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RESUMEN

El langostino de rio M. Americanum, se encuentra distribuido desde la
Peninsula de Baja California, México a Pert; Isla Cocos, Costa Rica, e Islas
Galépagos, Ecuador. Esta especie ha despertado el interés, debido a sus
caracteristicas biologicas y a la necesidad de considerar especies alternativas
para la acuicultura. Uno de los principales obstaculos que dificulta la su
tecnologia de produccion, es la falta de conocimiento y estudios en el cultivo
larvario y juvenil en los aspectos nutricionales, pues alin no se conocen los
requerimientos de proteina y energia.

Asi pues, la presente investigacion busca generar conocimientos y
resultados ttiles sobre el uso de dietas formuladas para el langostino de rio
M. Americanum. Se realizaron tres Experimentos. Las larvas y juveniles de
M. Americanum empleados fueron obtenidos en condiciones de laboratorio
a partir del desove de hembras silvestres. El Experimento I, consistié en
evaluar el efecto del valor nutricional de nauplios de Artemia enriquecida
con microalgas sobre el crecimiento y supervivencia de larvas de M.
Americanum. Se emplearon tres dietas diferentes, consistentes en nauplio
de Artemia (D1), metanauplios 1 Artemia enriquecida con Tetraselmis
suecica (D2) y metanauplios I Artemia enriquecida con Chaetoceros
calcitrans (D3). Las larvas de langostinos alimentadas con la dieta D3
alcanzaron la mayor supervivencia, crecimiento y tasa de crecimiento
significativamente, siendo la mas efectiva de las tres dietas en las condiciones
experimentales de este estudio. En el Experimento II, se determind el efecto
de cuatro concentraciones de proteina cruda 30.7, 37.2, 41.8 y 46.8% en
dieta, sobre la respuesta productiva, composicion proximal y aminoacidica
corporal de juveniles de M. Americanum.

Langostinos alimentados con 37.2% de proteina cruda alcanzaron un
peso final de 0.58 g (factor de conversion alimenticia de 2.15), que fue
significativamente mejor. La supervivencia fue del 100% en todos los
tratamientos. El contenido de proteina en las dietas tuvo efecto significativo
en la composicion proximal y el perfil de aminoacidos del cuerpo entero. Se
ajusto la tasa de crecimiento a la linea discontinua de dos pendientes para
estimar el requerimiento de proteina optima y estos resultados demostraron
que la dieta a base de proteinas al 37.2% es Optima para juvenil de M.
Americanum. En el Experimento 11, se evaluo el efecto de diferentes niveles
de proteina (35 y 40%) y lipidos (6, 10 y 14 %) en dieta con arreglo factorial
(3 2) para seis relaciones proteina/energia: 17, 18, 19, 20, 21 y 22mg PC
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kj'1 g'l, sobre variables productivas, nutricional, histologia de la
hepatopancreas, composicion bioquimica corporal y hematolégica de
juveniles de langostino de rio. Los indicadores productivos fueron
significativamente influenciados por los niveles de lipidos en la dieta,
aquellos alimentados con 35% de proteina y 10% de lipido (relacion P/E de
18 mg PC KkJ-1 g'l) presentd mayor ganancia de peso, tasa de crecimiento
y retencion de lipidos que con otras dietas.

Laactividad enzimatica fue estadisticamente comparable entre diferentes
relaciones P/E. La actividad proteasa total aument6 significativamente con
el aumento de la proteina dietética. La histologia de la hepatopancreas para
una relacion P/E 18:1, 19:1 y 22:1 era normal, con los tibulos bien
dispuestos. Diferentes tipos de células en estos grupos fueron identificados
segun la morfologia. Las concentraciones de colesterol total y de glucosa en
la hemolinfa se vieron afectadas significativamente por las diferentes
relaciones de P/E y los niveles de lipidos. Estos resultados demuestran que
la dieta que contiene un nivel de proteina 35% y lipidos de 10% con relacion
P/E de 18 mg PC kJ -1 g'1 mostrd tendencia a ser 6ptima para los juveniles.
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|.INTRODUCCION

La produccién de alimentos por acuicultura en el mundo se ha
incrementado a una tasa significativa en los ltimos anos (Tacon y Metian,
2015; Méndez-Martinez et al., 2022). El crecimiento de la industria acuicola
se basa en la seleccion de especies con caracteristicas adecuadas para su
produccion comercial (Méndez-Martinez et al., 2018a; De Los Santos
Romeroetal.,2021). En este sentido los crustaceos de agua dulce representan
aproximadamente el 4,01% de la acuicultura mundial (Cai et al., 2019). Sin
embargo, el conocimiento sobre su nutricion ha progresado lentamente, ya
que los habitos de alimentacion y las etapas de desarrollo implica dificultades
técnicas y experimentales (Méndez-Martinez et al., 2021). Una especie de
agua dulce que ha sido exitosamente cultivada es el langostino malayo
Macrobrachium rosenbergii, la cual (D’Abramo, 2015; Sundaravadivel et
al, 2015). Cabe destacar que existen otras especies del mismo género con
potencial acuicola (Vega-Villasante et al., 2015; Santamaria-Miranda et al.,
2018; Garcia-Guerrero et al., 2022), tal es el caso del langostino de rio M.
Americanum, que por sus caracteristicas biologicas ha resultado de interés
para su cultivo (Cebreros et al., 2013; Yamasaki-Granados et al., 2013).
Entre sus principales ventajas esta lo atractivo de su talla (maximo de 500 g
de peso vivo y 290 mm de longitud total) (Méndez-Martinez et al., 2018b).
Los langostinos son conocidos como un alimento alto en proteinas y bajo en
grasa, que contiene un 16-19 % y 1.0-2.2 % respectivamente (Benitez-
Mandujano y Ponce-Palafox, 2012; 2014). Considerados como un manjar,
y por lo tanto son un producto con una alta demanda, aceptado en el mercado
y conun costo de $350.00 a 450.00/kg, trayendo consigo que sus poblaciones
silvestres hayan disminuido, incidiendo la captura indiscriminada de
hembras ovadas (Pérez-Chi, 1991; Vega-Villasante et al., 2014). Se suman
ademas los efectos perjudiciales que las introducciones de especies exoticas
o invasoras empleadas en la acuicultura tienen en la biodiversidad,
incidiendo en la alteracion del habitat de especies nativas, la introduccion
de patogenos y pardsitos, la competencia o desplazamiento con especies
nativas a través de los escapes y la hibridacion con especies locales (Ross et
al., 2008).

Segtiin Mantellato y Barbosa (2005); Soberanes-yepiz et al. (2018) las
especies nativas pueden proporcionar un buen rendimiento cuando se
cultivan en su lugar de origen. El cultivo de especies autdctonas favorece la
acuicultura sustentable en base a los tres criterios principales a ser
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considerados para el desarrollo para la misma: econdmico, biotécnico y
ambiental (Ross y Beveridge, 1995; Martinez-Cordova et al., 2009; Ibarra
y Wehrtmann, 2020).

Uno de los principales obstaculos que dificulta la tecnologia de
produccion de M. Americanum, es la falta de conocimiento y estudios en su
ciclolarvario(Yamasaki-Granadosetal.,2013). Estosedebe primordialmente
ala fragilidad de los organismos en esta etapa y a la dificultad de alimentarlos
adecuadamente, lo que puede afectar seriamente la supervivencia (Barros y
Valenti, 2003; Yamasaki Granados, 2012). La supervivencia, asi como el
crecimiento son los principales parametros utilizados para determinar la
calidad larvaria (Racotta et al., 2004; Morales y Meruane, 2012). Las
investigaciones sobre habitos alimenticios y seleccion alimentarias sugieren
que las larvas de Macrobrachium spp. prefieren alimento vivo y movil. Una
posibilidad inmediata son los nauplios de Artemia (Kovalenko et al., 2002;
Benitez-Mandujano y Ponce-Palafox 2012; Lal ef al., 2014).

En un cultivo de langostinos, la alimentacion es clave no solo por ser
indispensable para el buen desempefio del cultivo, sino porque ademas
constituye del 40 al 60% de los costos de produccion y de ella depende la
respuesta productiva de los organismos (Tacon, 1987; Vega-Villasante et
al., 2014). La proteina es el nutriente de mayor costo en los alimentos
peltizados, por lo debe ser utilizada de manera Optima para lograr un mejor
crecimiento en los organismos (Goda 2008; NRC, 2011), por tal motivo la
formulacion de un alimento bien balanceado y de bajo costo es indispensable
para el éxito el cultivo (Cortés-Jacinto et al., 2005; Benitez-Mandujano y
Ponce-Palafox, 2014). De acuerdo con Cortés-Jacinto et al. (2005), Ding et
al. (2015) y Ettefaghdoost (2015), el tipo de alimento y la estrategia de
alimentacion representan factores de vital importancia en el aporte de la
energia y nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo, crecimiento,
supervivencia y eficiencia alimenticia en langostinos. Los langostinos en su
medio natural se alimentan tanto de fuentes de origen animal como vegetal,
incluyendo insectos acudticos, peces, moluscos, otros crusticeos, algas,
hojas y tallos de plantas acuaticas y semillas de plantas de diversos tipos
(Benitez-Mandujano y Ponce-Palafox, 2012; Vega-Villasante ef al., 2014).
Se ha documentado sin embargo, que estos organismos muestran una cierta
preferencia por alimentos de origen animal (Benitez-Mandujano y Ponce-
Palafox, 2012).

Los requerimientos de proteinas en crusticeos se han centrado
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principalmente en camarones peneidos. Estas investigaciones sugieren que
es recomendable una inclusion de entre el 30% y 50% de proteina cruda en
la dieta (Tacon, 1987; NRC, 2011), el mismo rango de proteina cruda (PC)
es requerido por M. rosenbergii (D’Abramo y New, 2000), dado a que
ambas especies poseen desarrollo larvario extendido, es muy probable que
M. Americanum tenga requerimientos similares. Sin embargo, estudios
especificos deben hacerse dadas algunas diferencias, tales como, fisiologicas
(velocidad de crecimiento), etologicas (agresividad) y anatomicas (tamaiio
de quelas) (Arana-Magallon y Ortega-Salas, 2004). La comprension de los
requerimientos proteicos y energéticas de M. Americanum es imprescindible
para el desarrollo de una formula balanceada y una dieta 6ptima. Para ello
deben ser considerados todos los factores inherentes a la especie, siendo
uno de los mas importantes la etapa de desarrollo en que se encuentre, dado
que esta es un buen indicador de sus capacidades para alimentarse.

Conociendo la fraccion proteicay el aporte energético de los ingredientes,
se pueden formular dietas eficientes (Cortés-Jacinto et al., 2009;
Sundaravadivel et al., 2015). El valor nutricional de la proteina es producto
de su contenido de aminoacidos y de las proporciones entre ellos (Cortés-
Jacinto et al., 2004; Portella et al., 2013; Abdel-Salam, 2014), maximo
cuando estas proporciones son necesarias para satisfacer las demandas
aminoacidicas para el crecimiento y reparacion tisular de los organismos
(Mambrini y Guillaume, 2011).

Cuando la proteina suministrada es limitada, se puede presentar un
inadecuado balance en aminoacidos y el alimento no seré efectivo, dado a
que no suple los requerimientos de los organismos (Zhang et al., 2008; Jin
et al., 2013). Por otra parte, la inclusion excesiva de proteinas en la dieta
puede ser perjudicial, dado que sélo una parte puede ser utilizado para
generar nuevas proteinas, el exceso sera utilizado para producir energia e
incrementar la produccion de amoniaco (NH3), todo ello hace que la dieta
sea, no solamente mas costosa sino que pueda tener un mayor impacto en el
deterioro de la calidad del agua (Zhou et al., 2007; Goda, 2008).

D’Abramo y New (2000) dan lineamientos generales de los niveles de
proteina y energia recomendadas para el cultivo comercial de langostinos.
Varios estudios han evaluado la respuesta de juveniles de M. rosenbergii
con diferentes niveles de PC, llegando a la conclusion que los requerimientos
se encuentran entre 35 y 40% PC (D’Abramo y New 2000; Felix y Prince-
Jayaseelan 2006; Teshima et al., 2006; Al-Hafedh 2007; Kabir Chowdhury
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etal.,2008; Davassi, 2011). Los estudios de los requerimientos nutricionales,
la evaluacion de la digestibilidad, seleccion de ingredientes con valor
nutritivo potencial y la adecuada formulacion de las dietas son esenciales
(Hajen et al., 1993; Hasanuzzaman et al., 2009; Ding et al, 2015). Es
fundamental estudiar aspectos del proceso fisiologico digestivo, ya que
afecta la capacidad de consumo y aprovechamiento del alimento (Tacon,
1987; Ribeiro et al., 2016). Para comprender mejor esto es importante saber
que la principal funcion del hepatopancreas en los crustaceos, es el
procesamiento del alimento que se lleva a cabo mediante una serie integrada
de procesos, entre los que se incluyen la secrecion de enzimas, la digestion
y la absorcion de nutrientes, la disposicion de productos de desecho y el
almacenamiento de nutrientes (Cuartas et al., 2002; Silva-Santos et al.,
2014; Radhakrishnan et al., 2015).

Los crustaceos poseen células especializadas en su hepatopancreas,
como las reabsortivas (R) que son capaces de almacenar lipidos e hidratos
de carbono con la finalidad de usarlos para producir energia (Icely y Nott
,1992; Jones y Obst, 2000; Ribeiro et al., 2016). El estado de estas células
es un indicador del estado nutricional en los crustdceos el cual puede
cambiar notablemente con la dieta (Johnston et al., 2003); por tanto el
estudio de estas células puede ser utilizado para evaluar el valor nutricional
del alimento mediante la histologia (Vogt et al., 1985; Johnston et al., 2003;
Ribeiro et al., 2016; Silva-Santos et al., 2014).

Debido a que en el hepatopancreas también se secretan y actfian las
enzimas digestivas que ayudan en la digestibilidad de alimento para que los
nutrientes sean absorbidos (D’Abramo y New, 2000; Ribeiro et al., 2016;
Seenivasan et al., 2014; Muralisankar et al., 2015), se han realizados
estudios sobre la actividad enzimatica en condiciones controladas que han
permitido inferir resultados sobre la eficiencia del uso y asimilacion de una
dieta especifica, asi como su efecto potencial en el crecimiento (Lopez
Lopezetal.,2003;Sagaretal.,2009; Keshavanathetal.,2011; Radhakrishnan
etal.,2015). Laactividad de estas enzimas controla los procesos de digestion
y varia por factores enddgenos y exogenos (Sriket et al., 2011; Espinosa-
Chaurand et al., 2012; Jayanthi et al., 2015). Por tanto, el estudio de estas
variables nos permite conocer las capacidades de estos organismos para
contrarrestar estos efectos.

En M. Americanum aun no se conocen los requerimientos de proteina y
energia. Asi pues, el presente trabajo de investigacion busca generar
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conocimiento y resultados Utiles sobre el uso de dietas formuladas para el
langostino de rio. Con ello se pretende entender la relacion existente entre
la respuesta productiva e interna del organismo asi como contribuir a la
optimizaciéon del uso de la proteina y energia de una especie nativa
importante en la biodiversidad de cuerpos de aguas continentales del
Pacifico tropical y subtropical.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Distribucion natural Macrobrachium spp.

Los langostinos de la familia Palaemonidae (Rafinesque) son los
crustaceos mas diversos dentro del orden Decapoda (Latreille); tienen una
amplia distribucion geografica y batimétrica, y estan representados por
alrededorde 200 especies en los sistemas marinos, estuarinos y dulceacuicolas
(Hernandez-Sandoval, 2008; Espinosa-Chaurand et al., 2011).

El género Macrobrachium es de temperaturas tropicales, subtropicales y
templadas (Vega-Villasante ef al., 2011b y 2014); con una temperatura anual
minima de 16° C y maxima de 32° C en zonas donde la precipitacion total que
fluctia entre los 400 y 1350 mm anuales (Vega-Villasante et al., 2011b). Son
organismos bentdnicos (excepto en sus etapas larvarias) y en la fase adulta en
sustratos variados (vgr. rocas, arena, fango, grava conchifera). En su fase
adulta son de habitos preferentemente nocturnos (Vega-Villasante et al.,
2014). El langostino de rio, M. Americanum requiere de agua salobre durante
su desarrollo larvario. Se distribuye en cuerpos de agua dulce continentales y
en los sistemas lagunares y estuarinos, ocupando los medios acuaticos 16ticos
(de agua corriente como rios, arroyos y manantiales) y 1énticos (de agua quieta
o de escaso caudal como los lagos, estanques, pantanos, oasis y embalses).

La distribucion general de M. Americanum (Fig. 1) es desde la Peninsula
de Baja California, México a Perti; Isla Cocos, Costa Rica; e Islas Galapagos,
Ecuador (Holtschmit, 1988; Wicksten y Hendrickx, 2003).

12(|J'W 105|'W 90|'W T5'W 60°W

[—30°'N

15'N —| - 15'N

1200w 105'W 20w 75'W 60w

Figura I. Distribucion del langostino de rio Macrobrachium americanum.
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2.2. Ciclo bioloégico

Su ciclo bioldgico lo lleva a realizar migraciones reproductivas durante
los ciclos de lluvias en el afio, los cuales determinan el aumento de la
corriente de rios y arroyos, concentrandose en las partes bajas para su
reproduccion (Arana-Magallon, 1974; Vega-Villasante et al., 2014), ya
que las larvas requieren de salinidad entre 15 y 30 UPS. Con frecuencia el
langostino de rio, abandona el medio acuatico para librar obstaculos que
impiden sus migraciones por el agua, sobre todo cuando se dirigen a areas
de reclutamiento (Rodriguez — Uribe et al., 2014).

Figura 2. Aspectos generales del ciclo de vida de langostinos Macrobrachium
(modificada de Vega-Villasante et al., 2011a).

2.3. Morfologia externa

La Fig. 3 presenta algunas de las caracteristicas principales de la
morfologia de M. Americanum.

Cefalotdrax
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Figura 3. Morfologia externa de M. Americanum (Modificado de Herrnandez-
Valencia, 2010).

