de la madures del sistema digestivo en la 

etapa larvaria y en estudios de adaptación a la alimentación exógena, con el fin optimizar los 

protocolos de alimentación en la etapa larvaria (Zambonino-Infante y Cahu, 2001; Zambonino-

Infante et al., 2008; Gisber et al., 2009; Suzer et al., 2013). También se han utilizado como 

posibles indicadores de las condiciones nutricionales en las distintas etapas de crecimiento y la 

influencia a los cambios de alimentación como en Maja brachydactyla (Rotllant et al., 2010) y 

en Hippocampus reidi (Novelli et al., 2016). Sin embargo, los estudios de requerimientos 

nutricionales (proteína y lipidos), no se suele evaluar el grado de influencia que pueden tener 

los niveles de inclusión de los nutrientes en las dietas, sobre la expresión molecular y la actividad 

enzimática para tomarse como criterios del estado nutricional de los peces que generen los 

nutrientes o los alimentos suministrados. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es 

determinar en la etapa larvaria de A. trimaculatus, el requerimiento nutricional de proteínas y 

lípidos mediante un diseño experimental bifactorial, utilizando los análisis de las enzimas 

digestivas para la evaluación y ser utilizados como indicadores nutricionales de los nutrientes 

proteicos y lipídicos. Dichos resultados aportan información necesaria en la formulación de los 

alimentos de esta especie nativa, además de ser utilizadas como indicadores nutricionales. 
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7.2.3.- MATERIAL Y MÉTODOS 

7.2.3.1.- Obtención de larvas y sistema de recirculación   

Las larvas de A. trimaculatus se obtuvieron del lote de reproductores del Laboratorio de 

Nutrición y Producción Acuícola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de 

Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH). Los reproductores se alimentaron a saciedad aparente 

con alimento comercial Silver Cup® Pedregal (32% de proteína y 5% de lípidos) tres veces al 

día, la temperatura del sistema se mantuvo a 28 ºC en fotoperiodo natural hasta conseguir desove 

natural. Obtenida la puesta y cuando las larvas obtuvieron el nadado libre, se trasladaron a un 

sistema de recirculación con tanques de fibra de vidrio circulares con capacidad de 180 L, los 

cuales están conectados a una bomba de recirculación tipo Jacuzzi 2 hp, filtros de arena sílica, 

sistema de UV y un biofiltro. En este sistema, se les dio talla a los individuos alimentándolos 

con Silver Cup® Pedregal (45% de proteína y 16% de lípidos) tres veces al día. El experimento 

se corrió en este mismo sistema, midiéndose a diario (10:00 hrs) los parámetros fisicoquímicos. 

Los cuales, mantuvieron durante el bioensayo a una temperatura de 31.64 ± 0.76 °C, oxígeno 

disuelto en 6.19 ± 0.47 mg/L y el pH en 6.73 ± 0.46. Las mediciones se realizaron con un 

multiparametro YSI® modelo profesional. El nivel de nitrito resultó en 0.00 mg/L, los nitratos 

en 61.18 ± 20.27 mg/L y el amonio en 0.21 ± 0.10 mg/L; los cuales se midieron con los kits 

API® Aquarium Pharmaceuticals producto de catálogo #26, #LR1800 y #LR8600 

respectivamente. 

 

7.2.3.2.- Diseño experimental 

Se realizó un diseño bifactorial aleatorizado (4 x 2) con 35, 40, 45, y 50% de proteína y con 16 

y 22% de lípidos; obteniéndose un total de ocho alimentos que se probaron por triplicado durante 

60 días. El experimento se realizó en un sistema de recirculación, sembrándose 30 peces por 

replica (720 larvas en total) de un peso húmedo de 0.16 ± 0.02 g. 

 

7.2.3.3.- Formulación y preparación de dietas 

La formulación y la composición proximal de las dietas semi-purificadas se muestran en la Tabla 

1. Las dietas experimentales se formularon con el software MIXIT-WIN V.5 (Agricultural 

Software Consultants Inc., San Diego, CA, USA) usando como fuentes principales de proteína 

caseína y harina de pescado, mientras que las lipídicas fueron aceite de pescado y lecitina de 
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soya. Todos los ingredientes secos y molidos en polvo fino, se pesaron y mezclaron mediante 

una batidora Blazer® mixer B10C durante 30 min. Posteriormente se adicionaron los aceites y 

el agua destilada para formar una masa blanda, la cual se pasó por un peletizador TORO-REY® 

(molino para carne). Los gránulos o pellets obtenidos se secaron a 45°C en un horno TERLAB® 

BTC-9100 por un periodo de 48 hrs. Después se molieron y tamizaron en 0.5, 1.0, 1.5 mm para 

ajustar la partícula del alimento al tamaño de la boca de los animales, y por último se 

almacenaron en bolsas de plásticos a 4°C hasta su posterior uso. 
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Tabla 1: Ingredientes y composición proximal de las dietas semi-purificadas para el 
requerimiento de proteínas y lípidos en larvas de A. trimaculatus. 
Lípido (%) L16 L22 

Proteína (%)  P35 P40 P45 P50 P35 P40 P45 P50 

Caseína1 29.6 36.1 42.6 49.1 29.6 36.1 42.6 49.1 

Harina de sorgo2 42.8 36.1 29.4 22.7 32.8 26.1 19.4 12.7 

Aceite de pescado3 7.5 7.7 7.8 8.0 15.0 15.2 15.3 15.5 

Lecitina de soya4 2.5 2.6 2.6 2.7 5.0 5.1 5.1 5.2 

Harina de pescado3 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Grenetina5 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

L-lisina HCl6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

L-metionina HCl7 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Premezcla de vitaminas 

y minerales8 
3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

Vitamina C8 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

Betaína9 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 

Análisis proximales en composición seca (g . 100 g dry matter) 

Proteína 36.4 41.9 45.6 50.8 36.2 42.0 46.2 49.5 

Lípido 16.2 17.3 17.0 15.9 22.0 22.3 21.7 21.6 

Cenizas 10.4 10.3 9.1 9.3 7.3 7.4 7.5 6.9 

ELN10 37.0 30.5 28.3 24.0 34.5 28.3 24.6 22.0 
1Grupo Lamesa, México D.F., México; 2Pedregal, Toluca, Edo. Mex., 3Proteínas Marinas y 
Agropecuarias, Guadalajara, Jalisco, México; 4Productos Realeza, México D.F., México; 
5Pilsac, Villahermosa, Tabasco; 6Sigma-Aldrich # catalago L5626; 7Sigma-Aldrich # catalago 
M9625; 8Rovimix® para peces tropicales Guadalajara, Jalisco, México; 9Sigma-Aldrich # 
catalago L3501; 10Extracto libre de nitrógeno.  
 

 

7.2.3.4.- Alimentación y biometría 

Durante el experimento las larvas se alimentaron de acuerdo a un porcentaje de la biomasa total 

y las biometrías se realizaron cada 15 días. El ajuste del porcentaje alimentación se realizó 

posterior a cada biometría, en donde inicialmente se alimentó con un 20% de la biomasa, en la 

segunda biometría se ajustó a un 15%, posteriormente se alimentó en un 13% y los últimos 15 
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días se alimentó con un 10%. La cantidad de alimento diario a suministrar se dividió en tres 

raciones, proporcionándose a las 08:00, 13:00 y 18:00 hrs. Para realizar la biometría, las larvas 

se pesaron (peso húmedo) en una balanza DENVER® TP-323. 

 

7.2.3.5.- Índices de crecimiento  

Los índices zootécnicos que se midieron en este bioensayo son: la tasa de crecimiento 

absoluta (SGR) = [(ln peso final – ln peso inicial) / días)] x 100; la ganancia en peso (GP) = 

[(Peso final – peso inicial) / peso inicial)] x 100; el factor de conversión alimenticia (FCR) 

= Alimento ingerido (g) / peso ganado (g); la tasa de eficiencia proteica (PER) = Peso ganado 

(g) / proteína ingerida (g); la tasa de eficiencia lipídica (LER) = Peso ganado (g) / Lípidos 

ingeridos (g) y la supervivencia (%) = (Numero de peces finales / Numero de peces iniciales) 

x 100. 

 

7.2.3.6.- Toma de muestra para análisis 

Todos los peces utilizados para la obtención de las muestras se sacrificaron por medio de shock 

térmico. Al finalizar el bioensayo de cada unidad experimental se muestrearon seis individuos 

para extraer completamente el sistema digestivo, pesándose el estómago e intestino por separado 

realizando todo el procedimiento en frio. Una vez obtenidas las muestras, estas se conservaron 

a -20°C  hasta realizar los análisis bioquímicos. En el caso de los análisis químicos proximales 

se tomaron 12 individuos, se liofilizaron y molieron hasta homogenizar la partícula (polvo) 

conservándose a 4 °C hasta su posterior análisis. Paralelamente las muestras de los alimentos 

consistieron en 30 g de cada dieta, moliéndose en polvo y conservándose a 4 °C hasta su 

posterior análisis. 

 

7.2.3.7.- Análisis bioquímicos 

Las muestras de estómago e intestino se homogenizaron en frio en una proporción de 200 mg/ml, 

en buffer glicina-HCl 100 mM L-1 pH 2 y buffer tris-HCl 30 mM L-1 + CaCl2 12.5 mM L-1 pH 

7.5 respectivamente. El homogenizado se centrifugó a 16 000g por 30 min a 4 °C y se extrajo 

el extracto multienzimático, el cual se almacenó a -20 °C hasta realizarse los análisis 

bioquímicos. La concentración de proteína soluble en los extractos multienzimáticos se realizó 

mediante la técnica de Bradford, (1976), usando albúmina bovina sérica como estándar. La 
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actividad proteasas ácidas se midió usando la técnica de Anson, (1938), con hemoglobina al 1% 

como sustrato, en una solución glicina-HCl 100 mM L-1 pH 2.0. La actividad proteasas alcalinas 

se medió con la técnica descrita por Kunitz, (1947) modificada por Walter, (1984), usando como 

sustrato caseína al 1% en solución tris-HCl 100 mM L-1 + CaCl2 20 mM L-1 pH 9.0. La actividad 

tripsina se midió con la técnica de Erlanger et al.,  (1961) usando como sustrato BAPNA (N-α-

benzoyl-DL-arginine pnitroanilide) al 3.5 mM L-1, en solución de tris-HCl 100 mM L-1 + CaCl2 

10 mM L-1 pH 8. La actividad quimotripsina se midió por la técnica de DelMar et al., (1979) 

usando como sustrato SAAPNA (N-succinyl-ala-ala-pro-phe p-nitroanilide) al 0.1 mM L-1 en 

solución tris-HCl 100 mM L-1 + CaCl2 10 mM L-1 pH 7.8. La actividad leucina-aminopeptidasa 

se midió con la técnica descrita por Maraux et al., (1973), usando como sustrato leucina p-

nitroanilida al 1 mM L-1, en solución fosfato sódico monobásico 50 mM L-1 pH 7.2. La actividad 

de lipasa se medió con la técnica descrita por Versaw et al., (1989), usando como sustrato β-

naftil caprilato a 100 mM L-1. La actividad α-amilasa se midió usando la técnica de Somoyi-

Nelson descrito por Robyt y Whelan, (1968) usando como sustrato almidón al 2% en solución 

fosfato de sodio y citrato de sodio 100 mM L-1 + NaCl 50 mM L-1 pH 7.5. La actividad fosfatasa 

alcalina se midieron de acuerdo a la técnica de Bergmeyer, (1974), usando como sustrato 4-

nitrofenilfosfato 2% en solución glicina-NaOH 100 mM L-1 a pH 10.1. Todas las actividades de 

los extractos se expresaron empleando las siguientes ecuaciones: 1) Unidad por ml = (Δabs x 

volumen final de la reacción (ml)) x (CEM x tiempo (min) x volumen del extracto (ml)); 2) 

Unidades por mg de proteína = Unidades por ml / mg de proteína soluble. 

 

7.2.3.8.- Análisis proximales  

Los análisis químicos proximales se realizaron en la Facultad de Ciencias Marinas de la 

Universidad Autónoma de Baja California (UABC), de acuerdo a las metodologías establecidas 

por la AOAC, (2005). Los niveles de proteína se determinaron con ayuda de un destilador 

Kjeldahl semiautomática VELP® scientifica UDK 139. En el caso de la extracción de lípidos 

totales se utilizó éter de petróleo y el equipo FOSS® SOXTEC ST 243. Para la humedad se 

utilizó una estufa de flujo laminar Taisite labsciences® WGL-65B y en cenizas se utilizó la 

mufla Ecoshel® ECO-7L. El extracto libre de nitrógeno se consideró como la diferencia del 

total de la ración analizada. 
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7.2.3.9.- Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron en el software STATISTICA V.8 (StatSoft, Tulsa, OK, 

USA) usando un nivel de significancia de p˂0.05 en todas las pruebas. Los análisis que 

cumplieron con los postulados de normalidad y homocedasticidad se les aplicó la prueba 

estadística de ANOVA; cuando existió diferencia significativa se aplicado la prueba de Scheffe 

para encontrar diferencia entre los tratamientos. En los índices zootécnicos se aplicó la prueba 

estadística de Kruskal-Wallis y la prueba posteriori de Nemenyi. El análisis de conglomerados 

(cluster) y de componentes principales se utilizó el software STATGRAPHICS Centurión XVI. 

En la actividad de las enzimas digestivas en las larvas se aplicó un análisis multivariado por 

conglomerados (promedio de las variables por grupo) seleccionando el método del vecino más 

cercano, en donde el número de conglomerados se generó aleatoriamente por el software. La 

actividad de cada enzima se consideró una variable diferente, y luego, la similitud del perfil 

enzimático de las larvas alimentadas en cada dieta se analizó en conjunto con todas las variables. 

Las cuales se ocuparon para realizar el análisis de componentes principales.  
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7.2.4.- RESULTADOS  

7.2.4.1.- Crecimiento e índices de eficiencia  

Las larvas de A. trimaculatus aceptaron con facilidad todos los alimentos e incrementaron en 

más de 20 veces el peso inicial al finalizar el experimento; lográndose una supervivencia mayor 

del 85% en los distintos tratamientos. Los mejores pesos húmedos de las larvas se consiguieron 

con el suministro de los alimentos que contenían 22% de lípidos, observándose también un 

incremento en el crecimiento con el aumento (45 y 50%) de la proteína (Fig. 1).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Interacción del crecimiento en peso húmedo (Media ± Error estándar) de larvas de A. 

trimaculatus con los diferentes niveles de proteína y lípidos. Letras minúsculas indican 
diferencias significativas entre las dietas (n=3, p˂0.05). 
 

 

Los resultados de los indicies de crecimiento y la utilidad del alimento se resumen en la tabla 2, 

donde se observa una influencia significativa (p<0.05) del nivel de proteína, presentado un 

mayor crecimiento y eficacia del uso de alimento independientemente del nivel de lípidos al 

aumentar la cantidad de proteína. De igual forma, esto se observó en el nivel de lípidos, en donde 

2D Graph 1

Proteins (%)
35 40 45 50

W
et

 w
ei

gh
t (

g)

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

Lipids 16%
Lipids 22% 

a
a

ab

bb b

c
c

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



83 

 

un nivel más elevado de este nutriente se produce los mismos efectos independientemente del 

nivel proteico. Al considerar conjuntamente ambos nutrientes resultó evidente que la 

combinación de elevada de proteína (45-50%) y de lípidos (22%) determinaron los mejores 

resultados. Los cuales, representan entre un 30 y 40% en mejora en el índice SGR, y entre un 

20 y 40% en el FCR con respecto al resto de los tratamientos.  

 

Tabla 2. Índices de crecimiento en larvas de A. trimaculatus alimentas con dietas semi-
purificadas en distintos porcentajes de proteínas y lípidos (Media ± D.S, n=3, p˂0.05). 

DIETS 1SGR (%/day) 2WG (%) 3FCR 4Survival (%) 

P35 5.25 ± 0.15 a 2246.5 ± 276.6 a 1.85 ± 0.05 a 96 ab 

P40 5.32 ± 0.06 a 2336.6 ± 85.3 a 1.78 ± 0.03 a 98 c 

P45 5.86 ± 0.08 b 3418.2 ± 282.8 b 1.60 ± 0.11 b 92 a 

P50 5.93 ± 0.09 b 3460.7 ± 284.3 b 1.53 ± 0.08 b 95 ab 

L16 5.33 ± 0.07 a 2368.5 ± 100.0 a 1.81 ± 0.05 a 92 a 

L22 5.85 ± 0.12 b 3362.5 ± 364.4 b 1.57 ± 0.09 b 98 b 

P35-L16 5.10 ± 0.11 a 2037.2 ± 135.8 a 1.90 ± 0.02 a 95 bc 

P40-L16 5.17 ± 0.10 a 2132.2 ± 132.8 a 1.78 ± 0.01a 98 bc 

P45-L16 5.38 ± 0.02 a 2425.6 ± 34.7 a 1.88 ± 0.12 a 85 a 

P50-L16 5.66 ± 0.05 ab 2878.9 ± 96.8 ab 1.68 ± 0.05 ab 90 ab 

P35-L22 5.39 ± 0.19 a 2455.8 ± 417.3 a 1.80 ± 0.09 a 97 bc 

P40-L22 5.46 ± 0.02 a 2541.1 ± 37.7 a 1.78 ± 0.05 a 98 bc 

P45-L22 6.34 ± 0.14 c 4410.7 ± 531.0 c 1.31 ± 0.10 c 98 bc 

P50-L22 6.20 ± 0.13 bc 4042.5 ± 471.8 bc 1.38 ± 0.12 bc 100 c 
1SGR = Specific growth rate (%/day): [(ln final weight − ln initial body weight) / days] x 
100. 2WG = Weight gain (%): [(final body weight – initial body weight) / (Initial mean 
weight)] x 100. 3FCR = Feed conversion ratio: (feed intake, g dry matter) / (fish weight 
gain, g). 4Survival (%): (final fish number / initial fish number) x 100. P=Proteins; 
L=Lipids; Lowercase letters in the columns indicate significant differences between 
treatments.  
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Los índices de eficiencia proteica y de eficiencia lipídica de las larvas de los tratamientos se 

muestra en la figura 2, donde las tasas de eficiencia proteica (PER) mostraron valores más altos 

en las dietas que contenían 22% de lípidos y la mayor eficiencia de proteína se encontró en la 

dieta P45-L22 encontrándose claramente una diferencia significativa (p<0.05) con las dietas de 

16% de lipidos. El índice de eficiencia lipídica va de 2.24 ha 3.62 siendo más altos en las dietas 

con 16% lípidos, el cual tiende aumentar al incluir mayor contenido de proteína en la dieta. El 

mejor índice de eficiencia lipídica se encontró en las larvas alimentadas con los tratamientos 

P50-L16 y P45-L22. 

 

Figura 2. Indices de crecimiento (Media ± Error estándar)  de larvas de A. trimaculatus 
alimentas con las dietas semi-purificadas con distintos porcentajes de proteínas y lípidos. 
LER = Lipids efficiency ratio: (fish wet weight gain, g) / (lipids intake, g). PER = Protein 
efficiency ratio: (fish wet weight gain, g) / (protein intake, g). P = Proteins; L = Lipids; Letras 
minúsculas en las columnas indican diferencias significativas entre tratamientos (n=3, 
p˂0.05). 
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7.2.4.2.- Análisis de la composición proximal  

La composición proximal en materia seca del cuerpo de las larvas alimentadas con los distintos 

piensos experimentales se detalla en la figura 3. En donde se observa que el valor del contenido 

promedio de proteína es aproximadamente del 52% y de lípidos del 37%. En el caso, de las 

cenizas oscila alrededor del 8% y del ELN se considera aproximadamente el 1%. En todos los 

casos no se observó ninguna tendencia clara en el contenido de la composición corporal de las 

larvas en función a la dieta consumida (p>0.05).  
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Figura 3. Análisis proximal de la composición corporal (Media ± Error estándar) de larvas 
de A. trimaculatus alimentadas con las dietas semi-purificadas para el requerimiento de 
proteínas y lípidos (% de materia en peso seco, n=3; P1-L1=Larvas inicial). 
 

 

7.2.4.3.- Actividad enzimática digestiva 

La actividad de las enzimas digestivas analizadas en las larvas alimentadas con los distintos 

piensos experimentales al finalizar el experimento se muestra en la tabla 3. En la mayoría de los 

casos se encontró diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad enzimática de los 

diferentes tratamientos, observándose ligeras tendencias posiblemente influenciadas al 

porcentaje de proteína y lípidos incluidos en los alimentos.   
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Tabla 3. Actividades enzimáticas digestivas (Media ± Desviación estándar) de las de las larvas A. trimaculatus alimentadas con los distintos 
piensos experimentales (Letras minúsculas en la columnas indican diferencias significativas; n=6, p˂0.05).  

Dieta 

Acid 

protease 

Alkaline 

protease  
Trypsin Chymotrypsin L-aminopeptidase Lipase α-amylase 

Alkaline 

phosphatase 

mU mg 

protein 

mUx10-2 mg 

protein 

mUx10-7 mg 

protein 

mUx10-7 mg 

protein 
mUx10-7 mg protein 

mU mg 

protein 

mUx10-2 mg 

protein 

mUx10-7 mg 

protein 

P35-L16 42.12 ± 6.45 a 80.57 ± 7.48 a 2.87 ± 0.08 a 55.32 ± 1.21 b 0.46 ± 0.01 a 1.67 ± 0.09 ab 52.83 ± 4.90 a 0.40 ± 0.05 bcd 

P40-L16 26.09 ± 4.33 b 93.31 ± 10.36 ab 2.61 ± 0.25 a 54.91 ± 2.02 b 0.43 ± 0.01 b 1.78 ± 0.08 a 37.86 ± 3.92 b 0.51 ± 0.10 def 

P45-L16 24.26 ± 1.63 b 133.47 ± 11.37 d 2.69 ± 0.44 a 66.22 ± 4.87 d 0.41 ± 0.01 bc 1.66 ± 0.11 ab 23.01 ± 5.07 de 0.30 ± 0.05 ab  

P50-L16 22.13 ± 0.94 b 96.03 ± 2.84 ab 2.53 ± 0.13 a 57.16 ± 2.44 bc 0.39 ± 0.02 cd 1.64 ± 0.09 ab 32.00 ± 2.95 bc  0.35 ± 0.07 abc  

P35-L22 26.60 ± 2.33 b 85.94 ± 9.24 ab 1.44 ± 0.28 bc 48.15 ± 1.82 a 0.26 ± 0.00 e 1.41 ± 0.15 c 16.86 ± 3.81 e  0.54 ± 0.03 f  

P40-L22 22.97 ± 3.39 b 98.37 ± 12.95 bc 1.78 ± 0.18 b 61.34 ± 1.43 c 0.37 ± 0.02 d 1.39 ± 0.14 c 22.43 ± 2.81 de  0.52 ± 0.09 ef  

P45-L22 24.13 ± 5.15 b 102.45 ± 3.14 bc 1.50 ± 0.09 bc 55.61 ± 3.05 b 0.23 ± 0.01 f 1.53 ± 0.05 bc 29.68 ± 5.95 cd 0.29 ± 0.02 a  

P50-L22 22.24 ± 2.55 b 115.09 ± 11.58 c 1.12 ± 0.11 c 57.22 ± 1.31 bc 0.20 ± 0.03 f 1.41 ± 0.08 c 39.16 ± 1.60 b 0.42 ± 0.04 cde  
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El incremento de la ingesta de proteína en las larvas promueven patrones opuestos en la 

actividad enzimática de las proteasas totales figura 4. Se observa que la actividad de las 

proteasas ácidas tiende a disminuir, mientras que la actividad de las proteasas alcalinas aumenta. 
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Figura 4. Tendencia de la actividad de las enzimas digestivas de proteasas ácidas y alcalinas 
(Media ± Error estándar) en las larvas de A. trimaculatus de las distintas cantidades de ingesta 
de proteína (y=Unidades por mg de proteína, x= gramos de proteína ingerida). 
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La similitud entre los perfiles de enzimas digestivas que presentaban los distintos grupos 

experimentales se detalla en la figura 5. En donde se observa que las larvas alimentadas con las 

dietas P45-L22 y P50-L22 presentan una mayor similitud y ambas son parecidas con el bloque 

formado por los larvas alimentadas con las dietas P45-L16 y 50-L16, en tanto que aquellas que 

recibieron las dietas P35-L16 y P35-L22 mostraron perfiles enzimáticos claramente diferentes.  

 

 

Figura 5. Dendrograma de análisis de agrupamiento jerárquico de la actividad enzimática de 
larvas de A. trimaculatus de las distintas dietas. 
 