19



Aproximacion a los requerimientos nutricionales de proteina vy lipidos en Macrobrachium americanum

2.4. Sistema Digestivo

Como la mayoria de crustidceos la digestion comienza al acercar el
alimento a la boca, continua por el estdmago, pasando a la glandula digestiva
o hepatopancreas donde la digestion se hace més activa y que desemboca en
la parte posterior del estomago (D’ Abramo y Conklin, 1995; Ribeiro et al.,
2016). El aparato digestivo consiste basicamente en una estructura tubular
que se extiende a lo largo del cuerpo, dividida en tres partes: una region
anterior formada por el es6fago y un estdbmago de dos cadmaras; una region
media con ciegos, diverticulos y una region posterior, que corresponde al
intestino (Fig. 4) (D’Abramo y Conklin, 1995; Ribeiro et al., 2016; Silva-
Santos et al., 2014). En varias especies de crustaceos, el hepatopancreas o
la glandula digestiva se utiliza para monitorear la salud, enfermedades del
cultivo y sirve como un indicador sensible para el metabolismo, la sintesis
y la secrecion de enzimas digestivas, la fase de ecdisis y el estado nutricional
(Rose et al., 1995; 1999; Ribeiro et al., 2016).

Figura 4. Tracto digestivo del Langostino Macrobrachium (A) Boca, (B) Es-
tomago, (C) Hepatopancreas, (D) Intestino, (E) Ano, (F) Estdémago gastrico, (G)
Molino gastrico, (H) Estomago pilorico, (I) Filtro. (Tomado de???)
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Cuando el alimento es digerido en el intestino, el quimo y las particulas
finas son digeridos y absorbidos en el lumen a las porciones internas de los
tubulos del hepatopancreas a través de la difusion, esto en el inicio de la
acumulacion de reservas (Gimenez et al., 2004; 2014).

2.5. Nutricion

La nutricion comprende los procesos quimicos y fisioldgicos en los que
el organismo asimila los alimentos y los liquidos necesarios para el
crecimiento y el mantenimiento de sus funciones vitales. La nutricion por lo
tanto, involucra la ingestion, digestion, absorcion, transporte de nutrientes y
laeliminaciondedesechos (Ribeiroezal.,2016). Las proteinas, carbohidratos,
lipidos, minerales, vitaminas, deben estar presentes en la dieta con la
finalidad de que exista energia e ingredientes para sintetizar tejidos
(Campafia et al., 2006, Goda, 2008; NRC, 2011). Los langostinos tienen la
capacidad de detectar el alimento por quimiorecepcion (mediante antenas y
anténulas) (Vega-Villasante et al., 2014).

Existe considerable informacion concerniente sobre los requerimientos
nutricionales, tanto cuantitativamente como cualitativamente, de M.
rosenbergii. El tema ha sido sujeto a varias revisiones (D" Abramo, 1998;
Goda, 2008; Kabir Chowdhury et al., 2008; Davassi, 2011; D" Abramo,
2015). La mayoria de la informacion, derivada de las investigaciones de
los requerimientos nutricionales clasicos, ha sido aplicada al desarrollo de
dietas comerciales practicas para cultivos de engorda en camarones
marinos estanques al exterior. Esta condicion refleja el hecho de que los
sistemas de crecimiento al exterior para estas especies estan basados
predominantemente en cultivo semiintensivo en estanques rustico
(D*Abramo y New, 2000; Davassi, 2011). Esto sistemas de cultivo basados
en estanques de tierra, permiten a la productividad secundaria contribuir
sustancialmente a satisfacer sus requerimientos nutricionales; sin embargo,
como la biomasa de los langostinos incrementa los niveles normales de la
productividad secundaria no pueden sostener las necesidades nutricionales
para un crecimiento maximo, por lo que son necesarias las fuentes
adicionales de alimento (Davassi, 2011; D"Abramo, 2015). Las dietas
comerciales sonusadas paracompensacion de las deficiencias nutricionales,
como una fuente suplementaria directa de nutrientes o como una fuente
indirecta para enriquecer la productividad natural en el estanque
(D" Abramo y New, 2000).
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Las limitaciones en el conocimiento de la nutricion de crustaceos y en
particular para el langostino de rio, acentiian la necesidad de estudiar los
requerimientos nutricionales de la especie M. Americanum (Arana-Magallon
y Ortega-Salas, 2004).

2.6. Requerimientos de proteina y energia en crustaceos
decapodos

Las proteinas destacan como el componente mas importante del material
organico en el tejido muscular de los crustaceos (Sundaravadivel et al.,
2015). Hacia estas complejas moléculas, constituidas por aminoacidos se
han dirigido muchas investigaciones para determinar los requerimientos de
este nutriente en diferentes crustdceos (Luna et al., 2007; Langer et al.,
2011). Ello se debe a que la proteina es utilizada por el organismo con dos
fines fundamentales: crecimiento y aporte energético, teniendo participacion
como fuente de aminoacidos esenciales y estructurales, en la formacion de
hormonas, enzimas, tejido muscular, reparacion y mantenimiento
(Guillaume, 1997; Kureshy y Davis, 2002; Saravana-Bhavan et al., 2010).
Los requerimientos proteicos han sido analizados por numerosos
investigadores para diversas especies de crustaceos mayormente en peneidos
mediante la evaluacion de dietas practicas utilizando una amplia gama de
materias primas (Ettefaghdoost, 2015). Se ha encontrado que aunque los
langostinos poseen hébitos alimenticios carnivoros/ omnivoros, admiten en
su dieta una alta proporcion de proteina de origen vegetal (Hari y Kurp,
2003; Ding et al., 2015).

La calidad proteica de una dieta estd dada, en gran medida, por su
composicion en aminoacidos esenciales (AAE). Estos no pueden ser
sintetizados por el organismo y deben ser suministrados en el alimento
(Kabir Chowdhury et al., 2008). Los aminoacidos considerados esenciales
para los crustaceos son: metionina, arginina, treonina, triptéfano, histidina
isoleucina, leucina, lisina, valina y fenilalanina (D’Abramo y New, 2000;
Cortes-Jacinto et al., 2003, Ding et al., 2015). En la Tabla I se presenta la
composicion de a AAE del musculo de juveniles de langostino
(Macrobrachium spp.).

Los aminoacidos no esenciales (AANE), aunque pueden ser sintetizados
por los tejidos corporales, son importantes desde el punto de vista fisiologico
y para la formulacion de dietas; la cistina y tirosina, pueden ser sintetizados
a partir de AAE como la metionina y la fenilalanina respectivamente y en

22



Aproximacion a los requerimientos nutricionales de proteina vy lipidos en Macrobrachium americanum

consecuencia los requerimientos dietéticos de esos AAE estardn en funcion
de la concentracion de sus AANE correspondientes en la dieta (Tacon, 1987;

Aminoacidos (%)

Esenciales Macrobrachium spp. Penaeus spp.
Arginina 10.9 75
Histidina 24 1.9
Isoleusina 38 3.6
Leusina 7.8 6.5
Lisina 9.1 6.4
Metionina 34 2.6
Fenilanina 3 3.6
Treonina 3.9 34
Triptofano - 1.1
Valina 3.8 3.8

Fuente: D’ Abramo y Sheen (1996); Tsvetnenko et al. (1995); Guillaume (1997);
D’ Abramo v New, 2000 v Portella er al. (2013).

Mukhopadhyay et al., 2003).

Tabla I. Composicion de aminoacidos esenciales del musculo de juveniles de
langostino (Macrobrachium spp.) y el camaron (Penaeus spp.)

En la elaboracién de las dietas, se busca una similitud entre el
requerimiento aminoacidico de la especie y el perfil de aminoacidos de los
componentes proteicos del alimento suministrado (Abdel-Salam, 2014;
Ettefaghdoost, 2015). Los estudios para cuantificar los requerimientos de
AAE en decapodos han tropezado con la incapacidad que éstos muestran
para utilizar aminodacidos cristalinos en la dieta, lo que puede ser atribuido
a que son asimilados mucho mas rapidamente que aquellos aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos en la proteina dietética o a pérdidas en el agua
al suministrar el alimento (D’ Abramo y Conklin, 1995; Jin et al., 2013).

En términos de la termodindmica la vida se concibe como un estado
inestable, el cual mantiene su continuidad si se conserva el equilibrio de la
cantidad de alimento ingerido y la produccion de calor. Por lo que, la energia
no es un nutriente sino mas bien el producto terminal del metabolismo de
los componentes absorbidos de la dieta, donde la cantidad de energia
requerida depende de la composicion y digestibilidad de los ingredientes
alimenticios utilizados, régimen de alimentacion, temperatura del agua,
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edad y estado fisiologico del animal (Pezzato et al., 2003; CruzSuarez et al.,
2006). La utilizacion de los componentes dietéticos es afectada por sus
niveles en la dieta, la capacidad del animal de catabolizar el sustrato y la
disponibilidad de otras fuentes de energia (Goda, 2008; Huo et al., 2014).
Los lipidos, carbohidratos y proteinas pueden ser utilizados por los
crustaceos como fuente de energia (Habashy, 2009; Jin et al., 2013). Sin
embargo, estos organismos, son capaces de obtener con mayor preferencia
energia neta de catabolismo de proteina ya que no necesitan mantener
constante su temperatura corporal, requiriendo menos energia para su
mantenimiento (Chen y Lee, 1997; Zhou et al., 2007; Goda, 2008). En el
proceso de crecimiento el organismo dedica energia adicional para la
formacion de estructuras y tejidos solamente bajo condiciones Optimas
internas y externas (Zhang et al., 2008; Martinez-Porchas et al., 2009).

La informacion sobre la utilizacion de los carbohidratos en langostinos es
limitada, sin embargo, la inclusion de niveles adecuados en la dieta permite
un ahorro de proteinas al evitar que éstas se desvien hacia la produccion de
energia. Se ha demostrado que los tipos y niveles de los hidratos de carbono
en la dieta afectan el crecimiento (Johnston et al., 2003). Esta relacion entre
proteina y carbohidratos ha sido referida como efecto de liberacion por
carbohidratos (Akiyama et al., 1991). Por otro lado, en el langostino malayo
Macrobrachium rosenbergii (De Man) los niveles de celulosa de hasta 30%
no tienen efecto negativo en el crecimiento (D’ Abramo y Sheen, 1996).

El exceso o insuficiencia en los niveles de energia en la dieta reduce la tasa
de crecimiento. Por ello, el balance entre proteina y energia en la dieta debe
ser mantenido (New, 1997; Goda, 2008). El crecimiento refleja el resultado
neto de la interaccion entre energia disponible y la eficiencia de utilizacion y
almacenamiento de esa energia en el organismo (Pezzato et al., 2003).

La mayor eficiencia de la utilizacion de la energia estd en funcion de la
relacion P/E debido a que la cantidad de energia no proteica afecta el
consumo de la dieta (D’ Abramo y New, 2000; Teshima et al., 2006). Si la
proporcion de energia total a proteina es muy alta, el consumo de proteina
puede ser restringido y el crecimiento retardado, mientras que una dieta baja
en energia podria tener un efecto negativo en el catabolismo de sustratos
bioquimicos que resulta en un bajo nivel de eficiencia proteica, asi como un
crecimiento limitado (Cuzon y Guillaume, 1997; Goda, 2008). Por otra
parte, el exceso de energia puede conducir a resultados zootécnicos aun
peores, ya que el animal puede satisfacer sus requerimientos de energia sin
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satisfacer el requerimiento de otros nutrientes esenciales para su desarrollo
y salud (Pezzato et al., 2003; Huo et al., 2014).

2.7. Historia del cultivo de Macrobrachium spp.

Los primeros estudios y desarrollo de tecnologia inicio con el
langostino malayo, M. rosenbergii, una especie Asiatica. Ling (1969), dio
a conocer que las larvas necesitaban de la salinidad en el agua para
completar su desarrollo larvario; después de algunos afios de trabajo y
numerosas fallas, logré desarrollar métodos y técnicas para el cultivo
larvario y la producciéon de juveniles hasta engorda. Los procesos y
métodos se mejoraron en Hawai por el Dr. Fujimura obteniendo mayor
volumen de produccion (Fujimura y Okamoto, 1970) y posteriormente la
tecnologia y la especie fueron introducidas en paises como: USA, Corea,
Japon, Taiwan, Filipinas, Indonesia, Singapur, Pakistan, India, Ceilan y
México (D*Abramo y New, 2000). El langostino malayo se introdujo a
Meéxico en 1973, procedente de la India; posteriormente se hicieron
importaciones de Honduras, Hawai y Estados Unidos (Arana-Magallon,
1977). En el pais se incio el cultivo de M. Americanum en el marco del
“Programa General de Investigacion de los Langostinos del género
Macrobrachium en México: Parte 1. Especies del Pacifico” (Arana-
Magallon, 1974 y 1977). En 1983 se iniciaron operaciones para el cultivo
larvario del langostino malayo en un laboratorio comercial (El Carrizal,
Coyuca de Benitez, Gro), con una primera produccion de 18,000
postlarvas. En 1987 ya se operaban laboratorios y granjas de engorda en
el pais (Ponce-Palafox et al., 2002).

2.8. Estudios relacionados con el cultivo de larvas y juveniles de
M. Americanum.

Arana-Magallon (1974) realizé la caracterizacion de los 11 estadios del
desarrollo larvario, empleo diferentes ingredientes en las dieta, alimentados
en dos raciones diarias alcanzando a obtener poslarvas en dos lotes diferentes
a los 50 y 72 dias, en baja supervivencia.

Monaco (1975), a partir de reproductores de M. Americanum capturados
en Mazatlan, Sinaloa, reporta eclosién de 80 mil larvas, las cuales fueron
cultivadas en condiciones de laboratorio empleando alimento precocido
(pescado) y vivo (Artemia), pudiendo obtener poslarvas a los 54 dias.
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Cabrera-Jiménez et al. (1979), clasificaron de acuerdo a sus fecundidades
a las especies mas importantes de Macrobrachium spp. en México, situando
a M. Americanum dentro de las de mas alta en fecundidad (promedio de
150.000 huevos, con una produccion de 900.000 huevos producidos / afio).

Holtschmit y Pfeiler (1984), evaluaron el cultivo larvario de M.
Americanum con diferentes salinidades y alimento vivo (nauplio de
Artemia en “agua verde”); la especie alcanzd los mejores resultados de
supervivencia a una salinidad entre 15 y 20 UPS, alcanzando obtener
larvas hasta de ZXI con supervivencia de 20%. Roman-Contreras (1991),
documentd especies de Macrobrachium colectadas en la parte baja del
Rio Coyuca. Encontrando que de las especies de Macrobrachium
registradas en el area, solamente M. tenellum es habitante permanente de
lalaguna y las restantes son habituales en el ambiente fluvial. En un reporte
de SEMARNAT de 1999, se presentan fuentes de obtencion de crias de
langostinos en el “Carrizal-Lagartero”, Gro., Méx.

Diaz-Monge et al. (2001) realizaron esfuerzos para producir larvas de
M. Americanum, provenientes de las vertientes del Pacifico de Guatemala.
Reportan que con las hembras capturadas (tallas de 12-16 cm y pesos
50130 g) habian obtenido excelentes eclosiones, encontraron que la muda
en las hembras se presentd aproximadamente a los 15 dias post-eclosion.
Reyes-Marchan e Hidalgo-Mogollon (2001), evaluaron el cultivo larvario
de M. Americanum a 12, 14, y 16 UPS, compararon a ésas salinidades el
efecto de las dietas de rotifero Brachionus plicatiles y Artemia, sobre su
supervivencia. Mencionan que no es viable cultivar larvas de M.
Americanum con esos alimentos y salinidades ya que después del ZII se
presentd mortalidad de 100%.

Ponce-Palafox et al. (2002), hicieron una revision de los estudios
en los aspectos basicos sobre biologia y ecologia de M. Americanum;
antecedentes de cultivo; y avances en su reproduccion; produccion de
larvas y de poslarvas; asi como del cultivo en estanques. Arana-
Magallon y Ortega-Salas (2004), realizaron pruebas de crecimiento
con poslarvas de M. Americanum con alimento comercial (40%
Proteina) y adicion de Artemia a dos temperaturas (20 y 33°C),
encontrando el mayor crecimiento a 33°C, aunque no se presentaron
diferencias significativas.

Garcia-Guerrero y Apun-Molina (2008), evaluaron el potencial
productivo de juveniles silvestres de M. Americanum (peso inicial 0.06-
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0.10 g) provenientes de la costa Oeste de México a dos densidades con y sin
refugio respectivamente por 84 dias. Concluyeron que los juveniles de
Cauque pueden cultivarse con éxito en cautiverio, pero deben utilizarse las
densidades mas bajas para ese tipo de sistemas.

Garcia-Guerrero (2009), evalué la composicién bioquimica de los
huevos de hembras de M. Americanum por 15 dias con el fin de adaptar la
alimentacion de los reproductores a los requerimientos de proteinas, lipidos
e hidratos de carbono del embrion. Encontrd que las proteinas fueron el
componente mas abundante, seguido de lipidos e hidratos de carbono,
siendo similar a la de otros crustaceos, en particular de M. rosenbergii.

Garcia-Guerrero y Hendrickx (2009) describieron e ilustraron 10
periodos del desarrollo embrionario del langostino M. Americanum,
tomando como criterio el método de estadios fijos basado en porcentajes.
Concluyeron que la descripcion externa de la embriologia de M. Americanum
podria ser util para futuros estudios que se ocupan de su ontogenia. Garcia-
Guerrero (2010), evaluo el efecto de la temperatura sobre el desarrollo
embrionario y composicion proximal en huevos de M. Americanum,
encontrando que la duracion del desarrollo disminuy6 con el aumento de la
temperatura y que las temperaturas Optimas para el mantenimiento de
huevos son cerca de 26°C.

Garcia-Guerrero et al. (2011), estudiaron el efecto de la temperatura
(1830°C) sobre el consumo de oxigeno de cuatro grupos (4.5+0.7g,
2242 .3g, 42+6.1g y 80 = 9.7 g) de langostino M. Americanum obtenidos
del medio natural, encontrado que el consumo de oxigeno no es un
problema para la especie cuando la temperatura se mantiene entre 20°C y
30°C y las concentraciones de oxigeno disuelto se encuentran por encima
de 3.5 mg L-1.