 

 

 

 

 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



89 

 

La evaluación del perfil enzimático mediante el análisis de componentes se muestra en la figura 

6. En el cual se representa un 72.45% de la varianza, en donde el componente I explica un 

48.84% y el componente II un 23.61%. La actividad enzimática de tripsina (0.52), leucina 

aminopeptidasa (0.48) y lipasa (0.48) son las más influyentes en el componente I; mientras que 

en el componente II son la quimotripsina (0.65) y la fosfatasa alcalina (-0.49). Encontrándose 

la separación de los perfiles enzimáticos de las larvas alimentadas con 16 y 22% de lípidos, así 

como las larvas alimentas con las dietas P35-16 y P35-L22. 
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Figura 6. Bigráfico del análisis de componentes principales de la actividad de las enzimas 
digestivas en larvas de A. trimaculatus al finalizar el bioensayo con las distintas dietas. 
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7.2.5.- DISCUSSION 

7.2.5.1.- Crecimiento e índices de eficiencia  

El presente estudio pone en manifiesto que el crecimiento de larvas de A. trimaculatus es 

influenciado por diferentes niveles de proteínas y lípidos en la dieta. En donde el mejor 

crecimiento lo promueve el alimento con 45% de inclusión proteína con el máximo de lípidos, 

dieta P45-L22. En la etapa larvaria los porcentajes de inclusión proteínas en la dieta oscilan del 

40 al 60% en larvas de cichlidos. Este mismo contenido de proteína (45%) también ha generado 

buenos crecimientos en larvas de cichlidos en Orechromis niloticus (Abdel-Tawwab et al., 

2010) y en Cichlasoma urophthalmus (Martínez-Palacios et al., 1996); mientras que en Petenia 

splendida (Uscanga-Martinez et al., 2012) el óptimo resultó en 52%. Estos tres estudios las 

dietas son isocaloricas con un porcentaje de inclusión del 6, 10 y 15% de lípidos 

respectivamente. También en otras especies de agua dulce como en Menidia estor (Martínez-

Palacios et al., 2007) y Pseudobagrus ussuriensis (Wang et al., 2013); se reporta como óptimos 

para el crecimiento la inclusión del 45% de proteína en la dieta e incluso mayor como en Sander 

lucioperca (Schulz et al., 2007) del 52% proteína. En larvas de peces marinos los porcentajes 

van de 50 hasta 68%, considerándose óptimos de 60% en larvas de Argyrosomus regius 

(Saavedra et al., 2016); en algunos casos no se encuentra diferencia significativa en el 

crecimiento con más de 50% (Pagellus bogaraveo; Silva et al., 2006) o de 55% (Solea 

senegalensis; Yúfera et al., 2005) de inclusión de proteína en la dieta. Por lo que podría 

considerarse que un porcentaje igual o mayor al 45% de proteína tiende a ser característico de 

hábitos alimenticios de peces carnívoros (Álvarez-González et al., 2001). Por otra parte, las 

larvas alimentadas con los piensos que contenían 22% de lípidos, presentaron un mejor 

crecimiento que los alimentados con 16%, independientemente del porcentaje de proteína; 

siendo la dieta P45-L22 la que genero mejor crecimiento. En muchas investigaciones de lípidos 

los rangos se han centrado en un rango entre 5 al 20% reportado buenos resultados al utilizar 

porcentajes menores de lípidos dietarios a los encontrados en este estudio; en larvas de 

Epinephelus coioides se reporta un óptimo de 15.99% (Li et al., 2016); en larvas de Orechromis 

niloticus entre 8 a 11.5% (Qiang et al., 2017) y en juveniles de Sebastes schlegeli entre 15 a 

19% (Cho et al., 2015). En el presente estudio, las larvas de A. trimaculatus presentaron el mejor 

crecimiento con las dietas que contenían 16% de lípidos si está incluida un 55% de proteína 

(P55-L16), pero cuando la inclusión es del 22% de lípidos el mejor crecimiento resulto con la 
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dieta con 45% de proteína (P45-L22), lo que indicaría que en el primer caso parte de la proteína 

se estaría utilizando con fines energéticos. Esta variación de nutrientes (lípidos y proteína) se ha 

descrito en juveniles de Sebastes schlegeli en donde el mejor crecimiento se consiguió utilizando 

las dietas que contenían 15% de lípidos y 50% de proteína, en cambio cuando se incrementa el 

porcentaje de lípidos a 19%, el mejor crecimiento se conseguía con 45% de proteína (Cho et al., 

2015). Los lípidos ayudan en los procesos fisiológicos como en la formación de la membrana 

celular (fosfolipidos) y en la absorción de nutrientes solubles en lípidos, además son utilizados 

para fines energéticos y hacen un aporte importante de ácidos grasos en los peces (Storebakken, 

2002; Sargent et al., 2002; Bowyer et al., 2013). Por lo tanto cuando estos nutrientes cubren la 

demanda energética, la proteína puede ser solo utilizada para fines de crecimiento y no para 

efectos energéticos. Con ello, se podría permitir un ahorro de proteína en los alimentos y por 

consiguiente una posible disminución en los costos de producción (Kumar et al., 2018). Sin 

embargo, este efecto de ahorro de proteína no siempre se ponen de manifiesto, como se ha 

demostrado en especies tales como Polydactylus sexfilis al utilizar dietas con un rango de lípidos 

entre 10 y 14% de lípidos (Deng et al., 2011) y en juveniles del hibrido Epinephelus 

fuscoguttatus × E. lanceolatus entre 7 y 14% de lípidos (Rahimnejad et al., 2015). En ambos 

casos no se encontró ninguna influencia de los lípidos para disminuir la proteína, indicando la 

posibilidad que el rango de lípidos probado debió ser muy reducido y no se puede apreciar este 

efecto de ahorro de proteína. También existe la posibilidad que algunas especies la demanda 

energética es dependiente de las proteínas, porque no tener la capacidad de oxidar los lípidos 

para utilizarlos como fuentes energéticas. En las larvas de A. trimaculatus se puede observar 

que requieren de elevado contenido de lípidos y estos posiblemente son utilizados en fines 

energéticos, entre otros procesos. 

 

Los índices SGR, WG y FCR se vieron influenciados por el incremento de los niveles de 

proteína y lípidos. Los índices menos eficientes lo presentaron las larvas alimentadas con la 

dieta P35-L16 y los mejores las larvas alimentadas con la dieta P45-L22 (Tabla 2). Los indicies 

de la dieta P45-L22 no presentan diferencia estadística significativas (p>0.05) con la dieta P50-

L22, pero si son afectados negativamente en la reducción del crecimiento por el aumento la 

proteína. Por lo tanto, un alto contenido de proteína en los alimentos afecta el crecimiento, 

incrementar los costos y son menos amigable con el medio ambiente, por el aumento de la 
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excreción de amoniaco de los peces (Salhi et al., 2004; Ali & Jauncey, 2005). Los valores de 

SGR y WG de larvas de A. trimaculatus encontrados en este experimento son más altos a los 

descritos en Petenia spledida (Uscanga-Martínez et al., 2012), Pseudobagrus ussuriensis 

(Wang et al., 2013) y Oreochromis niloticus (Qiang et al., 2017); mientras que el FCR se 

encuentra dentro de un rango similar al de Oreochromis niloticus (Abdel-Tawwab et al., 2010; 

Gao et al., 2011) y en Pseudobagrus ussuriensis (Wang et al., 2013). El índice FCR es 

influenciado por varios factores como el requerimiento nutricional de la especie, los hábitos 

alimenticios, la formulación de los alimentos, las condiciones de cultivo, entre otras, por lo que 

es difícil encontrar una referencia fiable. No obstante, los valores más cercanos a 1.0 se 

determinaron en las larvas alimentadas con las dietas P45-L22 y P50-L22, las que también 

mostraron los mejores crecimientos. Por otra parte, no se observó ningún efecto claro del nivel 

proteico en la supervivencia de las larvas, pero si una cierta relación con el nivel de los lípidos, 

observándose una mejora en supervivencia del 92 al 98% al aumentar los lípidos del 16 al 22% 

respectivamente. Autores como Ai et al., (2008) y Zheng et al., (2010), mencionan que el óptimo 

de lípidos se ha relacionado con el aumento a la supervivencia y un buen crecimiento, lo que 

coincide con lo encontrado para en larvas de A. trimaculatus.  

 

En las larvas alimentadas con una inclusión del 16% de lípidos en las dietas, el índice LER 

(indicativo de una mayor eficiencia lípidos) tiende a incrementarse al aumentar el porcentaje de 

proteínas en los alimentos. Mientras que el índice PER (indicativo de una mayor eficiencia 

proteínas) presenta una ligera tendencia a disminuir y es igual en los alimentos con 45 y 50% 

de proteína. Este efecto del PER se ha descrito en otros trabajos, lo cual podría deberse a un 

exceso de la proteína o a una deficiencia de energía en los alimentos, en ambos casos la proteína 

puede ocuparse para fines energéticos (Okorie et al., 2007; Ng et al., 2008; Mohseni et al., 2013; 

Cho et al., 2015). En nuestro caso posiblemente las dietas con 16% de lípidos no estén cubriendo 

la demanda de energía de las larvas y probablemente una parte de la proteína se está destinando 

para fines energéticos. En cambio, en las larvas alimentadas con 22% de lípidos los valores del 

PER tienden hacer más altos, sin presentar ninguna tendencia clara con el aumento de la 

proteína. Esto pone en manifiesto que el uso de las proteínas es influenciado por los niveles de 

inclusión de los lípidos en los alimentos (Mohanta et al., 2013). No obstante cuando se tiene 

cubierta la demanda energética, los altos niveles de proteína también afectan los valores del 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



93 

 

índice PER, esto es observado en las larvas alimentadas con 50% de proteína (P50-L22). 

Resultados similares del exceso de a proteína se han descrito en juveniles de Sebastes schlegeli 

(Cho et al., 2015). También existen casos, que la influencia de los nutrientes (proteínas o lípidos) 

no generan diferencias significativas de los índices de eficiencia, como en juveniles de Siniperca 

scherzeri, en donde posiblemente los alimentos podrían estar por arriba del requerimiento 

nutricional mínimo de la especie (Sankian et al., 2017). En nuestro estudio se encontró que las 

larvas alimentadas con altos niveles de lípidos (22%) y de proteínas (45 y 50%), se promueve 

un mejor crecimiento en las larvas y elevados valores en los índices de eficiencia, 

considerándose la dieta P45-L22 como la más adapta para esta especie. 

 

7.2.5.2.- Análisis de la composición proximal  

La composición proximal del cuerpo de las larvas alimentadas con los distintos alimentos 

experimentales, no se encontró diferencias significativas entre los tratamientos. Esta ausencia 

de diferencia significativa en la composición corporal de los peces en los ensayos, donde se 

utilizan alimentos con distintos niveles de proteínas y de lípidos ya ha sido reportado en otras 

especies, tales como en juveniles de Paralabrax maculatofasciatus, (Álvarez-González et al., 

2001); larvas de Seriola dumerili (Takakuwa et al., 2006), en larvas Tor mahseer (Ng et al., 

2008), en juveniles Salvelinus fontinalis (Amin et al., 2014) y en juveniles Siniperca scherzeri 

(Sankian et al., 2017). Esto se suele atribuir a diferentes causas como por ejemplo a un periodo 

corto exposición de las dietas y por tanto no alcanza a generar cambios en la composición de 

los organismos. También a los diferentes estadios de desarrollo, la composición nutricional de 

las dietas, o en su caso las dietas suministradas están por arriba del requerimiento mínimo 

nutricional. Finalmente, en algunos casos se comenta de la influencia de diferentes factores 

abióticos como son las condiciones de cultivos (Shearer, 1994; Álvarez-González et al., 2001; 

Takakuwa et al., 2006; Ng et al., 2008; Amin et al., 2014; Sankian et al., 2017). En algunos 

estudios, no se ha encontrado cambios en la composición del cuerpo de los peces, pero si en 

algunos órganos (hígado, musculo, entre otros) que suelen ser más susceptibles a reflejar la 

composición y deposición de los nutrientes de la dieta en los peces. En caso los experimentos 

realizados en la etapa larvaria, el tamaño de los peces muchas veces limita o dificulta realizar 

este tipo de análisis a estos órganos. 
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7.2.5.3.- Actividad enzimática digestiva 

Los valores de la actividad enzimática digestiva determinadas en larvas de A. trimaculatus 

alimentadas con las distintas dietas experimentales que se muestran en la tabla 3. Son similares 

a los perfiles de actividad enzimática descritos en trabajos anteriores para la misma especie 

(Toledo-Solís et al., 2015, 2016). En los cuales se describe una digestión en la que participan el 

estómago e intestino, con características de hábitos alimenticios de un omnívoro con tendencia 

a la carnivoría. En este experimento los valores promedio de actividades de proteasas ácidas y 

alcalinas mostraron relaciones opuestas con la ingesta de la proteína total. La presencia de una 

menor actividad de las proteasas ácidas en larvas que consumieron más proteína, posiblemente 

refleja un uso más intensivo de dichas enzimas. Las cuales podrían estar ligadas a una mayor 

demanda por el procesado digestivo de este nutriente, ya que no podría ser compensada por la 

limitada capacidad de producción del estadio larvario (Zambonino-Infante & Cahu, 2001; Lazo 

et al., 2011). Por otro lado, podría influenciar que al momento del muestreo no se hubiesen 

regenerado los niveles de actividad de las proteasas ácidas (Novelli et al., 2016; Yúfera et al., 

2018). Por el contrario, los valores de actividad de las proteasas alcalinas de las larvas parecen 

indicar que existe una capacidad de producción de acorde a los niveles de ingesta de proteína, 

reflejándose una relación directa entre la actividad medida en las larvas y el consumo promedio 

de proteína total. En el resto de las actividades enzimáticas, se presenta en algunos casos 

diferencias significativas entre los distintos grupos de larvas experimentales, pero no se 

mostraron tendencias claras inducidas por las variaciones de la ingesta de proteínas o lípidos. 

Dado que esta variabilidad suele ser un problema para la integración o interpretación de los 

resultados. Se llevó a cabo una evaluación global de las variaciones en los perfiles enzimáticos 

utilizando los análisis multivariantes, similar a los realizados en Maja brachydactyla por 

Rotllant et al., (2010) y en Hippocampus reidi por Novelli et al., (2016). El análisis de 

conglomerados o cluster indica que las larvas que obtuvieron mayor crecimiento (P45-L22 y 

P50-L22) presentan entre si una mayor similitud en sus perfiles de actividad enzimática, siendo 

a su vez parecidas al grupo de larvas alimentadas con las dietas P40-L16, P45-L16 y P50-L16. 

En cambio, los perfiles enzimáticos de las larvas que obtuvieron un bajo rendimiento en el 

crecimiento con las dietas P35-L16 y P35-L22, mostraron mayores diferencias del resto de los 

grupos. Por lo tanto, en este experimento parecer ser que los perfiles de actividad enzimática de 

las larvas pueden reflejar los estados fisiológicos y condiciones nutricionales, los cuales tienden 
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a ser similares de acuerdo a las características nutricionales proporcionadas por los alimentos. 

Coincidiendo en que los análisis de actividad enzimática pueden ser utilizados como posibles 

indicadores de las condiciones nutricionales o bien como indicadores del estado de madurez del 

sistema digestivo en los peces (Moyano et al., 1996; Cara et al., 2007; Rotllant et al., 2010). 

 

El análisis de componentes principales permitió segregar a los grupos experimentales en función 

a las variables de las actividades enzimáticas de mayor relevancia. Observándose una clara 

separación entre los perfiles enzimáticos de las larvas alimentadas con una inclusión del 16 y 

22% de lípidos en los alimentos. Esta agrupación ó separación de los perfiles de actividad 

enzimática se adjudica a la actividad de la enzima lipasa, por la posible influencia de la variación 

de los lípidos en las dietas. Además en esta agrupación intervienen la actividad de dos proteasas 

(tripsina y L-aminopeptidasa) que agrupan en el mismo sentido, las cuales podrían estar 

influenciadas por la inclusión de las proteínas. También se presenta una mayor similitud entre 

los perfiles enzimáticos de las larvas alimentadas con una inclusión del 22% lípidos en las dietas. 

Esto podría indicar que este grupo de larvas comparte estados nutricionales parecidos y en 

mejores condiciones, a los perfiles enzimáticos de las larvas alimentadas con 16% de lípidos. 

En los cuales se registran una mayor variabilidad en la agrupación de los perfiles enzimáticos 

de las larvas. En este grupo (L16), se observa una clara separación del perfil enzimático de las 

larvas alimentadas con la dieta P45-L16 por la enzima quimotripsina. En esta dieta las larvas 

presentaron los valores más elevados de dicha enzima y la mortalidad más alta del experimento, 

así como la ratio tripsina-quimotripsina más baja del grupo de dietas L16. Esta ratio se ha 

relacionado con los estados nutricionales en las larvas, en donde si se presenta una disminución 

o estancamiento podría indicar condiciones nutricionales inadecuadas. Debido a que en 

condiciones normales la secreción de tripsina va en aumento a la demanda de la hidrólisis de 

proteínas, pero si hay una restricción en cantidad o calidad de los alimentos, se producirá 

relativamente menos tripsina frente a una secreción constante de quimotripsina (Moyano et al., 

1996; Cara et al., 2003; Moyano, 2006). Por otra parte, en este análisis de componentes se 

observa que los perfiles enzimáticos de las larvas alimentadas con 35% de proteína en las dietas 

(P35-L22 y P35-L16), son separados claramente por la influencia de los altos niveles de la 

actividad de las proteasas ácidas. Los cuales tienen a ser más altos cuando se presenta una menor 

cantidad de ingesta de la proteína. Por lo tanto, son las enzimas tripsina, L-aminopeptidasa y 
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lipasa las que tienden a correlacionar positivamente en ambos componentes; las cuales ponen 

en manifiesto la influencia de las variaciones de los nutrientes en las dietas experimentales. De 

estas dos proteasas, la tripsina ha sido una de la más estudiada por su importancia que tiene en 

la digestión de proteínas en la alimentación en las larvas (Ueberschär, 1993; Srivastava et al., 

2002); además se ha demostrado que la actividad enzimática se correlaciona con el contenido 

alimenticio del sistema digestivo en larvas (Rønnestad et al., 2013; Navarro-Guillén et al., 

2015). La L-aminopeptidasa se ha estudiado menos, esta es asociada a terminar la digestión de 

las proteínas a nivel luminar para la liberación de los aminoácidos (Lazo et al., 2007; Su-Hua et 

al., 2011). Mientas que la enzima lipasa pancreática lleva a cabo la digestión de lípidos exógenos 

para la liberación de ácidos grasos (Tengjaroenkul et al., 2002; Comabella et al., 2006; Álvarez-

González et al., 2008). En cambio, las proteasas ácidas en nuestro estudio tienden a 

correlacionar a decrecer en función a la ingesta de proteína y la enzima quimotripsina podría 

reflejar variaciones por deficiencias nutricionales y condiciones fisiológicas que ocasionaron la 

mortalidad. Por su parte, la fosfatasa alcalina y la amilasa posiblemente son influenciadas por 

el resto de los nutrientes que componen las dietas experimentales. Aunque no están relacionas 

directamente con la variación de los nutrientes de interés del experimento, son consideradas en 

los análisis enzimáticos para tener un contexto representativo de las condiciones nutricionales 

de las larvas. Debido a que no existe un índice universal que permita discriminar las condiciones 

nutricionales en las distintas etapas de crecimiento (Rotllant et al., 2010). Por ello, los índices 

nutricionales deben definirse para cada etapa de crecimiento y bajo las condiciones 

experimentales para cada una de las especies en estudio. 
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7.2.6.- CONCLUSIÓN 

 

Las larvas de A. trimaculatus podrían tener requerimientos nutricionales próximos a 45% de 

proteína y 22% de lípidos, debido a que cuando se alimentaron con estos porcentajes se registró 

un buen crecimiento y los mejores índices de eficiencias de alimento. Por lo tanto, la influencia 

de los elevados contenidos de lípidos en los alimentos genera un mayor aprovechamiento de las 

proteínas y supervivencia en la etapa larvaria. Los análisis de actividad enzimática, en las larvas 

ayudan en reflejar las condiciones nutricionales generadas por los distintos niveles de inclusión 

de las proteínas y lípidos en los alimentos experimentales. Por lo tanto, los análisis de las 

enzimas digestivas podrían ser utilizados como indicadores de las condiciones nutricionales de 

las larvas, cuando se evalúa la  inclusión de algún tipo de nutrientes en los alimentos.  
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7.3.- Capitulo III. Evaluación in vitro de la biodisponibilidad potencial de 

proteínas y lípidos en los ingredientes de los alimentos para la mojarra 

tahuina (Amphilophus trimaculatus) 

 
Toledo-Solís F.J.1, Saenz de Rodrigáñez M.2, Díaz M.3, Martínez-García R.1, Peña E. 1,4, 

Álvarez-González C.A.1 

 
1Laboratorio de Acuicultura Tropical, División Académica de Ciencias Biológicas, Universidad 

Juárez Autónoma de Tabasco, 0.5 km Carretera Villahermosa-Cárdenas, C.P. 86039 

Villahermosa, TAB, Mexico. 
2Colección de Ictiología, Instituto de Ciencias Biológicas, Universidad de Ciencias y Artes de 

Chiapas. CP. 29039. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, Mexico. 
3Universidad de Almería, CEIMAR, Dept. Biología Aplicada, Escuela Politécnica Superior. 

Edificio CITE II-B, Campus universitario de la Cañada, 04120 Almería, Spain. 
4Cátedra Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología-UJAT, Villahermosa, Tabasco, México 

 

 

7.3.1.- RESUMEN 

En el desarrollo del cultivo de peces nativos, como Amphilophus trimaculatus, es 

importante disponer de un conjunto de ingredientes proteicos y lipídicos apropiados para la 

elaboración de alimentos que permitan optimizar el cultivo a costos accesibles. Para ello, se 

evaluó la digestibilidad in vitro utilizando extractos enzimáticos de juveniles de A. trimaculatus 

por medio del pH-stat. La digestión de los ingredientes proteicos se realizó en condiciones 

ácidas y alcalinas, cuantificándose el total de aminoácidos libres al finalizar las hidrólisis. En 

los ingredientes lipídicos la digestibilidad se evaluó solamente en condiciones alcalinas. Las 

enzimas digestivas de los peces mostraron una mayor afinidad por las materias primas de origen 

animal; siendo de los ingredientes proteicos la harina de carne de res, la harina de pescado y la 

harina ave premium las que presentaron una mejor digestibilidad. Por su parte, los ingredientes 

lipídicos que podrían ser utilizados son los aceites de origen de pescado. No se descarta la 

posibilidad de integrar utilizar ingredientes de origen vegetal, como la soya o algunos cereales; 

así como aceites vegetales de oliva, maíz o soya. Es necesario complementar este estudio in 
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vitro con los análisis de digestibilidad in vivo, a fin de determinar los porcentajes de inclusión 

en los alimentos, así como los costos de los mismos para desarrollar de una fórmula optimizada 

para el cultivo de A. trimaculatus. 

 

PALABRAS CLAVES: Digestibilidad in vitro, A. trimaculatus, pH-stat, Proteínas, Lípidos. 

 

 

7.3.2.- INTRODUCCIÓN 

 

Los alimentos de las especies piscícolas cultivadas, deben diseñarse considerando sus 

características biológicas (hábitos alimenticios, requerimientos nutricionales, fisiología 

digestiva, etc.), con el fin de obtener una asimilación eficiente de nutrientes y promover el mejor 

rendimiento posible (Moyano et al., 2014; Peña et al., 2017). En este sentido, las proteínas y los 

lípidos son considerados nutrientes prioritarios para el crecimiento y desarrollo de los peces 

(Tocher, 2010; Chatzifotis et al., 2012; Wu and Gatlin, 2014; Xu et al., 2018). Los cuales, han 

sido mayormente proporcionado por la harina y el aceite de pescado, situación que ha cambiado 

en los últimos años debido a que su disponibilidad ha disminuido por causa de la demanda 

creciente que ha incrementado enormemente su costo de adquisición (FAO, 2014; Castillo-

Lopez et al., 2016; Tibbetts et al., 2017). Es por ello, que en los alimentos de las especies en 

cultivo y especialmente los que están en fase de desarrollo, se buscan alternativas para remplazar 

la harina y el aceite de pescado por diferentes ingredientes de origen animal y vegetal (Tacon 

and Metian, 2008; Desai et al., 2012; Castillo-Lopez et al., 2016). Dada la gran variabilidad en 

el perfil de nutrientes de estos ingredientes en función de su origen, lote de producción o 

tecnología de procesado (Lemos & Tacon, 2011; Tibbetts et al., 2011b), resulta fundamental 

establecer algún tipo de evaluación nutricional fiable y estandarizada adaptada a las condiciones 

de la especie de interés. En este sentido se aplican los ensayos de digestibilidad in vivo (Cho et 

al., 1982) e igualmente sus alternativas in vitro.  

 

Los ensayos de digestibilidad in vitro, dado su bajo costo, ausencia de restricciones éticas y 

relativa sencillez de ejecución, se emplean rutinariamente para una evaluación preliminar que 

permita la selección de ingredientes en función de su valor nutritivo potencial, tanto en 
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diferentes especies de animales terrestres como en acuáticos (Boissen & Eggum, 1991; Hamdan 

et al., 2009; Moyano et al., 2014). El pH-stat es una metodología ampliamente utilizada en la 

evaluación in vitro de la bioaccesibilidad de proteína y lípidos en nutrición animal y humana 

(McClements & Li, 2010; Williams et al., 2012; Wooster et al., 2014; Mat et al., 2018), la cual 

ha sido adaptada para su empleo en especies acuícolas en varios estudios (Tibbetts et al., 2011a; 

Li et al., 2011; Peña et al., 2017). El fundamento de la técnica se basa en cuantificar el grado de 

hidrolisis de los ingredientes a partir del consumo de ácido o base requeridos para mantener 

constante el pH de la reacción, el cual varía como resultado de la hidrólisis de los enlaces 

peptídicos de una proteína o de los enlaces esteres de los lípidos por parte de las enzimas 

digestivas. Los ingredientes que dispongan de una mejor bioaccesibilidad para la acción 

enzimática tendrán elevados grados de hidrólisis, lo que se correlaciona con una mayor 

biodisponibilidad potencial de los nutrientes para ser asimilados por el organismo. En diversos 

estudios realizados en especies piscícolas, las medidas de hidrólisis de ingredientes proteicos 

por pH-stat, se han complementado con la cuantificación de los aminoácidos liberados durante 

dicha hidrólisis. De esta manera, estos estudios proporcionan una visión más completa sobre la 

biodisponibilidad potencial de los mismos, ayudando a la selección de ingredientes. Tal es el 

caso de Atractosteus tropicus (Frías-Quintana et al., 2010), Gadus morhua (Tibbetts et al., 

2011b), Cichlasoma urophthalmus (Cuenca-Soria et al., 2013), Oncorhynchus mykiss, 

Rachycentron canadum, and Oreochromis niloticus (Yasumaru & Lemos, 2014) y del pargo 

Lutjanus guttatus (Peña et al., 2017).  