Cebreros et al. (2013) en policultivo de M. Americanum con tilapia
evaluaron tres densidades (4/5, 9/5 y 14/5 m2; tilapia / langostinos) durante
112 dias y aunque no se encontraron diferencia significativa los resultados
revelaron que el policultivo en tanques mejora la produccion de langostinos
y aumenta la biomasa.

Uno de los trabajos mas recientes fue realizado por Yamasaki-Granados
et al. (2013), quienes emplearon diferentes fuentes de alimento (Chirotoma
sp., Artemia salina, Copepodos, Sarda sp.), alcanzando a obtener poslarvas
hasta los 84 dias, mostrandose los mejores valores (aunque muy bajos) de
supervivencia cuando se emplea Artemia como alimento.
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A pesar de que se han desarrollado algunos estudios aun quedan muchas
cuestiones por elucidar para conocer aspectos de gran interés para el
desarrollo del cultivo en la especie M. Americanum.

2.9.Tipos de alimento utilizados en el cultivo de Macrobachium spp.
2.9.1. Alimento Vivo

Este tipo de alimento es fundamental en el cultivo larvario de especies
de Macrobrachium spp. (Valenti y Daniels, 2000; Barros y Valenti, 2003).
En las tltimas décadas se ha tratado de sustituir los alimentos vivos por
dietas micro encapsuladas con resultados poco alentadores en muchas de las
especies acuicolas; asi mismo se ha tratado de implementar técnicas que
permitan el almacenamiento mediante congelacion o liofilizacion por
tiempo indefinido de estos alimentos y en términos generales resultan
incosteables y no resuelven el problema real que es la demanda constante de
alimento vivo (Lora, 2004).

2.9.1.1. Artemia, enriquecimiento con microalgas

La Artemia es a escala global, el alimento vivo con mas demanda en la
acuicultura (Lavens et al., 2000; Kovalenko et al., 2002; Dhont y Van
Stappen, 2003). Una de las caracteristicas que la hacen tener esa gran
demanda es que sus huevos se pueden enquistar y de esta manera permanecer
viables durante varios afios (Castro et al., 2006; Anh et al., 2009; Nguyen,
2014). La mayoria de las cepas de Artemia poseen adecuada reserva
energética y perfil de éacidos grasos polinsaturados (Lal et al., 2014)
pudiendo mejorar cuando es enriquecida con alimentos adecuados (Dhont y
Van Stappen, 2003). El contenido de proteinas varia de 41% a 66% en
nauplios de diferente origen, mientras que el intervalo del contenido proteico
varia de 58% a 64% en los adultos de Artemia en dependencia del alimento
(Castro et al., 1995). El contenido de aminoacidos es mas estable, debido
probablemente a que es una caracteristica controlada genéticamente (Castro
y Gallardo, 1993).

Este organismo se alimenta de manera, continua y no es selectivo, por lo
menos en lo que se refiere a la naturaleza de las particulas en suspension,
aunque en realidad si parece haber una seleccidon por tamafio (particulas
menores a 60 micras) (Lora, 2004 y Pérez-Castro et al., 2014). Debido a su
baja selectividad puede ser alimentada con todas las microalgas que tienen un
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tamafio adecuado, incluyendo las que se emplean comunmente en acuicultura
(Lavens et al., 2000; Abatzopoulos et al., 2006; Pérez-Castro et al., 2014).

Las investigaciones sobre alimentos alternativos altamente energéticos,
de facil digestion son prioritarias y el desarrollo de sus tecnologias de
cultivo es indispensable para que se desarrolle la larvicultura del langostino
M. Americanum y posteriormente su engorda. Para ello la provision de
alimentos adecuados son necesarios, lo cual se vera reflejado al lograr

crecimientos buenos y alta supervivencia en estadios tempranos de desarrollo
(Dhont et al., 2010; Lal et al., 2014).

La Artemia es el alimento principal que se ha utilizado en diversas
formas y para la mayoria de las especies de langostinos como M. rosenbergii
(Uno y Kwon 1969; Lavens et al., 2000; Velu y Munuswamy, 2008), M.
vollenhovenii (Willfiihr-Nast et al.,1993), M. carcinus (Choudhury 1971a,
1971b), M. novaehollandiae (Greenwood et al.,1976), M. equidens
(NgocHo, 1976), M. acanthurus (Choudhury, 1970, 1971c), M. lar
(Atkinson, 1977; Nandlal, 2010), M. amazonicum (Anger y Hayd, 2009;
Barros y Valenti, 2003; Hayd et al., 2014) y M. Americanum (Monaco,
1975; Holtschmit y Pfeiler, 1984; Yamasaki — Granados et al., 2013), sin
embargo los resultados son muy diversos inclusive dentro de la misma
especie, sobretodo cuando no se tiene una tecnologia de cultivo estandarizada
para cada una de ellas.

En M. rosenbergii se han observado cambios en la composicién de los
acidos grasos de las larvas de durante los diferentes estadios larvales
(Roustaian et al., 1999). En el Estadio ZI, antes de que puedan alimentarse
con fuentes exdgenas, aparentemente el desarrollo es dependiente del uso
de acidos grasos monosaturados (18:1 y 16:1) y saturados (16:0 y 14:0)
derivados de sus reservas lipidicas, como fuentes de energia: 18:2 n-6 (4cido
linoleico). Deru et al. (1989) demostré el requerimiento dietético para los
acidos grasos altamente insaturados (HUFA); las larvas alimentadas con
nauplios de Artemia que contenian niveles altos (6%) de n-3 HUFA tuvieron
supervivencias y crecimientos significantemente mayores que las larvas
alimentadas con Artemia que contenian niveles bajos (0.3%). Devresse et
al. (1990) mencionaron que las larvas de langostinos alimentadas con
Artemia enriquecidas con n-3 HUFA exhibieron metamorfosis mas
sincronizadas y tempranas, dos caracteristicas que redujeron los costos
operacionales totales del cultivo larvario.

Bhavan et al. (2010) encontraron mejor respuesta productiva en
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poslarvas de M. rosenbergii al emplear Artemia enriquecida con microalgas.
Neagel (1999) y Lavens et al. (2000), reportan que se obtiene un alimento
vivo enriquecido con microalgas con adecuado valor nutritivo; dado a que
estas ultimas se destacan por poseer aproximadamente del 90-95% del peso
seco los componentes organicos primarios (proteina, lipidos y carbohidratos)
y minerales (Voltolina y Lopez-Elias, 2002). Las proteinas pueden
representar hasta el 60% del peso seco de las microalgas (Arredondo--Vega
y Voltolina, 2007; Lora-Vilchies et al., 2004; Kotrbacek et al., 2015), siendo
componentes esenciales y su valor nutricional estd determinado por el
contenido y disponibilidad de los aminoacidos y acidos grasos (Muller-
Feuga et al.,2003a; Roychoudhury y Mukherjee, 2013). Estudios realizados
sobre aminoacidos presentes en las microalgas muestran que en general
contienen los diez aminoacidos considerados esenciales para peces y
crustaceos (Uriarte y Farias, 1999; Farias y Uriarte, 2001; Uriarte et al.,
2004). Destacandose ademas por aportar acidos grasos como el acido
ecosapentanoico (EPA 20:5n-3), 4cido araquidonico (AA, 20:4n-6) y 4cido
decosahexanoico (DHA, 22:6n-3), principales compuestos necesarios para
el desarrollo larvario (Sargent et al., 1997; Muller-Feuga et al., 2003b) y
que son transferidos al ser consumidos (Hemaiswarya et al., 2011).

2.9.2. Alimento peletizado

La calidad de las harinas utilizadas en la elaboracion de alimento
peletizado depende de las condiciones de manufactura, conservacion y
calidad de materia prima utilizada (Rivas-Vega et al., 2006).

2.9.2.1. Principales insumos de alimento balanceados
2.9.2.1.1. Harina de pescado

La harina de pescado es el ingrediente con mayor demanda en el mercado
de dietas balanceadas (FAO, 2016). El valor nutritivo va a depender en
primer lugar del tipo de pescado seleccionado, asi como los procesos y
cuidados en la elaboracion (New, 1997; Graii, 2006b). Por su origen estas
harinas son ricas en acidos grasos poliinsaturados (Tacon y Metian, 2015),
sirviendo como un atractante y a la vez altamente palatable y digestible por
crustaceos (D’Abramo y Conklin, 1995). Generalmente contiene entre 60 y
67% de proteina. El nivel de inclusion de harina de pescado en dietas varia
de un 10 a 40% (Graii, 2006%).
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2.9.2.1.2. Harina de calamar

Dentro de las harinas de origen animal, la de calamar es probablemente
el mejor ingrediente para dietas de crustaceo (New, 1997). Al calamar, se
le ha identificado un péptido que actia como factor de crecimiento,
incrementando la eficiencia digestiva del organismo (Cruz-Suérez et al.,
2006). La harina de calamar funciona como atractante natural en las dietas,
contiene altos niveles de colesterol, fosfolipidos y acidos grasos (20:5n3 y
22:6n3) (Akiyama et al., 1991). Posee aproximadamente 75% de proteina
y 5% de lipidos; el nivel de inclusion de esta harina en las dietas comerciales
oscila entre 2 'y 10% (Akiyama et al., 1991; Tacon y Akiyama, 1997).

2.9.2.1.3. Pasta de soya

La soya ha resultado la mejor fuente de proteina de origen vegetal
debido a su calidad nutricional, bajo costo y de una disponibilidad consistente
(Dingetal.,2015). Estaharina es de alta calidad y contiene aproximadamente
44% de proteina (Reigh et al., 1993; D’ Abramo y Sheen, 1994), y los niveles
de inclusion en las dietas comerciales varian de 10 a 25% (Akiyama et al.,
1991). Las proteinas de la soya son, generalmente, deficientes en histidina
(1.43) y metionina (0.67) (D’Abramo y Sheen, 1996), una buena fuente de
aminoacidos esenciales (New, 1997; Hasanuzzaman et al., 2009 Ding et al.,
2015).

2.9.2.1.4. Harina de trigo

La harina de trigo se destaca por la capacidad de formar una masa
viscoelastica cuando es mezclada con agua, por lo que es el estabilizador
comunmente usado en las dietas para crustaceos por su magnifica eficacia.
Entre los componentes més importantes posee las proteinas (minimo 12%)
(Akiyama et al., 1991). Los niveles de harina y de gluten de trigo en las
dietas comerciales varian entre 20 30% y 0 5%, respectivamente (Zendejas,
1991).
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3.JUSTIFICACION

Las capturas de langostinos de rio han disminuido significativamente
debido a la sobrepesca, la contaminaciéon del agua, urbanizaciéon y la
invasion humana, amenazando asi la salud del ecosistema fluvial y el
futuro de la pesca artesanal de langostinos nativos. El langostino de rio

M. Americanum tiene un enorme potencial socioecondmico al
representar una alternativa para la obtencion de proteina de alta calidad y
bajo costo para las comunidades rurales, asi como una oportunidad
altamente viable para la industria de productos alimentarios acuaticos de
alto valor agregado. Sin embargo, existe poca informacion concerniente a
su nutricion y a los factores que la afectan. La falta de esta informacion se
refleja mas concretamente en el desconocimiento del funcionamiento
digestivo del organismo y de sus requerimientos nutricionales (proteicos y
energia). Por lo anterior, el interés del presente trabajo es contribuir al
conocimiento requerimientos nutricionales (proteicos y energia) de
juveniles del langostino M. Americanum y la relacion existente entre la
composicion bioquimica, actividad enzimatica digestiva, hematologia e
histologia digestiva con la respuesta zootécnica y nutricional.
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4. HIPOTESIS

El empleo de dietas experimentales con cualidades nutricias diferentes
medidas por el contenido de proteina-energia en el langostino de rio

M. Americanum, producird efectos diferentes sobre sus pardmetros
productivos, marcadores bioquimicos e histoldgicos de la especie. Los
valores maximos obtenidos de los parametros productivos pueden ser
indicadores de los niveles Optimos de proteina y energia en las etapas de
desarrollo de larvas y juveniles.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Conocer los requerimientos nutricionales de proteina y energia en
larvas y juveniles del langostino de rio (M. Americanum) en condiciones
de cultivo en laboratorio, alimentados con diferentes dietas.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto nutricional y energético de dietas compuestas por
Artemia spp. enriquecida con microalgas, en larvas de M. Americanum,
usando la supervivencia y crecimiento como criterios.

2. Evaluar el efecto de dietas de diferentes niveles de proteina y energia
en juveniles M. Americanum mediante la respuesta productiva.

3. Determinar la composicion proximal y el perfil aminoacidico en
juveniles de M. Americanum alimentado con dietas de diferentes niveles
de proteina y energia.

4. Evaluar el efecto de dietas con diferente nivel de proteina y energia
sobre la actividad enzimatica digestiva de proteasas, lipasas y amilasas
en juveniles de M. Americanum.

5. Evaluar histologicamente el hepatopancreas en juveniles de M.
Americanum alimentados con dietas de diferente nivel de proteina y
energia.

6. Evaluar hematologicamente (glucosa, triglicéridos y colesterol) en
juveniles de M. Americanum alimentados con dietas de diferente nivel
de proteina y energia.
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6. MATERIALESY METODOS

6.1. Obtencion y aclimatacion de reproductores

Los reproductores libres de patogenos (Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, Jiutepec Morelos) fueron obtenidos
del medio natural (Oasis) durante época de lluvias (junio agosto) en San
Pedro de la Presa (1736.14°03°"'N, 10035.03°01°"'0O, 69-132 m.s.n.m.)

B.C.S. Fueron capturados con atarrayas, trampas hechas con cajas y
garrafones de 19 L (Fig. 5), en estos ultimos se usaron como carnadas
pescado o visceras de pollos.

Figura 5. Trampas para la captura de reproductores. (A) Cajas de alambre. (B)
Garrafones plasticos. (C) Atarraya.

Los reproductores fueron trasladados en hieleras con capacidad de 100
L al laboratorio de Aclimatacion Acuicola del Centro de investigaciones
Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), colocados individualmente en
cajas de malla y las cajas con el reproductor dentro se pusieron en tanques
con capacidad para 1500 L y se le suministro agua dulce filtrada, la
temperatura fue mantenida a 28+0.5°C con aireacion constante por medio
de piedra difusoras (niveles de OD estuvieron > 6 mg/L), y fueron
alimentadas con Architeuthis y Sardina sp. con 60 y 40% respectivamente,
en dos raciones, correspondiente al 5% de su peso vivo. Durante el periodo
de gravidez de la hembra; los huevos fueron monitoreados segun lo sugerido
por Garcia-Guerrero y Hendrickx (2009).
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L Sz

Figura 6. Mantenimiento de reproductores. (A) Tanques de mantenimiento de
reproductores. (B) Cajas de malla como refugio de reproductores.

6.2. Experimento l. Cultivo larvario de M. Americanum
alimentados con Artemia enriquecida

Las larvas de langostinos M. Americanum (0.16 = 0.01mm) obtenidas
en condiciones de laboratorio, fueron provenientes de una sola hembra
(peso 260 g). Las larvas de langostinos eclosionadas fueron atraidas por su
fototactismo positivo y colectadas hacia una cubeta (20 L), se realizaron
conteos de las mismas, posteriormente fueron llevadas a los tanques
experimentales (TE). El Experimento tuvo una duracion de once semanas.

Se emplearon tres tratamientos por triplicado, las TE consistieron en
garrafones de plastico (15 L). La densidad de larvas en este bioensayo fue
de 50 / L (Yamasaki-Granados et al., 2013). Se mantuvo un sistema de
recirculacion de agua con flujo constante de 4.5 mL/ segundo/TE

A

Figura 7. Disefo (A) y sistema (B) experimental para cultivo larvario de M.

Americanum.
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6.3. Experimento ll. Bioensayo con juveniles de M. Americanum
empleando diferentes niveles de proteina en dieta.

Para evaluar el efecto del nivel de proteina en dieta de cuatro tratamientos
(30.7; 37.2; 41.8; 46.8 %) en M. Americanum, se emplearon juveniles del
langostino de rio (0.16 + 0.03g), provenientes de un mismo desove. Se
sometieron a aclimatacion durante una semana con el alimento experimental
para evitar el efecto por el cambio de alimento. Los animales fueron
distribuidos al azar en 12 TE (49 x 40 x 35 cm) (Fig. 8), con 3 repeticiones
por tratamiento, conteniendo 20 L de agua cada TE. Se emple6 una densidad
de 50 juveniles m2.

Figura 8. Disefio “nivel de proteina en dieta (%)’ (A) y sistema (B) experimen-
tal utilizado en el Experimento Il de cultivo de juveniles de M. Americanum.

6.4. Experimento Ill. Bioensayo con juveniles de M. Americanum
alimentados con diferentes niveles de proteina en dieta y energia.

Teniendo en cuenta los resultados del Experimento II., para el
Experimento IIl se empled un disefio completamente aleatorizado con
arreglo factorial de 2 (PC) x 3 (Energia), teniendo seis tratamientos con
tres réplicas (18 TE), con una densidad de 15 juveniles/tanque (0.22 +
0.04g) por TE, cultivando los organismos por un periodo de 60 dias. Los
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langostinos fueron alimentados dos veces al dia (9:00h y 17:00h) a razén
del 5% diario de su peso vivo el cual se fue ajustando durante el periodo
de cultivo (Cortés-Jacinto ef al., 2003, 2005).

A

Figura 9. Disefio “relacion P/E en dieta (mgPC Kj_1 EG g_l)” (A) y sistema
(B) experimental utilizado en el Experimento 11l de cultivo de juveniles de M.
Americanum.

6.5. Dietas experimentales
6.5.1.Alimento vivo

Las larvas de M. Americanum (Experimento I) fueron alimentadas diariamente
con las siguientes dietas (D): D,, Artemia (1 nauplios /ml/ dia); D, , Artemia (1
metanauplios I/ml/dia) enriquecida con Tetraselmis suecia; Dy, Artemia (1 metanauplios
I/ml/dia) enriquecida con Chaetoceros calcitrans, fraccionadas en dos raciones iguales
por dia. Los nauplios de Artemia se obtuvieron en el laboratorio a partir de quistes
(INVE®, Great Salt Lake, UT, USA), eclosionados seguin Van-Stappen (1996), en una
concentracion salina de 20 UPS; temperatura de 28°C. Se suministr6é aireacion
constante al recipiente eclosionador de Artemia las 24 horas y luz artificial en la noche.
Para extraer los nauplios, se procedid a suspender la aireacion del recipiente, las
cascaras de los huevos y los quistes no eclosionados, flotaron a la superficie y se
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extrajo el agua del fondo con los nauplios del recipiente de eclosion, estos se filtraron
con una malla y se elimino el agua y restos de quistes no eclosionados, se lavaron con
agua dulce y los restos después de este proceso fueron eliminados por sifoneo.

Para el enriquecimiento de la Artemia se emplearon dos tanques (T) con
un volumen de 10 L c/u, se depositaron 4.5 nauplios de Artemia/ml/ tanque
diariamente, para un total de 45 103 nauplios/tanque, estos fueron
enriquecidos con Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis suecica con densidad
de 25X10*respectivamente. Ambas especies de microalgas nanoplanctonicas
(5-10 pm de diametro), fueron cultivadas previamente en matraces en el
Laboratorio de Microalgas del CIBNOR. Las dos cepas se cultivaron segin
Guillard y Ryther (1962), la iluminacidon fue constante con ldmparas
fluorescentes (luz de dia de 75 watts) a 24°C, partiendo de cultivos puros
con el medio f/2, que se encontraban en fase exponencial, tratando de
mantener una concentracion de 12X10¢cél ml-'. Para conocer la densidad de
las microalgas se realizé conteo empleando el hemocitometro de 0.1 mm de
profundidad.

6.5.2.Alimento balanceado

Se elaboraron cuatro dietas practicas (Experimento II) conteniendo
30.7%, 37.2%, 41.8% y 46.8% de proteina cruda (PC) (Tabla II) tomando
como criterio estudios realizados en Macrobrachium spp. (Al-Hafedh,
2007; Kabir Chowdhury et al., 2008; Zhang et al., 2008; Sundaravadivel et
al., 2015). Para el Experimento III se formularon y fabricaron seis dietas
experimentales, con dos niveles de proteina: 35 y 40% y tres niveles de
lipidos (6, 10y 14 %) para una relacion de P/E de 17, 18, 19, 20,21 y 22 mg
PC kJ'EB g'). Todos los alimentos fueron formulados con ¢l progama
Nutrion (5 Pro®, Guadalajara, México), siguiendo la metodologia de
elaboracion descrita por Cortés-Jacinto et al. (2003). Para ello los macro-
ingredientes a utilizar fueron tamizados a 250 um y mezclados en una
batidora industrial (HOBART® 20 L, USA) hasta obtener un homogenizado.

Los micro-ingredientes se mezclaron en un recipiente pléstico, antes de
ser adicionados a los macro-ingredientes. El aceite de pescado (PIASA® La
Paz, BCS, México) y la lecitina de soya (ODONAJI®, DF, México) se
homogenizaron hasta obtener una emulsion antes de ser incorporados a la
mezcla anterior; posteriormente se agregd agua en un equivalente a 30% del
peso de los ingredientes.
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Figura 10. (A) Batidora industrial para mezcla de ingredientes. (B) Molino de
carne para elaboracion de los pelets.

El alimento se pas6 por un molino de carne (Tor-Rey™ Monterrey, NL,
México) utilizando un dado con orificio de 2 mm. Las dietas elaboradas se
secaron en horno eléctrico (Hafo Series 1600, Sheldon Manufacturing
Cornelius, OR, USA) a 45°C por 8 h. Una vez secas se empacaron en bolsas
plasticas (Ziplock® DF, México) y fueron mantenidas en refrigeracion a
una temperatura de -4°C.

Tabla Il. Ingredientes y formulacion de dietas para juveniles de langostinos de
rio (Experimento II y III).

% Nivel de Proteina Cruda (PC)

IpEeenis 30.7 372 41.8 46.8
Harina integral de trigo® 48.72 40.08 31.43 2279
Pasta de soya! 20.02 20.02 20.02 20.02
Harina de pescado? 1522 2458 33.95 4332
Harina de calamar? 5.01 5.01 3.01 5.01
Aceite de higado de bacalao! 331 2.59 1.87 1.14
Acido alginico? 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla vitamina crustaceos’ 1.80 1.80 1.80 1.80
Fosfato dibasico de sodio 1.20 1.20 1.20 1.20
Lecitina de soya®* 1.00 1.00 1.00 1.00
Carbonato de Caleio® 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezcla mineral crustaceos® 0.50 0.50 0.50 0.50
Cloruro de colina’ 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C® 0.10 0.10 0.10 0.10
Antioxidante BHT 0.02 0.02 0.02 0.02
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Dietas

Relacion P/E (mgCP K5~ GE g™) 17 18 19 20 21 22
Proteina (%) 35 35 35 40 40 40
Lipido (%0) 14 10 6 14 10 6
Ingredientes (%)

Harina de sardina’ 250 230 250 250 250 250
Harina de soja’ 200 200 20.0 200 200 200
Harina de trigo Int! 173 177 16.6 53 44 32
Celulosa 38 99 16.4 65 125 190
Aceite de higado de bacalao! 5.8 2.4 3.7 6.0 23 2.7
Gluten de maiz! 51 50 53 155 158 161
Almidon de maiz! 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Acido alginico? 20 20 20 20 20 20
Lecitina de soja’ 10.0 8.0 1.0 a.7 8.0 20
Premezcla Vitamina crustaceos? 03 03 03 03 03 03
Cloruro de calcio® 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
Premezclas minerales crusticeos 25 25 25 25 25 25
Cloruro de colina’ 0.1 0.1 01 01 0.1 0.1
Vitamina C® 0.1 0.1 01 01 0.1 0.1

' PIASA®, La Paz, B.C.S. México. 2SIGMA-ALDRICH® Co. St. Louis, E.U.A. 3g/900g
premezcla de vitaminas: Vitamina A acetato, 100000 UI; Vitamina D3, 850 UI; Aceta-
to di-alfatocoferol 2000 UI; menadiona, 2; tiamina-HCI, 0.5; rivoflavina (B2), 3; piri-
doxina HCI (B6), 1; DL-Capantotenato, 5; acido nicotinico, 5; biotina, 0.05; inositol, 5;
Vitamina B12, 0.002; acido folico, 0.18. SIGMA-ALDRICH® Co. St. Louis, E.U.A. 4
ODONAIJI®, D.F. México. 3 Reactivo ACS, SIGMA-ALDRICH®. Co. St. Louis, E.U.A.
¢ 9/200g premezcla mineral: KCl, 28.57; MgS0O4.7H20, 28.57; ZnSO4.7H20, 5.14; Mn-
CI2.4H20, 1.34; CuS0O4.5H20, 0.29; K1, 0.29; CoCI2.2H20, 0.14; Na2HPO4, 135.43.
SIGMA-ALDRICH® Co. St. Louis, E.U.A. 7 62% agente activo. 8 35% agente activo
estable, ROCHE®, D.F., México.

6.5.2.1. Analisis fisico de las dietas experimentales

A cada una de las dietas experimentales, se le realizé una prueba de
lixiviacion, para determinar la pérdida de materia seca siguiendo la
metodologia descrita por Obaldo et al. (2002). Para ello, se pesaron dos
gramos de alimento (de humedad conocida), se colocaron en un matraz de
250 ml conteniendo 200 ml de agua. Después de lh de inmersion con
agitacion constante a 100 r.p.m. y 27°C en un agitador horizontal (Lab-
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lineMR -Melrose Park, Illinois, USA) el contenido del matraz se filtr6 a
través de papel filtro Whatman No. 3. Las determinaciones fueron realizadas
por triplicado. El papel filtro con el alimento residual se seco en una estufa
con flujo de aire a 105°C por 24 h. La materia seca retenida o estabilidad de
la muestra en el agua fue calculada por medio de la siguiente formula:

(1) MSR (%) = (Peso seco del alimento residual / Peso seco del alimento
inicial) x 100.

6.5.2.2. Composicion proximal de pelets experimentales

La composicion proximal de las dietas experimentales (Experimento II
y III) fueron analizadas por triplicado, incluida la materia seca, la proteina
bruta, la ceniza, la fibra bruta, el extracto etéreo y el extracto libre de
nitrogeno se determinaron segin los métodos de la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC, 2000). El contenido de humedad se determin6
secando las muestras hasta un peso constante a 105°C. La proteina bruta (N
x 6.25) se determino usando el método de Dumas o anélisis de nitrogeno de
combustion (FP 2000 Leco Corporation, Saint Joseph, MI, EUA). El
contenido de cenizas se determind usando un horno de mufla a 550°C
durante 8 h. El contenido de lipidos se determin6 usando el método de
extraccion de éter con Soxtec System (HT6, Tecator, Suecia, UK, EUA). Se
midio la energia total de las dietas, utilizando un calorimetro automatico de
isoperibol (6400, Parr Instrument, Moline, IL, EUA), haciendo la quema de
materia organica por oxidacion. En la Tabla III. se muestra la composicion
proximal de los principales ingredientes empleados en la formulacion de las
dietas.

Tabla Ill. Composicion proximal de los principales ingredientes empleados en la

formulacion de las dietas experimentales para juveniles de langostinos de rio.

Composicion proximal (%)

Ingredientes I;i:;eiria PC2 %ﬁ;‘:;sto fjill-:::a4 Cenizas® ELNS®
Harina integral trigo 94.45 12.17 2.22 1.4 1.57 82.65
Harina de calamar 91.74 80.41 2.88 115 11.72 3.84
Harina de sardina 05.82 64.71 9.70 0.01 19.96 5.62
Pasta de soya 93.65 50.55 1.20 1.00 7.51 39.74
Aceite higado bacalao 99.00 0.00 99.00 0.00 0.00 0.00
Lecitina de soya 99.46 3.80 89.24 0.00 6.96 0.00
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6.6. Crecimiento e indices de produccion evaluados

El crecimiento de las larvas de langostinos (Experimento I) fue evaluado
semanalmente, empleando un microscopio (Modelo 1839, Southern
Precision Instrument CO, OH, USA), con el objetivo 3X y la TCE se
determino6 por medio de la ecuacion 2. La supervivencia (TS) se estimo por
medio de la siguiente ecuacion.

(2) TS (%) = (No. de organismos al inicio — No. de organismos al final / No. de

organismos al inicio) * 100.
TCE = [(In talla final In talla inicial) / dias bioensayo]*100;

El rendimiento de los juveniles (Experimento II) se evalué por medio
del peso vivo (PV), incremento en peso (IP), tasa de crecimiento especifico
(TCE), factor de conversion alimenticia (FCA), tasa de eficiencia proteica
(TEP) y supervivencia. El peso vivo se obtuvo pesando los juveniles
individualmente en una balanza digital (Mettler PE 3600, Delta Range
Washington, DC, USA) con precision de 0.01 g. El peso promedio se calculd
sumando todos los pesos obtenidos y dividiéndolos entre el total de
organismos. Los pardmetros de produccion se calcularan de la siguiente
manera:

(4) 1P (g/org) = peso final peso inicial;

(5) TCE = [(In peso final In peso inicial) / dias bioensayo]*100;
(6) FCA = alimento consumido /biomasa ganada;

(7) TEP = incremento en peso / proteina consumida.

El rendimiento de los juveniles (Experimento II) se evalu6 por
medio de los parametros indicados (Experimento I y II), ademas la
ganancia de peso (GP), ganancia de longitud (GL), factor de condi-
cion (FC), indice hepatosomatico (HIS), retencion de proteinas
(RP), retencion de lipidos (RL):

(8) GP (%) =100 (Wx Wi),

(9) GL (%) =100 (Lx Li),

(10) FC (%) =100 Wx/Lx3,

(11) HIS (%) = 100 peso de hepatopancreas / Wx,
(12) RP (%) =100 (Wx Px Wix Pi)/(Wd x Pd),
(13) RL (%) =100 (Wx Fx Wi Fi)/(Wd Fd).
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En estas ecuaciones, Wx es el peso corporal final (g), Wi es el peso
corporal inicial (g), y t es el periodo de tiempo del Experimento (dias). Lx
es la longitud final del cuerpo (cm), Li es la longitud inicial del cuerpo (cm).
W es el peso de la dieta consumida por los langostinos, Px es la proteina
corporal final, Pi es la proteina corporal inicial, Pd es el contenido de
proteina de la dieta, Fx es el lipido corporal final, Fi es el lipido corporal
inicial y Fd Es el contenido de lipidos de la dieta.

6.7. Analisis bioquimicos

A las dietas (Experimento I) y juveniles de M. Americanum enteros
(Experimento II y III) se les realizo analisis bioquimico del contenido de
proteinas, carbohidrato y lipidos. Las determinaciones fueron realizadas por
triplicado.

6.7.1. Proteinas

El contenido de proteina fue determinado segin Fujimoto et al. (1985),
usando solucion reactiva comercial de Sigma (solucidon de acido
bicinconinico B9643 y solucidn de sulfato de cobre II C2284). Se usé una
alicuota de 10uL del homogeneizado que se pone a digerir en 100uL de
NaOH 0.1N durante 120 minutos, posteriormente se tomaron 25ul de la
muestra diluida, se puso en el fondo de una microplaca y se le agrego el
reactivo preparado de BCA. Se incub6 a 60°C durante 15 minutos y lectura
de su absorbancia en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan
spectrum, Vantaa, FL) a 562 nm.

6.7.2. Carbohidratos

Para determinar la concentracion de carbohidratos totales se utilizé el
método basado en Roe e al. (1961). 0.1mL de sobrenadante se colocaron en
un tubo de vidrio, se le agregd 1ml de solucion de antrona 0.1% diluida en
H,SO,al 72%. Se calentaron a bafio maria a 90°C durante 5 minutos y se
enfriaron en bafio de hielo. Se ley6 su absorbancia en un espectrofotometro
de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa, FL) a 620 nm.

6.7.3. Lipidos

Los lipidos totales de juveniles de M. Americanum enteros (Experimento
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IT y IIT) fueron determinados segiin el método de la sulfafosfovainillina
segin Barnes y Balckstock (1973). Una alicuota de 0.025mL (25uL) de
cada muestra, se puso en tubos de vidrio, se agregd 0.25mL de &cido
sulfurico concentrado y se incubaron a bafio maria a 90°C, por 10 minutos.
Los tubos se enfriaron en bafio de hielo, posteriormente se tomaron 20

pL de cada tubo y se colocaron en el fondo del pozo de una microplaca
(placa lisa) de 96 pozos, se le agrego solucidon reactiva para lipidos
(fosfovainillina al 0.2% en 4cido sulftrico al 80%), se dejo incubar la placa
por 40 minutos a temperatura ambiente y se tomo la lectura de la placa en
un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa, FL) a
540nm. Al mismo tiempo que las muestras se hicieron reaccionar en una
curva de calibracion. Los lipidos totales de dietas (Experimento I), fueron
determinados segun el método Folch et al. (1956).

6.8. Perfil de Acidos grasos

Los anélisis de los acidos grasos (Experimento I) fueron realizados a las
dietas por cromatografia de gases (Rivero-Rodriguez et al., 2007). Se
analizaron en un Agilent 7820 GC, equipado con un detector de ionizacion
de llama y una columna capilar ] & W DB®-23 1222332 (250°C: 30 m,
0.25 mm, 0.25 um); helio fue el gas portador, los gradientes de temperatura
de 50°C por 1 min de 175°C a 25°C/min durante 3 min y de 220°C a 1. 9°C/
min durante 10 min, con 10 min de lectura a 230°C.

La interpretacion de los cromatogramas se realiza mediante la
comparacion con los tiempos de retencion del estdndar comercial y los
factores de correccion previamente determinados. Las determinaciones
fueron realizadas por triplicado.

6.9. Perfil de aminoacidos

Se determind el perfil de aminoacidos de las dietas y organismos
(Experimento II). Previamente las muestras fueron congeladas (-20°C),
desgrasadas y liofilizadas. Posteriormente se procedid con la hidrolisis de
las muestras (dietas y tejidos) en HC1 6N durante 6 horas a 150°C. Entonces,
las muestras se secaron usando un evaporador rotatorio (Yamato, RE301) y
se resuspendieron en 2 ml de HCI 6N. La separacion e identificacion de los
aminodcidos de las muestras o solucion estdndar de aminoécidos fue
mediante cromatografia liquida de alta eficacia HPLC (Hitachi L-8900
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analizador de aminodcidos) usando una columna de intercambio idnico
(HITACHI # 2622SC-PH) a la velocidad de flujo de 1 ml min™' con detector
de fluorescencia (Gandolfi et al., 1981; Umagat et al., 1982). Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado.

6.10. Actividad enzimatica digestiva

Los analisis de actividad enzimatica fueron realizados para el
Experimento IIl. Los organismos fueron sacrificados por congelacion
(-20°C) a una misma hora hasta su uso. Posteriormente a los organismos
completos se les anadio agua destilada en una proporcion 1:3 (1 parte de
organismo: 3 volumenes de agua destilada) y se homogenizaran usando un
homogenizador de tejidos Potter PRO 250®. El extracto resultante se
clarifico por doble centrifugaciéon a 12 000 rpm por 10 min a 4°C. La
fraccion lipidica fue eliminada, el sobrenadante se recuperd y conservo a
-20°C, la fraccion recuperada se consideré como el extracto enzimatico, al
cual se le determina la proteina soluble y la actividad de la amilasa, lipasa,
proteasa digestiva en cada caso (Nolasco-Soria y Vega-Villasante, 2000;
Lopez Lopez et al., 2003). Las determinaciones fueron realizadas por
triplicado, de acuerdo con Casillas-Hernandez et al. (2002).

6.10.1. Proteasas

En los analisis de actividad de proteasas totales, se emple6 azocaseina
(1% en Tris-HCI 50 mM, pH 7.5) como sustrato, expresada como el nimero
de unidades de proteasa por mg de proteina, por el método de Vega-
Villasante et al. (1995). La lectura de absorbancia en un espectrofotdmetro
fue a 440 nm.