 

En otro orden de ideas, la mojarra tahuina (Cichlasoma trimaculatum Günther, 1867), la cual 

nombrada recientemente por Říčan et al., (2016) como Amphilophus trimaculatus, es una de las 

especie de cíclidos nativos con valor comercial en la costa del Pacifico Sur de México. Esta 

especie eurihalina de hábitos omnívoros con tendencia carnívora, cumple con muchos de los 

criterios de selección de las especies con potencial acuícola (Yáñez-Arancibia, 1978; Violante 

1995; Miller et al., 2005; Álvarez-Lajonchère et al., 2011). A pesar de haberse logrado 

reproducir en cautiverio y de haberse investigado distintos aspectos de su fisiología digestiva en 

larvas y juveniles (Uscanga-Martínez et al., 2015; Toledo-Solís et al., 2015, 2016), se siguen 

desconociendo muchos aspectos prácticos de su nutrición en diferentes etapas de cultivo. Uno 

de ellos, es la selección de los ingredientes apropiados para la elaboración de fórmulas que 
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puedan optimizar el crecimiento a un costo accesible. Con dicho propósito y para garantizar la 

factibilidad de dichas formulas, se evaluaron un amplio número de materias primas, tanto 

proteicas como lipídicas, que podrán ser utilizadas en la formulación de los alimentos para esta 

especie. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es realizar una evaluación de la calidad 

nutritiva potencial de diferentes ingredientes proteicos y lipídicos disponibles en la región, con 

el fin de encontrar candidatos óptimos para las fórmulas de juveniles de A. trimaculatus, 

empleando para ello la metodología pH-stat y la cuantificación de aminoácidos libres totales.  
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7.3.3.- MATERIALES Y METODOS 

7.3.3.1.- Ingredientes proteicos y lipídicos 

Se evaluaron un total de 16 harinas proteicas, así como 8 ingredientes lipídicos, tanto de origen 

animal como vegetal, obtenidos de diferentes proveedores (Tablas 1 y 2). 

 

Tabla 1. Ingredientes proteicos de origen animal y vegetal  la digestibilidad in vitro en 
juveniles de A. trimaculatus. 

No Ingredientes proteicos Abreviatura Proteína (%) Humedad (%) 

1 Caseína1 Cas 90.0 2.0 

2 Hemoglobina1 Hm 90.0 2.0 

3 Gluten de maíz4 CGM 61.5 9.4 

4 Gluten de trigo2 WGM 75.0 10.0 

5 Harina de ave Premium5 FWM 65.0 4.5 

6 Harina de cabeza de camarón5 SHM 28.0 5.0 

7 Harina de calamar5 SM 75.0 5.0 

8 Harina de carne de res4 MBM 43.7 6.6 

9 Harina de carne y viseras de pollo4 PM 60.0 5.1 

10 Harina de pescado5 FM 66.0 6.8 

11 Harina de sangre de res 7 BBM 64.0 5.0 

12 Harina de sorgo3 SGM 8.9 14.0 

13 Harina de soya4 SBM 46.8 11.6 

14 Harina de trigo3 WM 12.4 12.8 

15 Hidrolizado de pescado6 HFM 72.0 8.0 

16 Pasta de soya3 SB 49.2 6.02 

1) Sigma-Aldrich. 2) Glútenes de México S.A. de C.V. Estado de México, México. 
3) Empresa GALMEX S.A. en Villahermosa, Tabasco, México. 4) Planta de 
alimentos Consorcio Súper en Guadalajara, Jalisco, México. 5) Proteínas Marinas y 
Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. 6) CCP Noruega. 7) 
Rastro de Texcoco, Estado de México, México. 
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Tabla 2. Ingredientes lipídicos de origen animal y vegetal para la digestibilidad in 

vitro en juveniles de A. trimaculatus. 
No Lipid ingredients Abbreviation 

1 Salmon oil1 SALM 

2 Fish oil1 FISH 

3 Beef bait2 BEEF 

4 Cod liver oil3 COD 

5 Olive oli (Ybarra)4 OLIV 

6 Corn oil (Maceite)5 CORN 

7 Soy oil (Nutrioli)6 SOY 

8 Safflower oil (Oléico)7 SAFF 

1) Proteínas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. 
2) Unión Ganadera de Tabasco, Villahermosa, Tabasco. 3) Farmacia París S.A. de 
C.V. Villahermosa, Tabasco. 4) Ybarra Comercial de México, S.A. de C.V. México 
D.F. 5) Promotora de Productos y Mercados Mexicanos, S.A. de C.V., Guadalajara, 
Jalisco. 6) Ragasa, Proteínas Naturales S.A. de C.V. Guadalupe, Nuevo León. 7) 
Oléico® Coral Internacional S.A. de C.V. San Luis Potosí, San Luis Potosí. 

 

 

7.3.3.2.- Material biológico y preparación de extractos enzimáticos 

Los juveniles de A. trimaculatus se obtuvieron del Laboratorio de Nutrición y Producción 

Acuícola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de Ciencias y Artes de 

Chiapas. Los peces se mantuvieron en sistemas de recirculación y se alimentaron a saciedad 

aparente con alimento Silver Cup® Pedregal (32% de proteína y 5% de lípidos) tres veces al 

día. Se sacrificaron 21 juveniles con peso húmedo de 42.21 ± 15.18 g mediante una sobredosis 

de MS-222. Enseguida se realizó una disección en frío para extraer estómagos e intestinos 

utilizados para la preparación de los extractos enzimáticos. Estos se homogenizaron por 

separado en frío con agua destilada en una relación 200 mg/ml (p/v) usando un homogenizador 

eléctrico Ultra Turrax® Ika T18 Basic. Después fueron sometidos a pulsos de ultrasonidos 

mediante un disruptor sónico (Ultrasonic FS-250N; Thermo scientific®) por un tiempo total de 

48 segundos, en intervalos de 8s a una frecuencia de 65 Hz. Los extractos de estómago se 

ajustaron a pH 3.4 y los de intestino a pH 7.9, centrifugándose a 16,000 g a 4 °C por 30 min en 

una centrifuga Eppendorf® 5810-R, con rotor F45-3011. Se recuperó el sobrenadante y se 

almacenaron alícuotas en tubos eppendorf de 0.5 ml a -20 °C hasta su posterior utilización. 
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7.3.3.3.- Proteína soluble y actividad enzimática de los extractos  

La concentración de proteína soluble en los extractos se determinó de acuerdo a la metodología 

descrita por Bradford, (1976) utilizando albúmina bovina sérica como estándar. La actividad 

total de las proteasas ácidas se midió en los extractos de estómago utilizando hemoglobina al 

1% como sustrato en una solución glicina-HCl 100 mM L-1 pH 2.0 (Anson, 1938). La actividad 

total de las proteasas alcalinas en extractos intestinales se medió con la técnica descrita por 

Kunitz, (1947) modificada por Walter, (1984), usando como sustrato caseína al 1% en solución 

tris-HCl 100 mM L-1 + CaCl2 20 mM L-1 pH 9.0. La actividad de lipasa se medió con la técnica 

descrita por Versaw et al., (1989), usando como sustrato β-naftil caprilato a 100 mM L-1. Todas 

las actividades obtenidas se expresaron empleando las siguientes ecuaciones: 1) Unidad por ml 

= (Δabs x volumen final de la reacción (ml)) x (CEM x tiempo (min) x volumen del extracto 

(ml)); 2) Unidades por mg de proteína = Unidades por ml / mg de proteína soluble. 

 

7.3.3.4.- Determinación del grado de hidrolisis (GH)  

Las medidas de hidrólisis proteica o lipídica se llevaron a cabo utilizando un pH-Stat Titrando 

902 (Metrohm®, Suiza). La determinación del grado de hidrolisis para los ingredientes proteicos 

vegetales y animales se realizó de acuerdo a la metodología propuesta por Saunders et al., 

(1972), modificado por Dimes y Haard, (1994), evaluándose bien bajo condiciones que 

simulaban la digestión ácida estomacal o bien la digestión alcalina intestinal. En la evaluación 

de cada ingrediente se utilizaron 8 mg de proteína suspendidos en 5 ml de agua destilada con 

agitación continua, a una temperatura constante de 37 °C. La digestión de la fase ácida duro 900 

seg y se utilizaron 10 µl de extracto de estómago (87 U/ml de actividad). La reacción se corrió 

a un pH 3.5 y cada 100 seg se cuantifico el consumo de HCl al 0.1N para mantener ajustado el 

pH de reacción. La digestión de la fase alcalina duro 2700 seg y se utilizaron 110 µl de extracto 

de intestino (30.5 U/ml de actividad). La reacción se corrió a un pH 8.0 y cada 300 seg se 

cuantifico el consumo de NaOH 0.1N para mantener ajustado el pH. Para cada ingrediente se 

realizó un blanco con agua destilada con objeto de evaluar la autohidrolisis y todos los ensayos 

se realizaron por triplicado.  

 

El grado de hidrólisis de la reacción se expresó en porcentaje y se calculó mediante la ecuación: 

GH (%) = (h / htot) * 100, en donde: h= número de enlaces peptídicos hidrolizados y htot= número 
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de enlaces peptídicos totales del sustrato proteico. El número de enlaces peptídicos hidrolizados 

se calcula con la ecuación: h= b * Nb * (1/ α) *(1/MP) en donde: b= consumo en ml de HCl o 

NaOH, Nb= normalidad de HCl o NaOH, α= constante de disociación de los grupos α-NH2 y 

MP= masa de proteína en la mezcla de reacción. Por otra parte, los valores de GH se expresaron 

como porcentaje relativo utilizando como referencia los datos obtenidos para la hemoglobina 

en la fase ácida y la caseína en la fase alcalina, y que en ambos casos fueron considerados 100%. 

 

7.3.3.5.- Determinación total de aminoácidos libres (TFA) 

Al finalizar todas las digestiones, se tomaron 60 µl de muestra de la mezcla las cuales se 

congelaron a -20 °C hasta su posterior análisis para cuantificar la liberación total de aminoácidos 

(Total Free Amino acids; TFA). La determinación se realizó de acuerdo a la metodología 

descrita por Church et al., (1983) basada en la conjugación del grupo amino terminal de los 

aminoácidos con o-phtaldialdehyde (OPA). La solución OPA se preparó con 25 ml de 

tetraborato sódico 100 mM, 5 ml de SDS 20%, 16.4 mg de OPA disuelto en 1 ml de metanol, 

400 l de -mercaptoetanol y se ajustó el volumen de 100 ml con agua destilada. Las muestras 

colectadas en la digestión se descongelaron y se centrifugaron a 16 000 g por 15 min a 25°C. Se 

tomaron 10 l del sobrenadante y se colocaron en la microplaca, en donde se mezcló con 190 

l del reactivo OPA. Se incubo y agito por 3 min a temperatura ambiente, leyéndose a 340 nm 

en un Fluoroskan ascent FL Thermo® scientific. Para la cuantificación se usó una curva patrón 

de L-leucina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

7.3.3.6.- Velocidad de hidrolisis (VH)  

En el caso de los ingredientes lipídicos, el parámetro evaluado fue la velocidad de hidrolisis 

durante la digestión alcalina, de acuerdo a la metodología propuesta por Nolasco et al., (2006). 

Las emulsiones contenían 2 g del aceite, 2.5 g de goma arábica y 47.5 ml de agua destilada; 

mezclándose por 10 min con un homogenizaron IKA T18 basic 5 rpm. Posteriormente se 

tomaron 5 ml de la emulsión, se mezclaron con 7 ml de tauracolato de sodio a 20 mM, 2 ml de 

NaCl a 1 mM, 1 ml de CaCl2 a 20 mM y se ajustó a un pH 8.0. En las reacciones se utilizaron 

200 µl de extracto de intestino (212 U/ml de actividad), a una temperatura de 37 °C durante 30 

min en agitación constante. El consumo de NaOH 0.1 N para mantener constante el pH de la 

reacción se registró cada 300 seg. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, realizando los 
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blancos con agua destilada para medir el nivel de autohidrólisis en ausencia del extracto 

enzimático. La cuantificación de la velocidad de hidrolisis se calculó de acuerdo a la ecuación: 

VH = ((P-T) * (Cp) / (Ct * E)) / 1000, en donde P = Consumo de NaOH del lípido problema 

(ml/min), T = Consumo de NaOH del lípido testigo (ml/min), Cp= Concentración de NaOH, 

Ct= Volumen de la enzima (ml), E= Concentración de la proteína (enzima) en mg/ml. 1000 = 

factor de corrección. 

 

7.3.3.7.- Análisis estadístico 

Los valores de GH de los ingredientes proteicos y los de VH de los ingredientes lipídicos fueron 

previamente transformados por el arcoseno (√x) y se analizaron mediante un ANOVA. 

Cuando, se presentó diferencias significativas se aplicó la prueba a pots-hoc de Tukey, para 

encontrar la diferencia entre  los ingredientes. Todos los análisis estadísticos se ejecutaron en el 

software STATGRAPHICS Centurión XVI, con un nivel de significancia de p˂0.05.   
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7.3.4.- RESULTADOS 

7.3.4.1.- Digestibilidad in vitro de harinas proteicas (GH) 

El grado de hidrólisis de las harinas vegetales y animales por las proteasas de A. trimaculatus 

tanto en digestión ácida como alcalina se resume en la figura 1. En condiciones ácidas, los 

valores de GH se situaron en un rango ˂2.5%  y diferentes proteínas de origen animal 

presentaron valores superiores a la hemoglobina (control), destacando las harinas de carne de 

res (MBM), de pescado (FM), de ave premium (FWM) y de cabeza de camarón (SHM). Por 

otro lado, en condiciones alcalinas los valores de GH se situaron en un rango más estrecho 

˂1.5% y sólo la harina de sorgo (SGM) presentó valores de GH similares a la caseína (control). 