6.10.2. Lipasas

Para el anélisis de lipasas se uso B-naftilcaprilato como sustrato y se
expreso como el nimero de unidades de lipasa por mg de proteina, se analizd
por el método de Versaw et al. (1989). La lectura de absorbancia en un
espectrofotometro fue a 540 nm.

6.10.3. Amilasas
La actividad de amilasas se evalud utilizando una solucion de almidon
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(1%) como sustrato, por el método de Nolasco y Vega-Villasante (1992).
La actividad de amilasa se expres6 como el nimero de unidades de amilasa
por mg de proteina. La lectura de absorbancia en un espectrofotometro fue
a 550 nm.

6.11.Analisis hematolégicos

Al final del Experimento, los langostinos (Experimento III) fueron
examinados hematologicamente, a través de triglicéridos, colesterol y
glucosa, excepto langostinos recogidas para el analisis de la composicion
quimica de todo el cuerpo.

6.11.1.Trigliceridos

Para determinar los triglicéridos se utiliz6 una prueba colorimétrica (kit
RANDOX, n° catdlogo TR 1 697). Se tomaron 20 pL de cada muestra de
homogeneizado y se colocaron en el interior de la microplaca, se afiadieron
200 pL de solucion reactiva, y se incubaron durante 10 minutos y se leyeron
en un espectrofotometro de microplaca a una absorbancia de 540 nm.

6.11.2. Colesterol

Para determinar el glucogeno se tomaron 0.2 ml de cada homogeneizado
de muestra y se mezclaron con 0.2 ml de acido tricloroacético (TCA) al
20% en tubos eppendorf (0.65 ml) para precipitar las proteinas lo que
interfiere con la medicion. Los tubos se centrifugaron (5 810 Eppendor R,
NY, USA) a 3 600 rpm (1 376 g) durante 10 minutos a 4°C y se leyeron en
un espectrofotometro de microplaca a una absorbancia de 562 nm.

6.12. Analisis histologicos

Se disectarén los organismos en la etapa de intermuda (C) para tomar
porciones del hepatopancreas de juveniles al terminar el Experimento 111,
las cuales fueron fijadas en solucion solucién de Davidson. durante 24 h'y
se deshidrataron en una serie graduada de etanol (70 100%), incluidas en
ParaplastTX y cortadas a 4 p en microtomo de rotacion (Leica RM 2155,
San Diego, CA, USA) y tefiidas por contraste con hematoxilina-eosina
(Howard y Smit, 1983) las muestras fueron observadas microscopio optico
(Olympus BX50, New Hyde Park, NY, USA) y se digitalizaron a alta
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resolucion (3 600 ppp: 3 465 x 5 184 pixeles) Utilizando una camara digital
de color (CoolSNAP-Pro, Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA)
adjunta al microscopio ya un ordenador con el software Image Pro Plus 7.0
(Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Se selecciond con el cursor del
raton el area y diametro de los tubulos, area de la luz del tabulo, area y
diametro de las células B.

6.13. Parametros de calidad del agua

Todos los TE (Experimento I, 11 y I1I) se mantuvieron bajo condiciones
controladas, con aguas claras [filtrada (<10 p) y esterilizada (UV)] y a 0
UPS para el Experimento 11 y I11. Para el Experimento I se usé agua marina,
la salinidad se manej6 a 6 UPS durante las primeras 24 h y luego fue
incrementada hasta 30 UPS como se muestra en la Tabla IV, en base a los
resultados de Hernandez-Valencia (2010) y Yamasaki-Granados et al.
(2013).

Se realizd un muestro sistematico de los parametros fisicoquimicos de
calidad del agua. Para regular el oxigeno se utilizaron sopladores de 5 HP
(Sweetwater®, Apopka, FL, USA) a través de piedras difusoras, la
temperatura fue regulada con termostatos sumergibles de 300 Watts en los
tres Experimentos y se mantuvieron con fotoperiodo natural (12:12 luz:
oscuridad). El pH fue determinado con un potenciémetro (American Marine
Model, Ridgefield, CT, USA); el oxigeno disuelto, temperatura y salinidad
(Experimento I) fue monitoreado con un medidor de oxigeno (YSI® Modelo
55, Springtfield, OH, USA). El nitr6geno amoniacal total se determiné por
medio de un espectrophotometro programable (Hach DREL model,
Loveland, CO, USA). Para el Experimento III se empled el equipo
multiparametro (Aqua Troll 400, In-Situ, Fort Collins, CO, USA).
Diariamente se retiraron las heces y alimento no consumido mediante
sifoneo, posteriormente se restablecia el volumen del agua.

El agua (Experimento I) fue tratada diariamente con yodo (2 mg.L!,
Argent Chemical Laboratories®) y trimetoprima-sulfametoxazol a una
concentracion en el agua de cultivo de 0.125-2.375 mg.L- respectivamente
de acuerdo a Yamasaki-Granados et al. (2013), usando producto de grado
farmacéutico en presentacion de: 1250 mg + 23 750 mg, respectivamente
(Lagana et al., 2011; Banerjee et al., 2012), para prevenir enfermedades,
parasitos o mala calidad del agua (Yamasaki-Granados et al., 2013).
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Tabla IV. Salinidad durante el Experimento larval de M. Americanum

(Experimento I).
Dia Salinidad (UPS) Estadio
0 6 I
1 12 I
2 18 I
3 24 I
4-77 30 III-PL

Durante el estudio en los tres Experimentos la temperatura se mantuvo
en un promedio de 28.7+0.4°C y 28.5 + 0.65°C; el oxigeno disuelto en
6+0.63 mg L' y6.35+£0.38mgL"';elpH,en7.26 022y 7.40 £0.30 y
el nitrogeno amoniacal total, en 0.15 = 0.03 mg L'y 0.10 = 0.05 mg L
respectivamente. Con respecto a la salinidad del agua (Experimento I) se
manejo de 6 — 30 UPS (Tabla IV).

6.14. Analisis estadisticos

Los datos del Experimento I. se analizaron a través del General Linear
Models (GLM), con la prueba de comparacion de medias Fisher LSD (P =
0.05), adaptado al arreglo factorial, donde se obtuvieron los efectos de las
fuentes de variacion en el Experimento (alimento y tiempo), con relacion a
las variables dependientes.

A los datos generados (Experimento II y III) se les aplic6 una prueba de
Kolmogorov-Smirnov (0=0.05) y Bartlett (0¢=0.05) para analisis de
normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Para verificar las
diferencias de los datos (Experimento II) se emple6 un ANOVA de una sola
via y una prueba a posteriori de Tukey (0=0.05). Para determinar el
requerimiento Optimo de proteina, se ajustd la TCE (tres repeticiones/
tratamiento) a un modelo de analsis de regresion de linea discontinua
inclinada. Para verificar las diferencias de Experimento III, se aplico un
ANOVA de dos factores con dos niveles de proteina y tres niveles de energia
y una prueba a posteriori de Duncan (0=0.05) y se desarroll6 un anélisis de
componentes principales (PCA) utilizando la matriz de covarianza. Para el
procesamiento de los datos se emple6 el programa Stadistica Version 10.0
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Antes de las pruebas referidas a los datos
expresados en porcentaje se les realizo la transformacion del arcoseno a su
raiz cuadrada y a los no expresados en porcentaje se transformaron por
medio del logaritmo natural segin fuera requerido (Zar 1984).
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7. RESULTADOS

1.1. Experimento l. Cultivo larvario de M. Americanum
alimentados con Artemia enriquecida

Las Tablas V y VI muestran los acidos grasos de 7etraselmis Suecia,
Chaetoceros calcitrans, y tres dietas experimentales (nauplios de Artemia
(D,), metanauplios de Artemia enriquecidas con Tetraselmis suecia (D,) y
metanauplios de Artemia enriquecidas con Chaetoceros calcitrans (Ds)
respectivamente.

Tabla V. Acidos grasos (medias + DE) en microalgas Tetraselmis Suecia y
Chaetoceros calcitrans.

] _— Microalgas
Contenido Acidos grasos

(%) Tetraselmis suecica Chagtoceres

calcitrans
Saturados 10:0 ND 0.01 £0.01
11:0 0.03+£0.02 ND
12:0 ND 0.06 = 0.02
14:0 0.44 +0.00 0.10+£1.06
16:0 17.89 £0.17 23.02£0.64
18:0 0.29 +0.03 1.45+0.18
20:0 ND 0.12+0.01
22:0 ND 0.50+0.06
24:0 ND 0.43 +0.04
Monosaturados  14:1n5 ND 0.02 £0.02
16:1n9 0.39 £0.01 0.15+0.12
16:1n7 3.98 £0.02 29.24 +0.02
18:1n9 3.83 +£0.02 0.36 £0.04
18:In7 1.18+0.03 0.46£0.04
20:1n9 0.09 £ 0.05 0.02 £0.03

50



Aproximacion a los requerimientos nutricionales de proteina vy lipidos en Macrobrachium americanum

Polinsaturados  16:2n6 ND 2.62+£0.02
16:2n4 ND 2.29+0.03
16:3n4 0.28£0.02 6.39+£0.24
18:2n6 14.70 £0.09 0.61 £0.03
18:3n6 4.61 £0.04 2.20x£0.03
18:3n3 15.34+0.26 ND
18:4n3 0.95£0.05 0.61 £0.01
20:3n6 ND 0.17 £ 0.05
20:4n6 0.07 £0.06 4.72 +0.09
20:5n3 ND 14.20£0.15
22:6n3 0.01 £0.01 0.89 £ 0.01

Y Saturados 18.65 34.69

¥ Monosaturados 9.47 30.25

¥ Polinsaturados 35.96 34.7

Valores medios de tres repeticiones, expresados en base seca. ND, no
determinado.

Tabla VI. Acidos grasos (media = DE) de dietas experimentales (D , nauplios
de Artemia, D2, Artemia enriquecida con Tetraselmis Suecia, D3, Artemia
enriquecida con Chaetoceros calcitrans) para larvas M. Americanum.

Contenido Acidos grasos Diectas
(%) D, D, D;
Saturados 6:0 0.05+0.01 ND 0.06 £0.04
8:0 0.03 = 0.00 ND 0.02 +0.02
10:0 0.03 = 0.00 0.01 £0.02 0.04 £0.01
12:0 0.06 = 0.00 0.05 £0.01 0.06 £0.01
13:0 0.03 £ 0.00 ND 0.01 +0.02
14:0 1.01 £0.01 0.62 £0.02 1.62+0.15
16:0 0.04 £ 0.01 ND 0.02+0.03
18:0 6.75+ 0.03 6.62 £0.47 8.48+0.27

51



Aproximacion a los requerimientos nutricionales de proteina vy lipidos en Macrobrachium americanum

Monosaturados

Polisaturados

¥ Saturados

¥ Monosaturados

¥ Polisaturados

20:0
22:0
24:0
14:1n5
16:1n9
16:1n7
16:1n5
18:1n9t
18:1n9
18:1n7
20:1n9
22:1n9
16:2n6
16:2n4
16:3n4
18:2n6
18:3n6
18:3n3
18:4n3

20:2n6
20:2n6

20:3n6
20:4n6
20:3n3
20:5n3
22:6n3

0.21 £0.00
0.65 £ 0.01
ND

0.04 £ 0.01
0.97 £0.00
3.94+0.01
1.00 £0.01
0.26 +£0.00

23.98 £0.06

9.33 +£0.00
0.70 £ 0.01
0.05 £ 0.04
0.16 £0.00
0.20 £ 0.01
1.59+0.45
5.36+£0.04
0.40 £ 0.00

21.75+£0.27

3.09+0.04

0.17+0.15
0.17+0.15

0.09 £ 0.00
0.97 £0.01
0.60 £ 0.01
1.76 £ 0.04
0.01 £0.01
8.86

40.27
36.15

0.21 £0.01
0.84 £ 0.06
ND

ND

0.71 £0.05
2.59+0.16
0.78 £0.05
0.18+0.01

18.56 £1.33

9.05+0.62
0.65+0.05
ND

0.10 £ 0.00
0.13+0.01
1.48+£0.10
547+042
0.65+0.05
2431 +£1.381
2.88+0.22

0.30 £ 0.02
0.30 £ 0.02

0.10+0.01
1.76 £ 0.12
0.76 £ 0.06
2.84+0.23
0.01£ 0.00
8.35

32.52
40.79

0.27 £0.01
1.06 £ 0.04
0.11 £0.01
0.02 +£0.03
0.76 £ 0.02
9.37+0.15
0.59 £ 0.51
0.26 £ 0.01
20.92 £0.24
10.57£0.25
091 +0.19
0.05+0.04
0.46 £ 0.03
0.36 £ 0.01
0.48 £0.01
4.49+0.04
0.49 £ 0.02
26.01 £0.26
1.85+0.02

0.29 +£0.02
0.29 +£0.02

0.11 £0.01
1.46 £0.11
0.18 £0.31
2.86+0.10
0.09 £ 0.05
11.75
43.45
39.13

Valores medios de tres repeticiones, expresados en base seca. ND, no determinado.
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En la Tabla VII. Se presenta la composicion bioquimica (proteinas,
lipidos y carbohidratos) y energia tedrica de las dietas, los niveles de
proteina y energia fueron de 40.4646.31 y 347.45 — 375.99 kcal g
respectivamente. El mayor nivel de proteinas y energia se encontré en D,
con respecto a los lipidos en la dieta, las cantidades encontradas fueron de
8.09 —9.75%, y en la dieta D, aunque presenta niveles de lipidos mas bajos
que la D, se observaron en proporcion a los niveles de lipidos las mayores
cantidades de 4cidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados y saturados.

Tabla VII. Analisis bioquimico (media = DE) de las dietas experimentales (D1,
nauplios de Artemia, Dy, Artemia enriquecido con Tetraselmis Suecia, D73,
Artemia enriquecido con Chaetoceros calcitrans) para larvas de M. Americanum.

(% base seca)

Composicién quimica

Dy D, D;
Lipido 9.75+0.84 8.09+0.33 8.90x1.11
Proteina 40.46 £ 0.57 43.18 £1.38 46.31 £1.43
Carbohidrato 6.89+1.75 10.86 £0.43 7.83+£1.64
Energia (kcal gh)* 347.45 363.19 375.99

Valores medios de tres repeticiones, expresados en base seca. ND, no determinado.

En términos generales, se observa que las diferencias de crecimiento
(Fig.11) entre tratamientos comienzan a tener diferencias significativas (F =
207.15, P <0.001) a partir de la tercera semana, con mejor crecimiento y tasa
de crecimiento (F = 28.36, P < 0.001) (Tabla VIII) en larvas de tratamiento
D3. Esta tendencia continu6 durante el resto del Experimento. La menor tasa
de crecimiento se obtuvo con langostinos alimentadas con D1

12

m D] - Artemia =
11 J_

s B D2 - Artemia (Tetraselmis swecica)

0 D3 - Artemia{Chaetoceros calcitrans)

Longitud (mm)

Semana de cultivo
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Figura I I. Crecimiento (medias + DE) en larvas de M. Americanum alimentadas
con Artemia enriquecida con microalgas. D1 = Nauplio de Artemia (en negro),
Dy = Artemia enriquesida con Tetraselmis suecia (en gris), D3 = Artemia
enriquesida con Chaetoceros calcitrans (en blanco).

Tabla VIII. Tasa de crecimiento (medias + DE) en larvas de langostinos de rio M.
Americanum alimentados con dietas experimentales (D1, nauplios de Artemia,
Dy, Artemia enriquecida con Tetraselmis Suecia, D3, Artemia enriquecida con

Chaetoceros calcitrans).

Dietas
Semanas
D1 D2 D3

1 1.33+0.22 2.05+0.10 1.99+0.04
2 2.01+=0.09 2.27+0.08 207044
3 2.23+0.05 2.68+0.12 2.97+0.09
4 2.69+0.06 3.04+0.07 3.22+0.03
5 2.50+0.11 3.03£0.11 3.32+0.10
6 234+ 0.04 2,79+ 0.07 3.01+£0.03
7 2.21+£0.06 2.56+0.03 2.83+£0.02
8 2.07£0.06 2.43+£0.05 2.68+0.01
9 = 2.29+0.01 2.54+£0.05
10 - -- 2.44+£0.01
11 -- -- 231+ 0.02%

O

90 J: WD/ - Artemia

B D2 - Artemia (Tetraselmis suecica)

80 Uy ;
0 D3 - Artemia (Chaetoceros caleitrans)

n

50

Supervivencia (%)

40
30 ) ?
20 o
: CIFIN
0 | | | | | | | | || | |

6 7 8 9 10 11

0 1 2 3 4 5

Semana de Cultivo
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Figura 12. Supervivencia (medias + DE) en larvas de M. Americanum
alimentadas con Artemia enriquecida con microalgas, D1 = Nauplio de Artemia
(en negro), Dy = Artemia enriquesida con Tetraselmis suecia (en gris), D3 =
Artemia enriquesida con Chaetoceros calcitrans (en blanco).

La supervivencia de las larvas de M. Americanum alimentadas con
Artemia enriquecida con microalgas se muestra en la Fig. 10. A partir de la
primera semana, se observaron diferencias significativas (F = 20.44, P <
0.001) en la supervivencia entre los tratamientos D,y D, con respecto a D,.
Todas las larvas de langostinos del rio alimentadas con D,y D, murieron
después de la semana 9 y 10, respectivamente. Se obtuvieron juveniles o
post-larvas tempranas con la dieta D, después de 55 dias hasta 77 dias (11
semanas) de cultivo y con un 11.6% de supervivencia. Las etapas larvarias
durante el periodo experimental se presentan en la Tabla IX.

Tabla IX. Estadios de desarrollo de las larvas de langostino de rio Macrobrachi-
um americanum durante el cultivo.

Dia Zoea
0 I
1.-3 I
4-7 111
8-16 Y
14-20 v
19-26 VI
24-30 VII
2836 VIII
35-41 X
40 —49 X
4777 X1
55-77 PL

1.2. Experimento ll. Bioensayo con juveniles de M. Americanum
empleando diferentes niveles de proteina en dieta.

En la Tabla X se presenta el andlisis proximal de las cuatro dietas
experimentales con diferentes niveles de PC (30.7, 37.2, 41.8 y 46.8%)
empleadas para evaluar el nivel de PC en juveniles de M. Americanum.
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Como se puede observar la composicion quimica de las cuatro dietas es
muy similar con excepcion de la PC.