En conjunto, las harinas de soya (SBM) y de sangre de res (BBM) presentaron valores aceptables 

bajo ambas condiciones de hidrólisis, mientras que las harinas derivadas de cereal (WGM y 

WM) presentaron valores bajos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Grado de hidrolisis de las harinas vegetales y animales en la fase ácida y alcalina de 
la digestión de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas=Hemoglobina/Caseína, CGM=Gluten de 
maíz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, SGM=Harina de sorgo, SBM=Harina de 
soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de camarón, SM=Harina de calamar, 
MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de res, FM=Harina de pescado, 
HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, PM=Harina de carne y viseras 
de pollo. 
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Los valores de GH de las proteínas vegetales y animales, representados como porcentaje 

respecto a los controles de hemoglobina (hidrólisis ácida) o caseína (hidrólisis alcalina) se 

muestran en la figura 2. En conjunto se aprecia que para un mismo tipo de ingrediente los valores 

de GH bajo condiciones ácidas resultaron mayores que al ser hidrolizado en condiciones 

alcalinas, siendo particularmente destacables las diferencias en los casos antes mencionados de 

MBM, FM, SHM y FWM. Por contraste, las proteínas de  sorgo (SGM), gluten de maíz (CGM) 

y soya (SBM) mostraron mayor susceptibilidad a la hidrólisis en condiciones alcalinas. 

 

Figura 2. Digestibilidad relativa de las harinas vegetales y animales en las fases ácidas y 
alcalinas de la digestión de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas = Hemoglobina/Caseína, 
CGM=Gluten de maíz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, SGM=Harina de sorgo, 
SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de camarón, SM=Harina de 
calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de res, FM=Harina de pescado, 
HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, PM=Harina de carne y viseras 
de pollo. 
 

Los ingredientes proteicos presentan una menor cantidad de TFA en la digestión ácida frente a 

la alcalina, pero no existe una relación entre los valores de TFA y de GH (Fig. 3). Esta es 

diferente en función del tipo de hidrólisis (ácida y alcalina) y el origen de los ingredientes 
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proteicos. Por lo tanto, los de origen vegetal presentan patrones bajos de TFA y son muy 

similares en ambos tipos de hidrólisis (ácidas y alcalinas). En donde, las proteínas con valores 

elevados de TFA y bajo GH (CGM y WGM) y los que presentan el patrón contrario (valores 

bajos de TFA y elevados de GH) como SBM en la hidrolisis ácida, mantienen los mismos 

patrones en la hidrólisis alcalina. Por el contrario, en los ingredientes de origen animal no se 

mantiene un patrón equivalente, de manera que ingredientes que presentan valores bajos de TFA 

y elevados de GH en hidrólisis ácida (MBM, FWM, SHM) muestran valores elevados de TFA 

y bajos GH en la hidrólisis alcalina.  
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Figura 3. Grado de hidrolisis y total de aminoácidos libres de ingredientes proteicos en 
condiciones ácidas (a) y alcalinas (b) de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas = 
Hemoglobina/Caseína, CGM=Gluten de maíz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, 
SGM=Harina de sorgo, SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de 
camarón, SM=Harina de calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de 
res, FM=Harina de pescado, HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, 
PM=Harina de carne y viseras de pollo. 
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Los valores de TRA se normalizaron para la hidrólisis ácida y alcalina con respecto a los 

controles de hemoglobina y caseína respectivamente (fig. 4). En donde, se puede evidenciar que 

la liberación de aminoácidos es baja para todos los ingredientes en la hidrólisis ácida, a 

excepción del gluten (CGM) que resulta significativamente mayor para algunas de las proteínas 

de origen animal durante la hidrólisis alcalina. En esta hidrolisis destacan las elevadas 

cantidades de TRA producidas por las harinas de calamar (SM), sangre de res (BBM) y harina 

de ave premium (FWM).  

 
Figura 4. Total de aminoácidos libres de las harinas vegetales y animales en la fase ácida y 
alcalina de la digestión de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas = Hemoglobina/Caseína, 
CGM=Gluten de maíz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, SGM=Harina de sorgo, 
SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de camarón, SM=Harina de 
calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de res, FM=Harina de pescado, 
HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, PM=Harina de carne y viseras 
de pollo. 
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Para tener una selección más factible de las materias primas, se realizó una clasificación de los 

distintos ingredientes proteicos utilizando los valores de GH y TRA (Tabla 3). Para ello se 

establecieron dos categorías alto/bajo considerando altos los valores de GH > 1.5% y los de 

TRA > 18.98 mg/10 g harina. De este modo se identificaron ingredientes con elevados valores 

de ambos índices, indicativos tanto de una alta bioaccesibilidad de la proteína a la acción de las 

enzimas como generadores de una alta biodisponibilidad de aminoácidos como MBM, FWM y 

BBM. En el extremo opuesto, se encontrarían ingredientes con baja susceptibilidad a la 

hidrólisis o la liberación de aminoácidos, tales como SBM, WM y WGM. 

 

Tabla 3. Selección de los ingredientes proteicos de acuerdo a los valores de GH 
(bioaccesibilidad) y TFA (biodisponibilidad), para la formulación de alimentos específicos de 
juveniles de A. trimaculatus. 

(GH – TFA) GH 
(ALTO) 

GH 
(BAJO) 

 
 
 

ALT 
(ALTO) 

 

 
MBM 

(4.06 - 27.00) 
Hm/Cas 

(2.84 - 37.95) 
FWM 

(2.18 – 33.15) 
BBM 

(1.79 – 34.85) 

 
HFM 

(1.18 - 20.06) 
PM 

(0.82 - 19.31) 
SM 

(0.79 - 39.95) 
CGM 

(0.64 – 32.48) 
 
 
 

TFA 
(BAJO) 

 

 
FM 

(3.41 – 18.25) 
SHM 

(2.48 – 17.48) 
SGM 

(2.28- 1.79) 
SB 

(1.61 – 11.92) 

 
SBM 

(1.31 – 14.26) 
WM 

(0.41 – 3.87) 
WGM 

(0.37 – 9.07) 

Hm/Cas = Hemoglobina/Caseína, CGM = Gluten de maíz, WGM= Gluten de trigo, FWM = 
Harina de ave premium, SHM = Harina de cabeza de camarón, SM = Harina de calamar, MBM 
= Harina de carne de res, PM = Harina de carne y viseras de pollo, FM = Harina de pescado, 
BBM = Harina de sangre de res, SGM = Harina de sorgo, SBM = Harina de soya, WM  = Harina 
de trigo, HFM = Hidrolizado de pescado, SB = Pasta de soya. La categoría alto corresponde 
valores de GH >1.42% y valores de TFA >18.98 mg ALT x 10 g de harina.  
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7.3.4.2.- Digestibilidad in vitro de aceites (VH) 

La velocidad de hidrolisis de los aceites de origen vegetal y animal obtenida con los extractos 

enzimáticos de juveniles de A. trimaculatus se muestra en la figura 6. Para cada aceite se 

representa tanto el porcentaje de la VH medido en ausencia de enzima, el cual correspondería a 

la cantidad de ácidos grasos libres presentes en la muestra (blanco); como el porcentaje adicional 

resultante de la hidrólisis enzimática. Los valores del blanco se situaron en un rango amplio, 

siendo relativamente bajos para los aceites de oliva y salmón (<30% del VH total), pero muy 

elevados para los aceites de cártamo y sebo res (>50% VH total). En la mayoría de los valores 

de VH son significativamente más elevados en los aceites de origen animal que a los aceites de 

origen vegetal.  

 
Figura 6. Velocidad de hidrolisis de aceites vegetales y animales en la digestión alcalina de 
juveniles de A. trimaculatus. OLIV=Olive oli (Ybarra); CORN=Corn oil (Maceite); SOY=Soy 
oil (Nutrioli); SAFF=Safflower oil (Oléico); SALM=Salmon oil1; FISH=Fish oil1; BEEF=Beef 
tallow; COD=Cod liver oil. 
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7.3.5.- DISCUSIÓN 

7.3.5.1.- Digestibilidad in vitro de harinas proteicas (GH)  

Los ensayos de digestibilidad in vitro con pH-stat se han aplicado desde hace varios años en la 

evaluación de ingredientes para ser utilizados en alimentos acuícolas en crustáceos como en 

Litopenaeus vannamei (Marina et al., 1997; Ezquerra, 1998), Farfantepenaeus paulensis 

(Lemos et al., 2004), moluscos Haliotis midae (Shipton & Britz, 2002) y también en peces 

Oncorhynchus mykiss, Rachycentron canadum and Oreochromis niloticus (Yasumaru & 

Lemos, 2014), Lates calcarifer (Lewis et al., 2018). En la mayor parte de estos trabajos se simuló 

la etapa alcalina de la hidrolisis digestiva, obviándose el efecto que la hidrolisis ácida puede 

ejercer sobre las proteínas, circunstancia que puede ser relevante como  se ha descrito con 

anterioridad (Alarcón et al., 2002). Es por ello, que se planteó una evaluación comparada de la 

hidrólisis de los ingredientes en condiciones que simulaban la digestión ácida y alcalina, 

llevadas a cabo con enzimas de juveniles de A. trimaculatus. Esto con el objetivo de establecer 

hasta qué punto la ausencia de una digestión del estómago bien establecida, podría influir en la 

utilización nutritiva de una determinada proteína. De esta forma, en los ensayos de simulación 

digestiva con pH-stat, lo que se pone en manifiesto son las diferencias de la bioaccesibilidad de 

los sustratos (proteínas y lípidos) facilitada por la  hidrólisis que realizan las enzimas digestivas 

de la especie en estudio. En el caso de las proteínas, esta susceptibilidad a la hidrólisis 

enzimática depende también de un cierto número de factores entre los que destacan: 

 

La composición de aminoácidos: una proporción mayor o menor de aminoácidos polares 

influye fuertemente en la solubilidad y por tanto en la facilidad para exponer los enlaces 

peptídicos a la potencial acción de las enzimas (Jonge et al., 2009). Igualmente, el contenido en 

aminoácidos susceptibles a la acción específica de las proteasas como de lisina y arginina para 

el caso de tripsina, y de aminoácidos aromáticos para la pepsina o quimotripsina (Belitz et al., 

2009); puede determinar una mayor posibilidad de fragmentación de la cadena proteica. Por otra 

parte, la gran diversidad de pKa que presentan los grupos carboxilo y amino en los diferentes 

aminoácidos, determinan una mayor predisposición a la precipitación de dicha proteína en 

función del pH y fuerza iónica del medio (Belitz et al., 2009). En este sentido, en el presente 

estudio se ha comprobado que las hidrólisis realizadas en un medio ácido simulando la digestión 

del estómago del pez, se determinaron valores de GH elevados sobre todo en las materias primas 
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de origen animal. Siendo en algunos casos como la harina de carne de res (MBM), de pescado 

(FM), de cabeza de camarón (SHM) y de ave premium (FWM), valores superiores al control de 

hemoglobina. Una posible explicación es que bajo condiciones ácidas, se permite una mejor 

solubilidad de las proteínas, facilitando una mayor bioaccesibilidad para ser hidrolizadas por la 

enzima pepsina. Esta bioaccesibilidad también se ha encontrado en otras metodologías in vitro 

cuando se simula la digestión en condiciones ácidas, sobre todo en especies que presentan una 

actividad digestiva importante en el estómago (Hamdan et al., 2009; Mat et al., 2018). Cabe 

mencionar, que no todas las harinas de origen animal presentan buena bioaccesibilidad como 

son la harina de carne y vísceras de pollo (PM) y el hidrolizado de pescado (HFM).  

 

En última instancia la solubilización de las materias primas, es influenciada por el pH, el punto 

isoeléctrico y la solución tamponada que se empleada en los ensayos (Amanda et al., 2006; 

Morales et al., 2013). Así como también a la proporción relativa de los diferentes tipos de 

proteína presentes en cada ingrediente. En las vegételas, se han descrito que las albúminas 

presentan una mayor solubilidad en agua y las globulinas se solubilizan en presencia de iones 

(sales); ambas proteínas se encuentran mayoritariamente en las harinas de leguminosas 

(Osborne, 1924; Duranti, 2006; Vaz Patto et al., 2015). Por su parte, las prolaminas y las 

glutelinas son mayoritarias en las harinas de cereales como harina de trigo, sorgo y maíz; las 

cuales son solubles en agua con alcohol y en soluciones ácidas o alcalinas respectivamente 

(Osborne, 1924; Duranti, 2006; Vaz Patto et al., 2015). En el caso, de la harina y el gluten de 

trigo la proteína están compuesta mayoritariamente por prolaminas y glutelinas en 

aproximadamente 80% (Chavan et al., 1989), lo cual podría explicar porque estos ingredientes 

presentaran peores valores de GH de todos los ingredientes (vegetales y animales) evaluados 

tanto la digestión ácida como en la alcalina, seguidos del gluten de maíz. Estos mismos 

ingredientes también han presentado bajos GHs en Cichlasoma urophthalmus (Cuenca-Soria et 

al., 2013), la cual presenta una fisiología digestiva similar a A. trimaculatus. Por otra parte, el 

elevado valor de GH obtenido con la harina de sorgo (SGM) en la digestión alcalina resultó en 

principio sorprendente, dado que presenta igualmente una elevada proporción de prolaminas de 

52% y glutelinas 34% (Amanda et al., 2006; FEDNA, 2010). No obstante, precisamente los 

altos contenidos en ácidos glutámico y aspártico característicos de las prolaminas podrían 

explicar este resultado, ya que determinarían una elevada capacidad tampón debido a los valores 
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de pKa de estos aminoácidos (Belitz et al., 2009), y por tanto un notable consumo de álcali 

(solución NaOH) que se traduciría en un valor alto de grado de hidrolisis. En contraste, el 

elevado contenido en albúminas y globulinas de aproximadamente 90% de la harina y la pasta 

de soya (Fukushima, 1991), podrían estar relacionados con los mejores valores de GH 

determinados para estos ingredientes. 