Tabla X. Analisis proximal (medias = DE) y energia de las dietas experimentales
con diferentes niveles de proteina para juveniles de M. Americanum.

Composicion proximal Nivel de proteina cruda en dieta (%)
real (%) 30.7 37.2 41.8 46.8

Materia Seca! 90.14+0.29 89.49+0.15 90.03+0.10 89.50+0.17
Proteina’ 30.74+0.13 37.26+£0.22 41.88+0.10 46.83+0.08
Extracto Etéreo® 7.35£0.17 737+025 725+£0.09 7.30+0.08
Fibra Cruda* 1.70+026 2.70£0.09 193+0.05 1.23+0.05
Cenizas® 872£0.05 10.65+0.23 12.16+0.01 14.01£0.06
ELN 51.49 42.02 36.78 30.63
Energia (kI g*) 18. 14 18.41 18.49 18.37

El perfil de aminoacidos de las cuatro dietas (Tabla XI) mostré una
adecuada similitud y proporcion entre ellos, encontrdndose en mayor
cantidad de A4F la arginina, lisina y leucina; de los A4 NE mostraron mayor
presencia el acido glutamico, prolina y glicina. La treonina y metionina
mostraron ser los aminodcidos en menor cantidad.

Tabla XI. Perfil de aminoacidos (% medias + DE) en las diferentes dietas
empleadas en la alimentacion de juveniles de M. Americanum.

Nivel de proteina cruda en dieta (%) AE
Amino acidos

30.7 37.2 41.8 46.8 Proporcion
AAE
Treonina 1.35+0.12 247044  1.10+043  1.04+0.07 0.050
Valina 3.70+042  3.75+0.81  3.47=0.82  3.87£0.53 0.124
Metionina 1.05£0.11  1.49+0.25  1.02+0.27  1.44+0.28 0.042
Isoleucina 3.15+0.49  3.22+0.75  2.80=0.71  3.20+0.43 0.105
Leucina 6.28+0.61  6.82+1.28  545+0.73  5.83x0.64 0.205
Fenilalanina 243024 272060 217042  2.41+0.32 0.082
Lisina 4.59+0.50 5194093  4.58+0.51  5.12+0.59 0.164
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Histidina 2.1420.27 1.90+0.33 1.83+0.31 1.98+0.22 0.066
Arginina 4.96+0.47 5.20+0.95 4.38+0.35 4.7320.49 0.162
L AAE 29.65 32.76 26.89 29.62

AANE

Serina 3.48+0.19 2.78+0.39 2.80+0.32 2.95+0.28

Ac. Glutamico 15.08+0.73 14.60+2.41 11.76+1.30 12.18+1.36
Glicina 4.90=0.07 5.15=0.81 4.76=1.05 4.59+0.61
Alanina 2.60x0.27 2.87x0.45 2.41x0.09 2.85%0.39
Tyrosina 2.29+0.19 2.65+0.51 1.96+0.05 2.08+0.21

Prolina 9.16+2.47 6.03+0.98 10.31+4.68  6.20+0.62

L AANE 37.51 34.08 34.00 31.25

Valores promedio de tres repeticiones, expresados en base seca. AAE:
aminoacidos esencia- les; AANE: Aminodacidos no esenciales; A/E proporcion
= AAE / Total AEE.

La prueba de hidroestabilidad realizada a cada dieta peletizada, con el fin
de determinar el % de Materia Seca Retenida (MSR) después de 60 min de
inmersion, se muestran en la Tabla XII. Se pudo apreciar que los alimentos
fueron elaborados correctamente; resultado de una relacion directa entre la
consistencia de las dietas peletizadas y proporcion de ingredientes empleados.

En el presente trabajo, el valor menor del MSR (86.87+0.78%) fue encontrado
en la dieta de 46.8% PC. Se pudo comprobar que la MSR tiene tendencia de
aumentar a medida que se incrementa la proporcion de la harina de trigo.
Contrariamente para los otros tipos de las harinas utilizadas en el Experimento
(pescado y calamar) la relacion fue inversa, apreciandose una tendencia a
disminuir la MSR conforme se incrementa la proporcion de estas dos harinas.

Tabla XII. Hidroestabilidad de la materia seca (media = DE) de las dictas

experimentales.
Nivel de Proteina Cruda en dieta (%)
(%)
30.7 37.2 41.8 46.8
88.13 87.03 86.91 86.87
MSR
+0.71 +0.35 +0.87 +0.78

MSR = materia seca retenida, 6 hidroestabilidad de la materia seca.
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La supervivencia fue del 100% en todos los tratamientos (Tabla XIII). Se
encontraron diferencias significativas en el peso corporal, aumento de peso, la
tasa de crecimiento especifico, tasa de eficiencia proteica, y factor conversion
alimenticia entre los tratamientos (Tabla XIII). El crecimiento y FCA final
mas adecuado se produjo en los juveniles alimentados con la dieta que contiene
37.2% PC, lo que fue significativamente diferente de los otros tratamientos.
La mayor proporcion de tasa de crecimiento y la eficiencia proteica se produjo
en los juveniles alimentados con la dieta de proteina cruda de 37.2%, que fue
significativamente diferente de los tratamientos con menos y mas proteinas.

Tabla XIII. Valores (medias = DE) de los parametros de produccion en juveniles
de M. Americanum, alimentados con cuatro dietas con diferente nivel de proteina.

Nivel de Proteina Cruda en dieta (%)
Parametros

30.7 37.2 41.8 46.8

Peso inicial (g org?)  0.16=0.002  0.1670.007  0.1570.006 0.1670.008
Peso final (g org™) 0.36+£0.005¢ 0.58%0.016* 0.480.013>  0.42%0.022%

IP (g org?) 0.20£0.006° 0.42+£0.020° 0.33£0.014®  0.25+0.019%
‘TEE? 1.10£0.027¢  1.71+0.0800  1.53+0.058% 1.26+0.064%
TEP? 0.24=0.0042  0.26+£0.006*  0.22+0.0042>  0.17+0.005°
FCA* 3.55+0.211° 2.15+0.263* 2.54+0.242" 3.36+0.330¢
Supervivencia (%) 100 100 100 100

Los valores medios + DE seguidos por superindices diferentes en la fila indican diferencias
significativas (P< 0.05). * Incremento en peso; Tasa de crecimiento especifico; *Tasa de
eficiencia proteica; * Factor de conversion alimenticia.

El anélisis de regresion de linea quebrada realizado a la TCE en funcion de los
tratamientos (dieta) fue y = 0.0938x 1.7811 (R2=1), y =3.4699 -0.047x + (R2 =

0.9818), respectivamente. A partir del analisis de regresion de linea quebrada, el
nivel de proteina en la dieta 6ptima fue el tratamiento con 37.2% PC (Fig. 1).

o

_
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Figura 13. Efecto del nivel de proteina en dieta sobre la TCE (medias + DE)
de juveniles de M. Americanum. El requerimiento fue estimado mediante la
aplicacion del modelo de linea quebrada con 0.95 de confianza.

La Tabla XIV muestra como toda composicion bioquimica del cuerpo
varid entre tratamientos en el final del Experimento. En la proteina de los
langostinos enteros, solo el tratamiento con menor proteina en la dieta fue
estadisticamente diferente de los tratamientos con 37.2 y 46.8% PC. El
contenido total de lipidos fue estadisticamente diferente solo para el
tratamiento con menos proteina en la dieta. No se obtuvieron diferencias
estadisticas para la humedad (%) y carbohidratos (%) en todo el cuerpo.

Tabla XIV. Composicion proximal (% medias = DE) en juveniles de M.
Americanum alimentado con las dietas experimentales.

Composicion Nivel de Proteina Cruda en dieta (%)

Proximal (%)  30.7 37.2 41.8 46.8
Humedad 72.03£0.64 71.59+044  7L.76£0.51 71.83£0.48
Proteina 17.68 £0.20° 19.10£0.700 18.72+1.14®® 19.21+0.382
Lipido 1.41 £0.03* 1.61 £0.14= 1.69+0.27= 1.64+0.122
Carbohidrato 1.06+£0.11 1.22 £0.05 1.14+0.13 1.09+£0.09

Los valores medios + DE seguidos por superindices diferentes en la fila
indican diferencias significativas (P< 0.05).

Respecto a la composicion aminoacidica del tejido de los juveniles
enteros (Tabla XV) fueron influenciados significativamente por los
niveles de proteina de la dieta, dado que los langostinos alimentados
con 30.7% PC, presentaron niveles de AAE y AANE menores con
respecto a los demas tratamientos, observandose la concentracién mas
alta en juveniles alimentados con 37.2% PC. Se encontré que los
esenciales (AAE): arginina, lisina y leucina, asi como los no esenciales
(AANE): 4cido glutamico, prolina y glicina, fueron los mayormente
encontrados en los organismos de todos los tratamientos; estos seis
aminoacidos constituyeron el 64.57% del total de aminoacidos
evaluados. La treonina, metionina ¢ histidina mostraron ser los
aminoacidos mas limitantes.

Tabla XV. Perfil de aminoacidos (% medias + DE) en juveniles enteros de M.
Americanum alimentados con dietas experimentales.
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Nivel de proteina cruda en dieta (%)
Amino acidos

30.7 37.2 418 46.8
AAE
Treonina 0.49+0.05¢ 0.640.09% 0.60+0.08° 0.75:0.18
Valina 2.16£026%  2.68+0.26° 2.15£0.15¢ 3.600.14¢
Metionina 1.23£0.09 1.46+0.052 1.43£0.15¢ 1.380.12
Isoleucina 2.49+021° 3.01£0.38 2.80+0.40° 2.68+0.17%
Leucina 4,63+0.45¢ 5.170.19° 5.130.34 4.63+0.20°
Fenilalanina 1.99+0.21% 2.39£0.06* 2.30£0.19¢ 2.16£0.09%
Lisina 4.69+0.358 5.25+0.13 5.2120.20¢ 4.80+0.21%
Histidina 1.43£0.09® 1.67+0.13¢ 1.51£0.228 1.61£0.07¢
Arginina 4224037 4.87+0.11 4.61£0.11 4.54+0.25
T AAE 23.33 27.14 25.74 26.15
AANE
Serina 249:020%  1.74%0.59° 2.58+0.48 2.42+0.13¢
Ac. Glutimico 9.65+0.85%  10.76+0.05  10.73+0.03*  9.59+0.44°
Glicina 3132037 3.710.45 3.58+0.55¢ 3.35+0.11°
Alanina 2.4240.19° 2.73+0.428 2.77£0.468 2.5320.06°
Tirosina 1.92+0.18% 2.35£0.228 2.16£0.02: 2.06+0.128
Prolina 4.77£0.11% 5.60+1.71¢ 5.110.50+ 4.92+0.36%
T AANE 24.38 26.89 26.93 24.87

Los valores medios + DE seguidos por superindices diferentes en la fila indican diferencias
significativas (P< 0.05). AAE: aminodcidos esenciales; AANE: Aminoacidos no esenciales.

1.3. Experimento lll. Bioensayo con juveniles de M.Americanum
empleando diferentes niveles de proteina y energia en dieta.

En Tabla XVI se presenta el analisis proximal (medias = DE) y energia
de las dietas experimentales con diferentes niveles de proteina:energia para
juveniles de M. Americanum. La tasa de supervivencia en los juveniles no
presento diferencia significativa (P> 0.05) (Tabla XVII), se situé en un
rango de 95.56 100%. En la Tabla X VII también se muestran el peso corporal
final, el aumento de peso, la longitud corporal final, la ganancia de longitud,
latasade crecimiento especifico, el factor de condicidn, la tasa de crecimiento
especifico y el indice hepatosémico. El mayor (P<0.05) PF, GP y TCE se
observaron para los langostinos alimentados con la dieta con una relacion
P/E de 18:1. Los juveniles alimentados con una relacion P/E de 18:1 y 19:1
mostr6d significativamente mejor (P <0.05) FC e IHS que aquellos
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alimentados con las otras dietas. Con respecto a FCA y LF, los valores més
altos (P <0.05) fueron observados para langostinos alimentados con la dieta
que contenia la relacion P/E 18:1, 19:1 y 21:1.

Tabla XVI. Analisis proximal (medias + DE) y energia de las dietas
experimentales con diferentes niveles de proteina: energia para juveniles de M.

Americanum
Dietas
Relacion P/E (mgCP Kj GE g ) 17 18 19 20 21 22
Proteina (%) 35 35 35 40 40 40
Lipido (%) 14 10 6 14 10 6

Composicion Proximal (% en base seca)

Materia Seca! 93.0 92.1 94.0 93.3 96.2 954
Proteina cruda? 350 354 356 40.9 40.8 407
Extracto de étereo® 149 103 6.1 14.8 103 6.7
Fibra cruda* 42 7.3 10.6 5.8 65 99
Ceniza’ 103 104 104 10.3 104 104
NFE ¢ 35.6 36.6 373 281 32.0 323
Energia bruta (MJ g-1)7 20 19 18 20 19 18
Proporcién de P/E (mgCPKJI-1GEg-1) 17 18 19 20 21 22

Con respecto a los indices nutricionales, se observo la mayor TEP (Tabla
XIII) para el langostino alimentado con una relacion P/E de 18:1 y 19:1.
Para RP no se observaron diferencias significativas entre los langostinos
alimentados con la dieta que contenian una relacion P/E de 17:1 y 21:1,
pero si presentaron una diferencia significativa en comparacion con otros
tratamientos. Para RL no se observaron diferencias significativas entre los
langostinos alimentados con la dieta con una relacion P/E de 18:1, 19:1 y
22:1, pero si presentaron una diferencia significativa mejor en comparacion
con los otros tratamientos. Para los indices de produccion y nutricién con
diferencia significativa, se registr6 el valor mas bajo para los langostinos
alimentados con una relacion P/E de 17 y 22 mg PCKJ -'EB g - '(17:1 y
22:1).

Con respecto a los niveles de proteina en la dieta, se observaron los
valores mas altos de PF, GP, GL, TCE, FC, FCA y IHS para juveniles
alimentados con 35%, mientras que los juveniles que recibieron la dieta con
10% de lipidos registraron los valores mas altos de en estas variables,
independientemente de los niveles de proteina en la dieta (Tabla XVIII). La
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misma tendencia se observo para los valores mas altos de TEP, RP y LR
(Tabla XIX)

Tabla XVILI. Respuesta productiva de juveniles de langostino de rio
(Macrobrachium americanum) alimentados con dietas experimental conteniendo
diferentes niveles de relaciones P/E.

PI PR GPM LFY{(mm GL# TCES
(g cauque-!) (g cauque-!) (% cauque-!) cauque’) (% cauque-!) (% dia)
Relacién P/E (mg PC kI EB g) (PC/LP)

17:1 (35:14) 0237£0.10 0.72£019 2115213720 0.76£0.15% 194978470 189£0.07¢ 1.60+£0.03c 1.94=024% 100.00£0.00 3.75+0.32%
18:1 (35:10) 02272007 079+014* 25312+2223* 080+018 206.75x12.65% 2.10£010* 151+009* 1.81+£0.02¢ 100.00£0.00 447+0.05
19:1 (35:6) 0228+0.06 069+0.16° 20543+9.14» 082+012* 21408+506* 186008 128+009° 1.88+0.09" 97.23+481 4.06+031"
20:1 (40:14)  0.230£0.08 0.68=0.14c 196.14£2146< 0.71£0.09° 173.19£16.30° 181x0.12c 19240270 2.08=0.06 94.45+481 3.15£0.14
20:1 (40:10)  0.225+0.10 0.73£020° 22493+ 19.64% 0.79+0.14® 195.95+4526® 196+0.10® 1484041 1.84+0.05* 100.00£0.00 4.17+0.56¢
22:1 (40:6)  0.230£0.07 067=021c 193.8322451¢ 0.72+£011° 169.01£17.55¢ 1.79£0.13c 1844023« 2.02+0.03c 97.23+481 3.98+033°

Dietas FC7 (%) FCAs TS (%) IHSY (%)

Nivel de Proteina (%)

35 0231008 0.74£0.17* 22337=26.40° 0.79+£0.03* 205.28+10.92° 1952011 146=0.16" 1.878=015 99.08£+2.78 4.10+£0.39:
40 0.228+0.09 0.70+0.19® 204.97+2423 0.74+0.06 179.39+28.520 1854+ 0.13 1.75£0.34* 1.978£012 9723+4.17 3.76+0.58°
Nivel de Lipidos (%)

6 0229007 0.69:0.189" 199.64=17.73° 0.77=0.06" 19155+2726 1.82=0.10* 156035 195£0.10® 97.23+431 4.02+029
10 0.226+0.08 0.77+0.178® 239.03+2430® 0.80=0.04* 201.36+3031 2.03+0.12* 1494027 1.82+0.04¢ 100.00=0.00 4.32+0.40¢
14 0234009 071£0173> 20384=1818° 073005 18409+1593 185+011* 176024 201£018 9723+431 345041
Relacion P/E* 0.986 0020 0.020 0.001 0034 0031 0.036 0.030 0315 0.004
Proteina** 0.909 0.034 0.043 0.000 0.009 0.065 0.025 0.066 021 0.043
Lipido** 0.786 0.009 0.012 0.010 0.083 0.010 0.100 0.031 0.300 0.003
PxL** 0.960 0.678 0.776 0.435 0454 0.889 0.121 0.547 0.300 0.054

Los datos fueron expresados medias + DE, de tres replicas. Valores en columna con superindices
iguales no muestran diferencia significativa (Duncan’s test, P <0.05). *Probabilidad para one-
way ANOVA. **Two-way ANOVA P-level. IPL: Peso Inicial, 2pF: Peso final, 3GP: Ganancia en
Peso, 4LF: Longitud final, 5GL: Ganancia en longitud, OTCE: Tasa de Crecimiento especifico,
TEC: Factor de condicion (Ricker 1975), 8FCA: Factor de conversion alimenticia, 9TS: Tasa de
Supervivencia, 101HS: indice hepatosomatico.