 

El tratamiento térmico: en el caso de ingredientes que han sufrido algún tipo de tratamiento 

térmico, la rotura de puentes disulfuro modifica la estructura terciaria de las proteínas y en 

muchos casos reduce la accesibilidad de las enzimas a los lugares específicos de la cadena 

proteica donde podrían ejercer su acción hidrolítica. Por otra parte, de modo particularmente 

frecuente en los ingredientes de origen vegetal, el tratamiento térmico facilita la formación de 

compuestos de Maillard como resultado de la unión de algunos aminoácidos específicos (ej. 

Lisina) con residuos de azúcares (Martins et al., 2001), lo que igualmente reduce el número de 

enlaces disponibles para hidrólisis por la tripsina. Esto podría explicar en cierta medida los bajos 

GHs de la harina de carne y viseras de pollo (PM), el hidrolizado de pescado (HFM) y harina 

de calamar (SM), ya que estas harinas pasan por un tratamiento térmico durante su proceso 

elaboración. 

 

Presencia de factores anti-nutricionales: estos compuestos interfieren significativamente con 

la acción enzimática y por tanto con la digestión y la absorción de nutrientes (Francis et al., 

2001). En los productos proveniente de la soya se han documentado la presencia de inhibidores 

de proteasas como la tripsina, pero estos al ser termolábiles se han conseguido reducir con la 

exposición de las elevadas temperaturas durante el proceso de manufacturación de la harina o 

en la etapa de extrusión de los alimentos (Ebrahimi-Mahmoudabad & Taghinejad-Roudbaneh, 

2011; Morales et al., 2016;  Peña et al., 2017). Sin embargo, hay algunos que son termoestables 

como el ácido fítico (Storebakken et al., 2000; Morales et al., 2016) y en concentraciones 

elevadas pueden afectar la absorción de los minerales y la actividad de algunas enzimas 

digestivas, comprometiendo el crecimiento de los peces en cultivo (Barro et al., 2002; Denstadli 

et al., 2006; Fredlund et al., 2006). Por lo tanto, los bajos valores de GHs en hidrólisis alcalina 

obtenidos con la harina de soya (SBM) y pasta de soya (SB) podría deberse a estos factores, 

pero este efecto no se detecta en la hidrólisis ácida. Este hecho coincide con lo descrito por 
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Morales et al., (2016) en donde observa una posible inhibición de estos factores por el pH ácido 

y la predisposición a la actividad de la enzima pepsina. Esto indicaría que, en especies con una 

importante digestión estomacal como Lutjanus argentiventris y Lutjanus novemfasciatus 

(Alarcón et al., 2001) y Lutjanus guttatus (Peña et al., 2014) o en los propios juveniles de A. 

trimaculatus (Toledo et al., 2015, 2016), se podría utilizar en bajas proporciones este tipo de 

ingredientes en los alimentos, ya que al pasar por el estómago se podría inactivar algunos de los 

factores de inhibición.   

 

Las interacciones con otros componentes de la matriz alimentaria: la presencia en el alimento 

de carbohidratos fibrosos o de grasas, acomplejados física o químicamente con la fracción 

proteica, condiciona de manera importante la posibilidad de que las proteasas puedan ejercer su 

acción de manera rápida y eficaz, y también pueden ejercer un efecto tampón significativo. Este 

efecto podría explicar también el elevado GH medido en harina de sorgo (SGM), ya que se ha 

demostrado que las harinas vegetales con un elevado contenido de fibra presentan estas 

características y que en condiciones de evaluaciones in vitro podrían sobreestimarse la 

digestibilidad de estas materias primas (O'Hare et al., 1984; Duodu et al., 2003; Tibbettes et al., 

2011b). 

 

7.3.5.2.- Relación entre GH ácido y alcalino 

Idealmente, una proteína seleccionable como ingrediente debería mostrar un elevado GH tanto 

en condiciones ácidas como alcalinas. Sin embargo, ninguna de las harinas proteicas evaluadas 

en el presente estudio presentó dichas características. Como se indicaba anteriormente, en la 

mayoría de las harinas se registraron valores de GH más elevados en hidrólisis ácida frente a la 

hidrolisis alcalina. Por lo tanto, esto podría indicar que en esta especie, la digestión del estómago 

es un proceso de hidrolisis importante, para un mejor aprovechamiento de los ingredientes 

proteicos. Mientras que en la digestión alcalina podría estar más asociada a la hidrolisis de 

oligopéptidos y liberación de aminoácidos. Estas características, podrían ser próximas a los 

hábitos alimenticios descritos en otros estudios para esta especie (Miller et al., 2005; Toledo et 

al., 2015, 2016). 
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7.3.5.3.- Relación entre GH y TFA 

Como se ha indicado con anterioridad, uno de los principales objetivos de los estudios de 

digestibilidad in vitro es determinar la susceptibilidad a la hidrólisis de las fracciones proteicas 

de los ingredientes, pero estos resultados, pueden complementarse con una estimación de la 

biodisponiblidad potencial de los aminoácidos liberados, siendo ambos indicadores importantes 

en la valoración global (Yasumaru & Lemos, 2014). Es por ello, que se estimó la cantidad de 

TFA en hidrólisis en ambas fases, resultando la ácida menor en valor absoluto con respecto a la 

obtenida en la fase alcalina. Esto resulta lógico, si se considera que los extractos enzimáticos 

utilizados para simular la digestión de estómago contenían pepsina, una endopeptidasa cuya 

acción principal es romper fracciones de péptidos (Belitz et al., 2009), en tanto que los extractos 

utilizados para simular la digestión intestinal de A. trimaculatus contenían una mezcla 

enzimática de endopeptidasas (tripsina, quimotripsina) y exopeptidasas (carboxipeptidasas y 

aminopeptidasas) según resultados reportados por Toledo-Solís et al., (2016). En la fase 

alcalina, la harina de ave premium (FWM) y la harina de carne de res (MBM) muestran elevadas 

cantidades de TFA y GHs alcalinos, datos que se asemejan a los obtenidos en especie con 

hábitos alimenticios similares (Cuenca-Soria et al., 2013); pero en especies de hábitos 

carnívoros como en Lutjanus guttatus la tendencia no es tan evidente (Peña et al., 2017). Por 

otra parte, la propia naturaleza de los ingredientes, así como los procesos industriales empleados 

en su obtención, pueden determinar la existencia de cantidades variables de aminoácidos libres, 

que en algunos casos pueden resultar elevadas. Tal sería el caso de las harinas de calamar (SM), 

sangre de res (BBM), hidrolizados de pescado (HFM) y gluten de maíz (CGM).  

 

7.3.5.4.- Selección de harinas proteicas por GH y TFA 

La integración de los valores GH y TFA nos podrían servir para hacer un ranquin de materias 

primas más específico y de calidad para la formulación de alimentos de los organismos 

acuáticos. En este ensayo, las harinas que se presentan los mejores valores para juveniles de A. 

trimaculatus son la harina de ave premium (FWM), la harina de carne de res (MBM), harina de 

pescado (FM) y la harina de sangre de res (BBM), siendo el resultado más óptimo  en harinas 

vegetales los productos de soya. Todas estas harinas ya se han evaluado, obteniendo distintos 

resultados en la sustitución parcial de la harina de pescado de los piensos para algunas especies 

como Cyprinus carpio (Emre et al., 2003); Diplodus puntazzo (Hernández et al., 2007); 
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Lateolabrax japonicus (Hu et al., 2013); Epinephelus coioides (Wang et al., 2017) y Ictalurus 

punctatus (García-Pérez et al., 2018). Sin embargo, si se buscan algunas harinas proteicas para 

formular alimentos en algunas etapas de desarrollo, donde no se disponga de una buena 

capacidad digestiva pero si de absorción, podrían considerarse harinas con baja bioaccesiblidad 

pero que al final promuevan un aporte elevado de TFA a los organismos. En este caso, estas 

podrían ser el hidrolizado de pescado (HFM), la harina de carne y viseras de pollo (PM), la 

harina de calamar (SM) y el gluten de maíz (CGM). En este caso, habría que tomar en cuente el 

perfil de aminoácidos que aportaran dichas materias primas en los alimentos con el fin de aportar 

los aminoácidos esenciales para no comprometer el crecimiento y el desarrollo de los 

organismos en cultivo (Nunes et al., 2014). Por su parte, las harinas con niveles bajos de GH y 

ALT podrán ser descartadas por el bajo aporte nutricional, o bien podrían ser utilizadas 

únicamente para balancear las fórmulas de los alimentos. Por tanto, todos estos criterios de 

selección de materias primas asociados a las metodologías in vitro son de un contexto 

nutricional. Por ello, se tendría que evaluar la factibilidad de los ingredientes en base a la 

disponibilidad y los costos para cada zona. Así como otros estudios sobre los porcentajes de 

inclusión de estos ingredientes en la dieta, la digestibilidad in vivo de estas harinas y sobre todo 

el crecimiento de los organismos en cultivo. 

 

7.3.5.5.- Digestibilidad in vitro de aceites (VH) 

Actualmente se realizan muchas investigaciones para remplazar el aceite de pescado por aceites 

de origen vegetal debido a la demanda creciente y los costos de adquisición de esta materia 

prima (Turchini et al., 2009). En este sentido, resulta de gran importancia determinar para una 

especie en concreta qué fuentes lipídicas presentan una mayor bioaccesibilidad a nivel digestivo 

y por tanto, un mayor potencial de absorción y posterior uso metabólico. La simulación de la 

digestión de lípidos con este objetivo es una tarea relativamente compleja respecto al caso de 

las proteínas, ya que en la misma, intervienen un mayor número de factores. En la hidrólisis de 

los lípidos se precisa en generar, una superficie de contacto “interfase” entre las lipasas y el 

sustrato lipídico mediante agentes emulsionantes. En donde, si la capacidad emulsionante para 

generar la interface es deficiente, la digestión de los lípidos y la liberación de los ácidos grasos 

puede verse obstaculizada (Baeverfjord et al., 2006). Por su parte, esta interface de contacto 

puede ser afectada por muchos factores, entre los que destacan las propiedades físicas de los 
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ingredientes lipídicos, la cantidad de fosfolípidos presente en los aceites, el tipo de sales biliares, 

la concentración y relación de CaCl2 y NaCl2 en la reacción, el tamaño de la micela, la 

estabilidad de la emulsión durante el proceso de hidrolisis, la temperatura, la velocidad de 

agitación, entre otros factores (Mun et al., 2007; Hu et al., 2010; Li et al., 2011; Chang and 

McClements, 2016).  

 

Aunque la metodología pH-stat se ha utilizado ampliamente para simular la digestión de lípidos 

en humanos (Fatouros and Mullertz, 2008; Hur et al., 2011; Day et al., 2014; Li & McClements, 

2014; Mat et al., 2016), su aplicación equivalente para organismos acuáticos solo ha sido 

propuesta por Nolasco et al., (2006). Es por ello que hasta el momento, no se ha reportado una 

evaluación de digestibilidad in vitro de lípidos mediante pH-stat, para generar un ranquin de 

posibles aceites para la incorporación en alimentos de las especies acuáticas. Los pocos estudios 

que han evaluado la digestibilidad in vitro de lípidos, han sido de forma integrada en la matriz 

de los alimentos (Mat et al., 2016) y la digestión de los lípidos en distintos segmentos del sistema 

digestivo con otra metodología in vitro (Koven et al., 1997). Esto posiblemente es debido, en 

buena medida a la complejidad que implica considerar todos los factores mencionados en el 

párrafo anterior. No obstante, a pesar de la simplificación inherente al ensayo in vitro, los 

resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que lipasas de juveniles de A. trimaculatus 

presentan una mayor capacidad de hidrólisis de fuentes lipídicas de origen animal, en especial 

sobre los aceites de pescados, los cuales presentan un elevado contenido de ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga (Coppes Petricorena, 2015). En las condiciones in vitro descritas 

para este experimento el aceite de salmón presento la bioaccesiblidad más alta con un VH de 

3.30%, de este valor el 72% correspondería a la hidrolisis realizadas por las lipasas y el resto a 

los ácidos grasos libres presentes en la muestra. El valor equivalente para el aceite de pescado 

de VH sería del 2.71%, (correspondiente al 58% de la hidrolisis de las lipasas). Esto se explicaría 

considerándose que las lipasas de peces comúnmente, presentan mayor afinidad para hidrolizar 

triglicéridos que contengan ácidos grasos de cadena larga altamente insaturados (Gjellesvikst 

1991; Gjellesvik et al., 1994; Bakke et al., 2011). Por otra parte, los aceites vegetales que 

presentaron una mayor bioaccesibilidad a las lipasas de esta especie son el aceite de oliva, el 

cual es rico en ácido oleico (Jamieson, 1927); seguido de los aceites de maíz y soya, los cuales 

son fuentes principales de ácido linoleico respectivamente (Beadle et al., 1965; Liu, 1997). Esto 
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nos puede indicar, que al menos en esta especie, dichas fuentes muestran una mejor 

bioaccesibilidad para los ácidos grasos de la serie n-6. Estos pueden ser utilizados como sustrato 

por las elongasas y desaturasas para generar el ácido araquidónico para cubrir algunas de las 

necesidades fisiológicas (Sargent et al., 2003). En última instancia, se recomiendan considerar 

dos factores importantes para precisar en los próximos ensayos de digestibilidad in vitro de 

lípidos en pH-stat, el tipo de emulgente para mejorar o aumentar interface y el tipo de la sal 

biliar con las que presenten una mayor afinidad las lipasas (Sarkar et al., 2016; Ye et al., 2018).  

 

 

7.3.6.- CONCLUSION  

 

La metodología del pH-stat permitió generar una ranquin mediante la digestibilidad de 

los ingredientes proteicos y lipídicos, que podrán ser utilizados en la elaboración de los 

alimentos específicos de juveniles de A. trimaculatus. En esta especie, las enzimas digestivas 

presentaron una mayor afinidad por las materias primas de origen animal. De los ingredientes 

proteicos que presentan una mejor digestibilidad in vitro son la harina de carne de res, la harina 

de pescado y la harina ave premium, entre otros. Por su parte, los ingredientes lipídicos que 

podrían ser utilizados son los aceites de origen de pescado. No se descarta la posibilidad de 

integrar ingredientes proteicos y lipídicos de origen vegetal, de los cuales se podrían seleccionar 

los productos de soya o de cereales, así como aceites vegetales de oliva, maíz o soya. En todos 

los casos, se tendrán que considerar otros factores como la disponibilidad de los ingredientes en 

la zona, los costos de adquisición, la digestibilidad in vivo y los porcentajes de inclusión en los 

alimentos para no afectar las propiedades que caracterizan el consumo de pescado.  
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8.- DISCUSIÓN GENERAL  

 

Todos las especies que actualmente se están produciendo, en su momento presentaron 

grandes retos en las distintas etapas para su cultivo. Una de las etapas más complicadas es el 

larvicultivo, la cual ha sido señalada en la mayoría de la especies como un cuello de botella para 

su incorporación a la industria acuícola (Olivotto et al., 2011; Galaviz et al., 2015). Uno de las 

principales causa de ello es la vulnerabilidad que presentan las larvas a factores ambientales, 

por lo que se busca conocer las condiciones físico-químicas adecuadas en los sistemas de 

cultivo. Sin embargo, en los últimos años han tomado peso los estudios de alimentación y 

nutrición, ya que la disponibilidad y viabilidad de las larvas depende enormemente del estado 

de desarrollando del sistema digestivo para efectuar el suministro de alimentos exógenos 

(Zambonino Infante et al., 2008; Gisbert et al., 2009).  

 

Es por ello, que los primeros estudios que a realizarse son enfocados a describir y entender la 

funcionalidad de la fisiología digestiva de las larvas. Una de las herramientas utilizadas  en estas 

etapas son los análisis histológicos, los cuales describen el desarrollo morfológico y la posible 

funcionalidad de los distintos órganos que componen el sistema digestivo (Treviño et al., 2011). 

En el caso de las larvas de A. trimaculatus, el sistema digestivo muestran un patrón de desarrollo 

similar al descrito en otros cíclidos (Molina, 2008; Molina, 2010; Treviño et al., 2011; Cuenca-

Soria et al., 2013), iniciándose de forma rudimentaria como un tubo recto y posteriormente se 

comienza a diferenciar en tres regiones principales como es la cavidad bucofaríngea, la 

esofágica y el intestino, lo cual coincide con el inicio de la alimentación exógena. También son 

observados los tejidos hepático y pancreático, los cuales son asociado a la transferencia de 

nutrientes del saco vitelino (Morrison et al., 2001). Por su parte, el pronta diferenciación de los 

distintos órganos y la funcionalidad del sistema digestivo son consideradas estrategias 

reproductivas de las especies incubadoras de sustrato, debido a la vulnerabilidad que presentan 

las larvas al medio ambiente (Meijide & Guerrero, 2000; Fujimura & Okada, 2007; Molina, 

2008). Añadido a esto, la lenta absorción las reservas del saco vitelino de esta especie, es una 

información que servirá para realizar estrategias de alimentación durante los primeros días de 

vida. Esta situación de la absorción de las reservas en el medio silvestre se ha considerado como 

estrategia, para evitar periodos de inanición si no se dispone de alimento en el medio natural 
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(Zavala, 2011). Lo cual podría ser una condición favorable, cuando se llevan acabado las pautas 

de alimentación en los protocolos de destete de esta especie. 

 

En esta misma línea, las técnicas moleculares de expresión génica ayudan a comprender la 

funcionalidad del sistema digestivo en los primeros estadios de desarrollo, al obtener los 

patrones de expresión transcripcional de genes específicos de las enzimas digestivas (Galaviz et 

al., 2012). En donde, los primeros niveles de expresión de los genes de precursores de enzimas 

digestiva posiblemente se debe a una programación genética para efectuar la digestión de las 

reservas vitelinas en los primeros días de desarrollo durante la ontogenia inicial (García-Gasca 

et al., 2006; Yúfera et al., 2018). Pero en otros casos, la expresión de genes enzimáticos son 

producidos por células u órganos específicos cuando estos comienzan a ser funcionales (Chi et 

al., 2013; Yúfera et al., 2018). En este caso, de la expresión de los genes estudiados durante la 

ontogenia inicial de A. trimaculatus, los patrones de la expresión son bajos durante los primeros 

días de desarrollo, pero estos suelen incrementarse considerablemente cuando se observa una 

clara diferenciación de los distintos órganos; y también se lleva a cabo una alimentación de tipo 

exógena con alimento vivo. Los picos máximos de expresión son próximos al día 15 dde, cuando 

ya no se muestran cambios estructurales en la morfología del sistema digestivo y se proporciona 

una alimentación exógena con alimento comercial.  

 

Otra situación diferente, pero igualmente necesaria es profundizar en una formulación adecuada 

para esta especie, ya que los alimentos específicos podrán mejorar el crecimiento en esta etapa 

de cultivo. Para ello, uno de los primeros pasas es encontrar los requerimientos nutricionales en 

la etapa larvaria, los cuales apuntan hacer demandantes de lípidos y proteínas. El porcentaje de 

proteína encontrado es próximo a 45%, el cual coincide con los trabajos realizados en otras 

especies de ciclidos como Orechromis niloticus (Abdel-Tawwab et al., 2010) y en Cichlasoma 

urophthalmus (Martínez-Palacios et al., 1996); con las cuales comparte hábitos de alimentición. 

 

Por otra lado, en el caso de los lípidos, el porcentaje que presento los mejores crecimientos en 

combinación con el 45% de proteína resulto en 22% de lípidos. En la mayoría de los estudios 

realizados en otras especies, en larvas de Epinephelus coioides (Li et al., 2016), Orechromis 

niloticus (Qiang et al., 2017) y en juveniles de Sebastes schlegeli (Cho et al., 2015), los rangos 
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observados siempre fueron inferiores al resultado obtenido en A. trimaculatus. Esto nos podría 

indicar, que esta especie parece tener un mayor aprovechamiento de los lípidos, los cuales se 

enfocarían a fines energéticos, por lo tanto la proteína suministrada será mayormente 

aprovechada para fines estructurales. Con ello, se podría permitir un ahorro de proteína en los 

alimentos y por consiguiente una posible disminución en los costos de producción (Kumar et 

al., 2018). Corroborando estos resultados,  los índices de crecimiento, de eficiencia de alimento 

y por otra parte los perfiles de actividad enzimática, los cuales presentaron agrupación de 

similitud con los bloques que contenían los mismos porcentajes de inclusión de proteína y 

lípidos en los alimentos.  

 

Por otra parte, conocer cuáles podrían ser los ingredientes utilizados para la formulación de los 

alimentos, puede ser de gran utilidad para estimar los costos de elaboración que tendrán los 

alimentos y si estos podrán ser accesibles. Es por ello, que se evaluaron ingredientes proteicos 

y lipídicos, por ser gran importancia en la nutrición de los peces y estar catalogados como los 

más costosos en la formulación de los alimentos (Wu and Gatlin, 2014; Kumar et al., 2018; Xu 

et al., 2018). Las evaluaciones se realizaron mediante digestibilidad in vitro con el pH stat, 

metodología ampliamente utilizada para diversas especies acuáticas con fines productivos 

(Tibbetts et al., 2011; Moyano et al., 2014). Los ingredientes proteicos con mejores resultados 

son las harinas de origen animal, destacando harina de pescado, de ave premium y de carne de 

res. Este tipo de preferencias de harinas o ingredientes se ha descrito sobre todo en especies que 

presentan una actividad digestiva importante en el estómago (Hamdan et al., 2009; Mat et al., 

2018). Por otro, lado la mayoría de las harinas de origen vegetal, presentaron valores inferiores 

las harinas animales. Sin embargo, algunas como los productos de soya y de cereales, llegan a 

obtener valores prometedores que podrían hacer considerados como candidatos para integrarse 

en los alimentos de esta especie.  

 

En lo que respecta a los ingredientes lipídicos, se observa una preferencia por los aceites de 

origen de pescado, los cuales presentan un elevado contenido de ácidos grasos poliinsaturados 

de cadena larga (Coppes Petricorena, 2015). En el caso de los aceites vegetales, podrían ser 

integrados en menor proporción, los que son altos en ácidos grasos de la serie n-6; ya que estos, 
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pueden ser utilizados como sustrato por las elongasas y desaturasas para generar el ácido 

araquidónico para cubrir algunas de las necesidades fisiológicas (Sargent et al., 2003). 

 

Considerando los distintos aspectos en que se desarrollo de la presente investigación, esta 

contribuyen al entendimiento del desarrollo y funcionalidad de la fisologia digestiva en las 

primeras etapas de vida; información que será imprescindible para ajustar las prácticas de 

cultivo en el larvicultivo. Ademas aporta información fundamental para la elaboración de 

formulas de alimentos específicos, los cuales podrán aportar un mayor rendimiento en las etapas 

de cultivo. Por lo tanto, todo esto se podría considerar como un buen inicio en el aporte de la  

información que permita desarrollar el cultivo de A. trimaculatus. 
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9.- CONCLUSIONES  

 

1. El sistema digestivo de A. trimaculatus durante la ontogenia inicial presenta un 

desarrollo abrupto característico a lo descrito en otros cíclidos. En donde, desde el día 6 

dde (5.82±0.32 mm) se encuentran diferencias histológicas de los distintos órganos del 

sistema digestivo como estómago, intestino, páncreas e hígado. Para el día 15 dde 

(7.28±0.26 mm) se observa un desarrollo completo del sistema digestivo. Las 

características morfológicas presente en esta especies parecen indicar que poseen hábitos 

omnívoros con tendencia carnívora (Capítulo I).  

 

2. Los patrones de expresión génica de las enzimas digestivas durante la ontogenia inicial 

de A. trimaculatus en los primeros días son bajos, presentando una expresión 

significativa en el día 6 dde (5.82±0.32 mm). Este evento se considera como un posible 

indicador de la funcionalidad de los distintos órganos del sistema digestivo. Por su parte, 

los puntos máximos de expresión de las enzimas estudiadas se presentan cerca del día 

15 dde (7.28±0.26 mm), indicando una digestión conjunta entre el estómago y el 

intestino, y el momento de la completa funcionalidad  para llevar a cabo una 

alimentación exógena. Los patrones de expresión génica pueden verse influenciados por 

las pautas de alimentación (Capítulo I).  

 

3. Las larvas de A. trimaculatus presentaron requerimientos nutricionales próximos a 45% 

de proteína y 22% de lípidos, ya que registraron los mejores índices de crecimiento y 

eficiencias de alimento con respecto al resto de las dietas. La influencia de los elevados 

contenidos de lípidos en los alimentos parece generar una mayor supervivencia y 

aprovechamiento de las proteínas para mejorar el crecimiento en la etapa larvaria. En 

este estudio los perfiles de actividad enzimática de las larvas, resultaron ser similares 

entre los bloques de los alimentos que contenían los mismos porcentajes de inclusión de 

proteínas y lípidos en los alimentos. Por lo tanto, se podrían utilizar estos análisis como 

posibles indicadores de las condiciones nutricionales de las larvas, cuando se evalúa la  

inclusión de algún tipo de nutrientes en los alimentos (Capítulo II).   
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4. El ensayo de digestibilidad in vitro por pH-stat, ponen también en manifiesto que el 

proceso de digestión de A. trimaculatus, es llevado a cabo en conjunto entre el estómago 

e intestino. En donde, las enzimas digestivas de juveniles presentaron una mayor 

afinidad por las materias primas de origen animal, destacando la harina de carne de res, 

harina de pescado y harina ave premium. En el caso de los ingredientes lipídicos que 

podrían ser utilizados son los aceites de origen de pescado. No se descarta la posibilidad 

de integrar ingredientes proteicos y lipídicos de origen vegetal, de los cuales se podrían 

seleccionar los productos de soya o de cereales; así como aceites vegetales de oliva, maíz 

o soya (Capítulo III).  
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