Tabla XVIII. indices de eficiencia alimentaria de juveniles de langostinos de
rio (Macrobrachium americanum) alimentados con dietas experimentales con
diferente relacion de P/E.

Tasa Retencion de -
] Lo . Retencion de
Dietas Eficiencia Proteina lipidos (%)?
Proteica (%)! P

Relacion P/E (mg PC kJ'' EB g!) (PC/LP)

17:1  (35:14) 1.49+0.18° 27.02+3.290 1697+ 0.87°

18:1  (35:10) 1.57+0.02° 31.91 +0.46* 18.39+£0.13%
19:1 (35:6) 1.51=+0.082 2495+ 1.58  22.06 +0.63°

20:1  (40:14) 1.20=x0.01¢ 25.86 £0.20°  14.87 £0.09®

21:1  (40:10) 1.36=+0.05° 31.69+1.68  15.74+0.22b
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22:1 (40:6) 1.24£0.02¢4 26.94 = 0.50  2]1.50 £0.232
Niveles de Proteina (%)

35 1.53+0.112 27.06£3.60b 19.15+2.347
40 1.27 £ 0.08" 28.17 £ 2.832 17.37+3.13b
Niveles de Lipidos (%)

6 1.38£0.17° 25.95+1.52® 21.79+0.532
10 1.47+0.122 31.80x1.117 17.07 £ 1.47°
14 1.35+0.20" 2644 +2.18> 1503+ 1.28b
Relacion P/E* 0.0000 0.0041 0.0000
Proteina** 0.0000 0.0010 0.0001
Lipido** 0.0460 0.0020 0.0010
PxL** 0.6681 0.0001 0.0050

Los datos fueron expresados medias + DE, de tres replicas. Valores en columna con supe-
rindices iguales no muestran diferencia significativa (Duncan’s test, P <0.05). *Probabilidad
para one-way ANOVA. **Two-way ANOVA P-level. Unicial proteina de organismos enteros fue
14.69% (en base seca); 2Inicial lipidos de organismos enteros fue 1.12% (en base seca).

La Tabla XX muestra como la composicion bioquimica del cuerpo
entero vario entre los tratamientos al final del cultivo. La proteina del cuerpo
entero (%) mostr6d altos valores cuando se alimentaron con dietas que
contenian relaciones P/E de 20:1, 21:1 y 22:1, respectivamente. EI mayor
contenido de carbohidratos (%) en el cuerpo entero se observo para los
langostinos alimentados con la dieta con una relacion P/E de 18:1 y para el
contenido de lipidos en los langostinos de cuerpo entero fue con un P/E
Proporcion 17:1, 18:1 y 20:1. Sin embargo, no se observd diferencia
significativa entre los tratamientos experimentales para la humedad del
cuerpo entero (%). Los valores mas altos de mejor composicion en los
lipidos de todo el cuerpo (%) y carbohidratos (%) con respecto a los niveles
de proteina en la dieta, independientemente de los niveles de lipidos en la
dieta, fueron observados en juveniles alimentados con 35%, mientras que
los juveniles alimentados con la dieta con 10% de lipidos, registraron los
mayores valores de mejor composicion bioquimica, independientemente de
los niveles de proteina en la dieta.

Tabla XIX. Composicion de juveniles enteros de langostinos
de rio (Macrobrachium americanum) (% base seca) alimentados
con dietas experimentales con diferentes niveles de P/E.
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Dieta Humedad (%) Proteina (%) Lipido (%) Carbohidratos (%0)

Relacién P/E (mg PC kJ-' EB g!) (PC/LP)

17:1 (35:14) 7244 £ 1.44 17.05 £ 0.11bc 1.63 £ 0.367 1.43+£0.02¢c
18:1 (35:10) 73.48 £1.27 18.66 £ 0.10b 1.41 £ 0.06% 2.15+0.022
19:1 (35:6) 73.08 £1.04 15.97 £0.44¢ 1.28 £ 0.10° 0.96+0.01¢®
20:1 (40:14) 72.15£1.10 19.20 + 0.143 1.32+0.042> 1,30+ 0.03¢
21:1 (40:10) 7434 £ 1.16 19.34 + 0.023b 1.07 £ 0.09¢ 1.63 £ 0.02°
22:1 (40: 6) 72.89 £0.37 20.59 £ 0.552 1.30 £ 0.06"° 1.50 £ 0.04be
Nivel Proteina (%)

35 73.00x1.18 17.23 £ 1.19b 1.44 £0.152 1.52+0.522
40 73.13+£1.28 19.71 £0.722 1.23+£0.12° 1.48 £ 0.15"

Los datos fueron expresados medias + DE, de tres replicas. Valores en columna con supe-
rindices iguales no muestran diferencia significativa (Duncan’s test, P <0.05). *Probabilidad
para one-way ANOVA. **Two-way ANOVA P-level.

La Fig. 13 muestra que la relacion proteina-energia en la dieta y los
niveles de lipidos significativamente, afectaron la estructura de
hepatopancreas de M. Americanum, sin embargo, no se presento
diferencia en relacion con los niveles de proteina en las dietas. No
hubo diferencias aparentes en los tubulos de hepatopancreas (area
epitelial, didmetro tubular y area de la luz del tibulo) entre langostinos
alimentadas con una relacion P/E 18:1, 19:1 y 22:1 (Fig. 13B, C, E),
mostrando una mejor respuesta para los niveles de 10% de lipidos en
la dieta. También se observéd un tamafno mayor de las vacuolas en las
c¢lulas B de estos grupos en cuanto al area o didmetro en las células.
La morfologia de la hepatopancreas en estos grupos fue normal, con
los tabulos bien dispuestos. Diferentes tipos de células fueron
facilmente reconocidos y razonablemente uniformes en forma y
tamafio. Los langostinos alimentados con P/E 20:1 presentaban tibulos
comprimidos de hepatopancreas, habia poca vacuolacién en las células
R y la vacuola era pequefia (Fig. 13D). Las células epiteliales se
deformaron en forma y tamafio, lo que dificultd la identificacion
celular. Las células epiteliales de langostinos alimentadas con P/E 18:1
tenian una forma mas uniforme (Fig. 13B) y no tan comprimida como
en langostinos alimentado con 20:1 de P/E. Se observo un aumento
notable en la cantidad de vacuolas en células R en este grupo comparado
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con langostinos alimentados con 20:1 de P/E.Las anomalias obvias
fueron los lumenes de los tibulos que estaban deformes y se habian
ampliado debido al epitelio adelgazado. El numero de células B
aumento, las vacuolas mas grandes tienden a colocarse en uno mas
grande. En comparacion con los lipidos del cuerpo, la proteina bruta y
el contenido de cenizas en el cuerpo entero no fueron significativamente
influenciados por el nivel de proteina en la dieta.

Figura 14. Seccion transversal de los tabulos de la glandula digestiva de M.
Americanum alimentados con (A) 17:1 (35:14%), (B) 18:1 (35:10%), (C) 19:1
(35:10%), (D) 20:1 (40:14%) (E) 21:1 (40:10%) y (F) 22:1 (40:6%) relacion
P/E (mg PC kJ-1 EB g-1) (PC/LP)), dictas durante 60 dias (20X). La seccion
transversal a través de los tibulos muestra los cuatro tipos de células. Las células
F (fibrillenzellen o fibrosas) contienen un gran nimero de ribosomas y un reticulo
endoplasmatico bien desarrollado, la célula B (*"blasenzenllen™) tipicamente
contiene una Unica vesicula secretora grande, la célula R ("restzellen™)
tipicamente Contienen vacuolas lipidicas de tamafio variable y las células E
(“"embryonalzellen™ o embrionarias) son los tipos celulares predominantes de las
puntas distales de los tibulos HP. Hc, hemocitos, Hs, espacio de hemolinfa, Lu,
lumen de los tubulos.

Tabla XX. Actividad de enzimas digestivas de juveniles de langostino de rio
(Macrobrachium americanum) alimentados con dietas con diferentes niveles de
relacion P/E.
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Dietas

Proteasa

(U mg™ Protein) (U mg™ Protein)

Lipasa

Amilasa

(U mg Protein)

Relacion P/E (mg PC kJ* EB g!') (PC/LP)

17:1 (35:14)
18:1 (35:10)
19:1 (35:6)
20:1 (40:14)
21:1 (40:10)
22:1 (40: 6)

Nivel Proteina (%)

1.127 £ 0.319¢
2.034 + 0.2282
1.257 £ 0.582¢
1.608 = 0.870%
2.110+£0.7512
1.877 £ 0.285%

1.654 £0.211%
2.053 £ 0.1652
1.110 £ 0.147¢
1.222 £+ 0.328¢
1.740 £ 0.495°
1.849 £ 0.3142b

1.568 £ 0.416¢°
1.924 + 0.252%
1.522 £ 0.627¢
1.250 = 0.6854
1.598 £ 0.567¢
2483 +2.1107

35 1.473 = 4.261% 1.606 £ 4.102 1.672 £ 1.948
40 1.865 £2.2532 1.604 £ 2.923 1.776 £ 5.618
Nivel Lipido (%

6 1.567 = 0.570° 1.480 £ 0.676% 2.002 £0.907°
10 2.072 £0.1082 1.897 £ 0.29]2 1.761 = 0.30530
14 1.367 £ 0.401° 1.438 £ 0.760° 1.409 £+ 0.620°
Relacion P/E* 0.0000 0.0001 0.0000
Proteina** 0.0000 0.8710 0.6020
Lipido** 0.0000 0.0000 0.0000

PxI ** 0.0002 0.0031 0.0000

Los datos fueron expresados medias + DE, de tres replicas. Valores en columna con supe-
rindices iguales no muestran diferencia significativa (Duncan’s test, P <0.05). *Probabilidad
para one-way ANOVA. **Two-way ANOVA P-level.

La actividad enziméatica en hepatopancreas fue significativamente
afectada por las diferentes dietas de los grupos P/E (Tabla XXI). Se encontrd
que se encontraban significativamente elevados en langostinos alimentarios
alimentados con una relacién P/E de 18:1, 20:1, 22:1 respectivamente, en
comparacion con los otros tratamientos. La actividad de la amilasa y la lipasa
no fue afectada por los niveles de proteina en la dieta y ademas, la actividad
de las enzimas proteasa totales en el hepatopancreas fue mayor con niveles
superiores de proteina cruda. También se observd una disminucion en la
respuesta de todas las enzimas con el aumento de los niveles de lipidos en la
dieta (14%). Sin embargo, los que recibieron 6 y 10% en cada nivel de lipidos
tuvieron actividades de lipasa y amilasa estadisticamente similares.
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Tabla XXI. Caracteristicas metabolicas de juveniles de langostino de rio

(Macrobrachium americanum) alimentados con dietas con diferente relacion de P/E.

Dietas Glucosa Triglicéridos Colesterol
(mmol L) (mmol L. %) (mmol L)

Relacion P/E (mg PC kJ-* EB g') (PC/LP)
17:1 (35:14) 0.54 = 0.2022 0.65 = 0.007 0.84 £ 0.201¢
18:1 (35:10) 0.75+0.215 0.79 £+ 0.005 1.03+0.173b
19:1 (35:6) 0.33+0.281% 0.65 = 0.003 1.25+0.2972
20:1 (40:14) 0.64 +£0.1212 0.68 = 0.001 1.25+0.168%
21:1 (40:10) 0.55+0.22]1 0.58 = 0.002 1.12+0.2133
22:1 (40:6) 0.24 = 0.190° 0.54 +0.003 0.94 + 0.109%c
Niveles de Proteina (%)
35 0.54 + 1.83 0.69 = 0.076 1.04 +0.209
40 0.48 + 1.83 0.60 £ 0.063 1.10+0.151
Niveles Lipido (%)
6 0.29 + 0.09° 0.59 +0.010 1.10+0.285°
10 0.65+0.19* 0.69 £ 0.021 1.08 £0.09120
14 0.59x+0.112 0.66+0.011 1.04 £ 0.201b
Relacion P/E* 0.0000 0.0602 0.0000
Proteina** 0.0700 0.0510 0.2100
Lipido** 0.0000 0.1505 0.0001
PxL*# 0.0000 0.0821 0.0000

Los datos fueron expresados medias + DE, de tres replicas. Valores en columna con supe-
rindices iguales no muestran diferencia significativa (Duncan’s test, P <0.05). *Probabilidad
para one-way ANOVA. **Two-way ANOVA P-level.

Las caracteristicas hematoldgicas relacionadas con el metabolismo en la
hemolinfa de langostinos alimentados con diferentes interacciones entre la
proteina de la dieta y los niveles de lipidos tuvieron un efecto significativo
sobre las proporciones totales de P/E en la dieta (Tabla XXII). Las
concentraciones totales de colesterol y glucosa en la hemolinfa fueron
significativamente afectadas por las dietas que contenian diferentes niveles
de relacion P/E, con un aumento hasta 22:1 relacion P/E. Sin embargo, no
se encontrd efecto del nivel de proteina en ninguna de las variables
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hematologicas. Los langostinos exhibieron las mayores concentraciones de
colesterol total y glucosa en el nivel de lipidos de 10%. No se observaron
diferencias significativas en los triglicéridos en todos los tratamientos y en
los niveles de proteinas y lipidos en la dieta.

Las anomalias obvias fueron los Ilumenes de los tubulos que estaban
deformes y se habian ampliado debido al epitelio adelgazado. El nimero de
cé¢lulas B aumento6, las vacuolas mas grandes tienden a colocarse en uno
mas grande. En comparacion con los lipidos del cuerpo, la proteina bruta y
el contenido de cenizas en el cuerpo entero no fueron significativamente
influenciados por el nivel de proteina en la dieta.
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Figura 15. Prueba de multiplicadores de los dos primeros componentes
principales del analisis de PCA de respuesta productiva, nutricional, composicién
quimica, hematologica, enzimas digestivas e histologia del hepatopancreas de
juveniles de M. Americanum después de 60 dias cultivados. N=3, ((rombo negro)
17:1 (35:14%), (rombo gris) 18:1 (35:10%), (rombo blanco) 19:1 (35:10%),
(circulo negro) 20:1 (40:14%) (circulo gris) 21:1 (40:10%) y (circulo blanco)
22:1 (40:6%) relacion P/E (mg PC kJ EB g) (PC/L)).

Un Analisis de Componentes Principales (PCA) se realizd a partir de
una matriz de covariables para explorar la respuesta de los juveniles de M.
Americanum en funcién de las dietas (Fig. 15). Ambos (PC1 y PC2) juntos
explicaron el 57.21% de las diferencias en la respuesta productiva,
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nutricional, composicion quimica, hematologica, enzimas digestivas y
histologia del hepatopancreas En PC1 las principales diferencias vinieron
del peso, TCE, TEP. En CP2, las principales diferencias fueron del contenido
bioquimico de los juveniles, tales como carbohidratos, lipidos y enzimas
como proteasa y lipasa. La representacion grafica PC1 vs PC2 (usando sus
multiplicadores como variable) mostré un patréon claro (Fig. 1). La
representacion de relacion P/E de 18 mg PC kJ-' g1, 35:10 % (PC/L), fueron
recogidos (rombo gris) en la parte superior de la parcela a la derecha
(altamente positivo para PC1 y PC2), por otro lado la relacion P/E de 21 mg
PC kJ' g1, 40:10 % (PC/L), fueron recogidos (circulo gris) alrededor del
punto cero en la PC1, pero todavia positivo en la parte superior de la parcela
a la derecha (altamente positivo para PC1 y PC2), no asi para las restantes
dietas, donde aquellas que tenian relacion P/E de 20 y 22 mg PC kJ-' g
respectivamente, fueron negativo en PCI1 para la mayoria de las réplicas.
Aquellas que tenian relacion P/E de 17 y 19 mg PC kJ-' g'! respectivamente,
fueron negativo la mayoria de las réplicas en la PC2.
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8. DISCUSION

8.1. Experimento l. Cultivo larvario de M. Americanum
alimentados con Artemia enriquecida.

En la cria de larvas de langostinos, la alimentacion es crucial no solo por
ser esencial para la supervivencia, sino también porque la mayoria de los
costos de produccion estan relacionados con los alimentos (Tacon 1987,
Méndez-Martinez et al., 2016). Ling (1962) observé que la falta de un
alimento adecuado en términos de atractibilidad y calidad nutricional ha
sido siempre el principal problema a resolver en la produccion de larvas, ya
que tanto la palatabilidad como el valor nutricional deben ser apropiados
(Garcia-Guerrero 2010). En comparacion con algunos trabajos anteriores
(Thinh et al., 1999; Lora-Vilchis et al., 2004; Lavens et al., 2002), las dietas
empleadas en el Experimento I presentan resultados adecuados.

En los resultados de este Experimento I se observaron diferencias
significativas en el crecimiento y supervivencia de las larvas de M.
Americanum, entre los tratamientos D, y D, en comparacion con D,. El
mejor tratamiento fue con D, hasta la cuarta semana. A partir de la semana
cinco los mejores resultados fueron en D,. Una posible explicacion de esto
es el hecho de que la dieta D, (Artemia enriquecida con Chaetoceros
calcitrans) puede proporcionar a las larvas de M. Americanum una mejor
nutricion. De hecho, en el presente estudio la supervivencia fue mejor que
la reportada por Reyes-Marchan y Hidalgo-Magollon (2001) para larvas de
M. Americanum, que utilizo las dietas de Brachionus plicatilis y nauplios de
Artemia y puede mantener la cultura hasta el Z,. Los mismos autores
mencionaron que el método de Ling (1961) para las larvas de M. rosenbergii
que usa nauplios de Artemia como alimento no es sustentable para el cultivo
larvario de M. Americanum. Las diferencias entre los estudios podrian
deberse a la velocidad de alimentacion, la densidad de cultivo, las fuentes
de alimento y las diferencias entre los disefios experimentales.

Las microalgas han demostrado ser una buena opcién en la dieta de
larvas de langostinos que pueden mejorar la supervivencia incluso en los
casos que se agregan al agua (Neagel, 1999; Lober y Zeng 2009). De hecho,
la alta densidad de microalgas esta relacionada con una mejor nutricion y,
finalmente, un mejor crecimiento y una mayor supervivencia (Lober y Zeng
2009). Sin embargo, la naturaleza carnivora de las larvas de langostinos
debe requerir proteinas animales, por lo que los nauplios enriquecidos con
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algas posiblemente cumplirdn mejor sus requerimientos en comparacion
con s6lo algas o s6lo nauplios como lo sefialan Lavens y Sorgeloos (2000)
y Bhavan et al. (2010). Aquellos autores encuentran en los nauplios de
Artemia enriquecidos con microalgas un buen alimento para las larvas de
langostinos si hay ciertos AGPI presentes. Los nauplios de Artemia carecen
de los 4cidos grasos altamente insaturados (HUFA), como el &cido
decosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaecnoico (EPA) que son
importantes para la supervivencia de las larvas de crustaceos (Léger et al.,
1986). La importancia de estos acidos grasos de las microalgas como
nutrientes ha sido ampliamente reconocida (Navarro et al., 1999; Cho et al.,
2001). En los langostinos, el DHA es uno de los PUFAs importantes,
necesarios para mantener la integridad estructural y funcional en las
membranas celulares, ademas de ser esenciales para el desarrollo neuronal
y las funciones nerviosas durante el desarrollo larvario, mientras que AA'y
EPA participan en la produccion y modulacion de eicosanoides (Bown,
1994). Los acidos grasos omega 3 y 6 con mds de 18 carbonos son
sintetizados principalmente por el fitoplancton marino y deben pasar a las
larvas a lo largo del alimento junto con algunas vitaminas, pigmentos y
esteroles (Lubzens et al., 1995). También se requieren como fuente de
energia y para el mantenimiento de la integridad funcional de biomembranas
(Cho et al., 2001, Karuppasamy, 2014). Por lo tanto, los acidos grasos son
esenciales para la mayoria de los procesos metabdlicos y fisioldgicos en los
animales acuaticos (Tacon, 1987; Saravana-Bhavan, 2010). Se ha observado,
sin embargo, que enriquecer la Artemia no necesariamente mejora la
supervivencia, particularmente durante la muda. Aun asi, la supervivencia
mejor6 con D3 en el presente trabajo. Habrd que recordar que el éxito o el
fracaso de una dieta a implica observar varios niveles de influencia de los
alimentos; desde la captura, la ingestion, la asimilacion y la calidad
nutricional de los alimentos (Moller, 1978). Debido a esto, la atractibilidad
de los alimentos es igualmente importante. Anger y Hayd (2009) afirmo que
cuando un depredador es capaz de alimentarse de una presa grande, la
ganancia de energia es mayor. Barros y Valenti (2003) observaron que las
primeras cinco etapas de M. rosenbergii consumieron solamente el abdomen
de Artemia, lo que sugiere que la presa pudo ser demasiado grande para que
el depredador la coma en su totalidad, aunque la pueda capturar. En este
sentido, hay que considerar que, ademas del valor nutricional, cada etapa
puede necesitar diferentes tipos de alimentos y la naturaleza de los alimentos
vivos o preparados dependerd en ultima instancia de las habilidades y
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requerimientos particulares de cada etapa y especie. Por ejemplo, las larvas
de M. rosenbergii han sido alimentadas so6lo con Artemia (Lavens et al.,
2000), mientras que las larvas de M. amazonicum pueden tomar o no
Artemia dependiendo del estadio (Araujo y Valenti, 2007).

La formulacion de dietas que contienen altos niveles de HUFA se ha
utilizado con éxito (Sandifer y Joseph, 1976, Devresse et al., 1990), por lo
que se ha reconocido que su calidad puede mejorarse enriqueciendo con
estos compuestos. Por ejemplo Das et al. (2007) utilizaron Moina micrura
enriquecida con emulsiones que contenian HUFA como alimento para PL
de M. rosembergii con buena supervivencia y crecimiento. Estudios de
estadios de desarrollo larvario de Macrobrachium spp. Han determinado
que las etapas iniciales son lecitotréficas, pero Z; tiene un comportamiento
lecitotrofico opcional, que solo se vuelve completamente plantotrofico en
las etapas posteriores (Roustaian et al., 1999; Barros y Valenti 2003; Anger
y Hayd 2009). Agard (1999) encuentra en larvas de M. amazonicum que las
diferencias anatomicas y fisiologicas entre las etapas producen diferentes
adaptaciones que afectan la supervivencia y el crecimiento pues requieren
de un nuevo tipo de alimento y energia adicional. El presente estudio apoya
esta explicacion, ya que se observo que las larvas eran mas voraces después
de Z,,y es posible que si no pueden comer pronto en esta etapa, alcanzaran
el punto de no retorno propuesto por Anger y Hayd (2009).

En el presente trabajo, aunque las larvas con los tratamientos D1 y D2
no completaron el desarrollo larvario, se obtuvieron post-larvas con D3
como en Arana-Magallon (1974) que también utilizé nduplios de Artemia.
Este autor combiné nauplios con una mezcla de crema de huevo, levadura y
vitaminas, huevos de pescado, harina de pescado y mariscos, ¢ hizo dos
cultivos de larvas encontrando diferencias en el tiempo de desarrollo entre
ellos y considerando que estas diferencias podian relacionarse con la época
del afio o la calidad de los alimentos. Esto sugiere que el uso de nauplios
enriquecidos podria ser ain mas exitoso si se combina con alimentos
preparados dependiendo de la etapa y se coincide con Yamasaki-Granados
et al. (2013) que obtuvieron post larvas a los 50 y 84 dias de cultivo y con
Monaco (1975), que utilizando alimentos semi-cocinados (peces) y vivos
(Artemia) y obtuvieron post larvas a los 54 dias (24 dias mas que M.
rosenbergii).

En el presente estudio también se observo con las dietas D2 y D3 que las
larvas de Z,a Z;;lograban mudar con éxito casi al mismo tiempo, haciendo
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mas facil mantener el cultivo. Sin embargo, a partir de ZIV se observo una
metamorfosis asincronica en estadios larvarios. Esto puede reflejar
diferencias en las capacidades de ciertas larvas para promover cambios
fisioldgicos debido al desarrollo de la fisiologia digestiva como resultado de
nuevas adaptaciones a nuevas formas de alimentos y piensos. Dado que esto
afecta la asimilacion de alimentos, puede afectar la supervivencia y el
crecimiento. En el presente estudio, la tasa de crecimiento vari6 de 1.33 a
3.33 mm/semana (0.3 mm /d) y el mejor crecimiento se obtuvo con la dieta
D,. Dado que todas las dietas tenian la misma atractibilidad, esto puede
sugerir que esta dieta tiene una mejor calidad nutricional y energética en
comparacion con los otros tratamientos. La cantidad de 4cido graso 22:6n3
(DHA) era baja en la dieta D,y D,. Se ha demostrado que las dietas
deficientes en DHA afectan a la composicidn de los 4cidos grasos del tejido
neural y disminuyen la eficiencia del forrajeo (Webster y Lovell 1990;
Wantanabe 1993; Bell et al., 1995). Las larvas de Cauque son también
depredadores visuales y por lo tanto es probable que una deficiencia dietética
de DHA pueda afectar su comportamiento de forrajeo temprano.

Aun considerando que los resultados del presente Experimento mejoran
el conocimiento sobre la nutricion de las larvas de M. Americanum, se
requieren mas estudios en este campo, ya que la alimentacion es un hecho
importante que determina el éxito o el fracaso de la larvicultura.

8.2. Experimento Il. Bioensayo con juveniles de M. Americanum
alimentados empleando diferentes niveles de proteina en dieta.

Con respecto a las dietas practicas peletizadas que fueron empleadas, se
utilizaron insumos con fuentes proteicas de origen animal y vegetal,
disponibles regionalmente, analizados nutricionalmente, altamente
digestibles y cayeron dentro de los estdndares para las evaluaciones
nutricionales en diversas especies de crusticeos (Goda, 2008; Garcia-
Guerrero et al., 2011; Ding et al., 2015; Méndez-Martinez et al., 2016).

La prueba de hidroestabilidad realizada al alimento peletizado permitid
comprobar que los alimentos fueron elaborados correctamente segiin lo
indicado por Obaldo et al. (2002), eliminando asi posibles errores (al
analizar las variables respuestas) que pudieran haber sido originados por la
lixiviacion de los ingredientes (perdiendo atractabilidad y palatabilidad) y
disminucién de su consistencia (desmoronamiento) antes de ser manipulados
por los juveniles y con la rapidez no deseada. Ninguno de los ingredientes
excedid del nivel de inclusion recomendado para dietas de crustaceos
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(Tacon, 1987; NRC, 2011), existiendo una adecuada consistencia en las
dietas peletizadas debido a un correcto proceso de molinado y mezcla de
cada ingrediente, ademads se tomaron en cuenta los aglutinantes (alginato y
harina de trigo). Los datos presentes revelaron que a medida que se aumenta
la proporcidn de la harina de trigo, aumenta la MSR, ayudado por el alginato
y el efecto de la temperatura durante el proceso de peletizado y secado del
pellet, contribuye a que se forme una capa de recubrimiento y por ende
mayor estabilidad en agua al reaccionar los azlcares con las proteinas
provenientes principalmente de la harina de trigo. En este estudio la
inclusion de harina de trigo fue inversamente proporcional a las harinas de
pescado y calamar, trayendo consigo la disminucion de la MSR conforme
aument6 la proporcion de estas dos harinas, atribuido a que estos ultimos
ingredientes son mas ricos en proteinas que en carbohidratos. Respuesta
similar fue encontrada en estudios de Cortés-Jacinto et al. (2003).

El valor més bajo de MSR fue de 86.78% y se puede considerar aceptable
dado a que estuvo dentro del rango de los valores reportados en estudios
realizados por Gucic (2008), quien encontrd resultados muy similares
comparando dietas comerciales y experimentales con valores superiores al
86% de MSR, empleando el mismo tiempo de agitacion y temperatura de
este estudio. Empleando el mismo método Obaldo et al. (2002) obtuvo
resultados similares (cerca del 80% de MSR a 25°C y 0 UPS). La aceptacion
y consumo del alimento que se observo rutinariamente indica que las dietas
tuvieron una buena estabilidad aparente en el agua. Un alimento estable en
el agua contribuye a un mejor crecimiento y mejor tasa de conversion
alimenticia comparado con los alimentos de menor estabilidad, debido a
que se desintegran y pierden parcialmente su calidad nutricional antes de
que el animal los consuma (Jussila; 1997). Con todas las dietas se observo
un crecimiento alométrico en langostinos, lo que sugiere que todas las dietas
eran adecuadas para el desarrollo de organismos y fueron similares a los
reportados por Garcia-Guerrero y Apun-Molina (2008).

Se considera que la mezcla de proteinas animales y vegetales proporciona
una mejor ganancia de peso que solo porque la mezcla contendra
generalmente una mayor ganancia de peso que cualquiera de ellas por
separado, ya que una mezcla complementaria de aminoacidos tendra mas
probabilidades de cumplir los requerimientos de los organismos (Cortés
Jacinto et al., 2005; Jin et al., 2013). En las formulaciones dietéticas
practicas para los langostinos, la proteina constituye uno de los mayores
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costos en términos de nutrientes e ingredientes. Para minimizar los costos
de alimentacion, es importante optimizar tanto el nivel de proteina en la
dieta como asimilacioén (D' Abramo y New, 2000).

La supervivencia fue 100% en todos los tratamientos en Experimento I1.
La mayoria de investigaciones con la supervivencia por encima del 80% se
considera como buena. En M. rosenbergii alimentado con 35-40% PC se
alcanzo un 93% (Teshima et al., 2006) y de 70-90% en la supervivencia
(Kabir-Chowdhury et al., 2008). Para M. tenellum, alimentados con dietas
que tenian 20-40% PC alcanzaron supervivencia de 96-100% (Espinosa-
Chaurand et al., 2012). La alta supervivencia depende de una alimentacion
adecuada, la cual puede depender en parte, de la dieta con suficiente
proteinas, ya que las dietas con bajo contenido en proteinas son una de las
principales causas de la alta mortalidad, en particular durante la muda
(Kabir-Chowdhury et al., 2008). El suministrar suficiente proteina permite
un uso eficiente de este nutriente. Pudiendo Insidir ademas otros aspectos
de la estrategia de cultivo.

No se encontraron diferencias en la tasa de crecimiento especifico en
langostinos alimentados con dietas que contienen un 37.2% o 41.8% de
proteina cruda, lo que sugiere que el requisito Optimo se produce en
esteintervalo, como también ocurrié con los juveniles de M. rosenbergii
(D’Abramo y New, 2000; Teshima et al., 2006; Kabir-Chowdhury et al.,
2008). Para juveniles de M. idae con pesos iniciales de 0.32 + 0.060 g, 1.26
+0.098 g,y 2.96 £ 0.013 g, el mejor crecimiento se alcanzé con las dietas
que contienen 40.4%, 38.2% y 36.4% de proteina cruda, respectivamente
(Sundaravadivel et al., 2015). Los tamafios mas grandes en nuestro estudio,
y la mejor respuesta se obtuvo con la proteina 37.2%. Parece ser que las
necesidades de proteinas disminuyen a medida que aumenta el tamafio. Tal
vez porque los crustaceos mas pequefios crecen mas rapido y por lo tanto
necesitan mas proteinas (Guillaume, 1997). Las diferencias en las
necesidades de proteinas entre nuestro trabajo y otros pueden ser explicadas
por otros factores, entre ellos las diferentes especies, tamafio, densidad,
disefio experimental, o de la calidad y el tipo de ingredientes en la dieta y el
proceso de preparacion, en especial la relacion de proteinas y energia,
composicion de aminoacidos, digestibilidad de la proteina, asi como la
proporcion de ingredientes que no son proteinas (Wilson, 2002; Teshima et
al.,2006; Huo et al., 2014).

En nuestro estudio, la tasa de crecimiento mas baja se encontrd con el
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tratamiento de proteina bruta 30.7% y la ganancia de peso bajo pudo deberse
al ayuno durante la muda y el uso de las reservas de proteinas para el nuevo
exoesqueleto. Arana-Magallon y Ortega-Salas (2004) informan de que
langostinos de rio Cauque en condiciones de laboratorio tuvieron una tasa
de crecimiento mas baja que los de M. rosenbergii, durante periodos de
cultivo de 70-280 dias y bajo condiciones similares. El langostino de rio
Cauque tiene a menudo un crecimiento heterogéneo y un desarrollo més
lento (Garcia-Guerrero y Apun-Molina, 2008), aunque especimenes de
tamafio de mercado se pueden producir en cautiverio (Arana-Magallon y
Ortega-Salas, 2004).

Conocer el requerimiento de proteina es importante debido a que cuando
los crustaceos son alimentados con dietas con exceso de proteina, mas NH,
y NH; se encuentra en la hemolinfa. La digestion de un exceso de proteina.
La digestion de exceso de proteina interfiere con el equilibrio de la presion
osmotica y el transporte de oxigeno (entre otras variables fisioldgicas)
(Schmitt y Santos, 1998; Guzman et al., 2001), lo que aumenta el costo
metabolico de la excrecion de nitrogeno y conduce a un crecimiento mas
lento (Vergara et al., 1996). Segun Goda, (2008), aminoacidos libres se
acumulan en los fluidos corporales con ingesta excesiva de proteinas,
causando toxicidad e interfiriendo con la mayoria de las funciones
metabolicas. Este fue probablemente el caso de los juveniles alimentados
con la dieta de proteina bruta 46.8%. Eventualmente, los compuestos se
excretan causando la contaminacién del agua.

Los resultados mostraron indices de eficiencia de proteinas de
0.170.26%, lo que se correlaciona con el indice de conversion, que fue mas
eficiente (2.15 +0.263) en el tratamiento de 37.2% PC; en comparacion con
los otros tratamientos alcanzandose significativamente mas alto nivel de
conversion de alimento (3.55 £ 0.212) con la dieta con 30.7% PC, lo que
sugiere que mas de proteina se utilizé para la produccidn de energia que el
crecimiento. Resultados similares se produjeron con juveniles de M.
nipponense (Zhang et al., 2008), M. tenellum (Espinosa-Chaurand et al.,
2012), y M. idae (Sundaravadivel et al., 2015).

Gupta et al. (2007) y Huo et al. (2014) consideran que los crustaceos
obtienen mas facilmente energia del catabolismo de aminoacidos que de
hidratos de carbono, pero cuando estdn disponibles, los lipidos siguen
siendo la principal fuente de energia. Debido a esto, el contenido caldrico en
las dietas debe estar bien equilibrado. En nuestro estudio, el contenido
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calorico vari6 de 18.14-18.49 kJ g'.

No se observaron diferencias significativas en el contenido de humedad
y de hidratos de carbono del andlisis del cuerpo entero, entre los cuatro
tratamientos. Algunos estudios indican que el contenido de agua en M.
rosenbergii o M. carcinus no fue influenciado significativamente por el
contenido de proteinas de la dieta (Gupta et al., 2007; Goda, 2008; Saravana-
Bhavan et al., 2010; Benitez-Mandujano y Ponce-Palafox, 2014). En
nuestro estudio, langostinos alimentados con la dieta de 37.2% PC tenian
mas hidratos de carbono en el analisis de todo el cuerpo, lo cual lo cual se
correlacion6 con el crecimiento final. El contenido de proteinas y lipidos en
los langostinos enteros difirid significativamente entre los cuatro
tratamientos. Resultados similares fueron reportados en juveniles de M.
rosenbergii por Gupta et al. (2007), con 16.05 a 18.4% de proteinas y lipidos
1.66 a 1.96%, al igual que en otros estudios de M. rosenbergii (Goda, 2008;
Kabir Chowdhury et al., 2008), M. amazonicum (Portella et al., 2013) y M.
carcinus (Benitez-Mandujano y Ponce-Palafox, 2014). Hemos observado
que todo el contenido de proteina y grasa corporal tendia a aumentar con un
mayor contenido de proteina en la dieta, probablemente de un incremento
en el catabolismo. El aumento de la dispersion de los datos en todo el
contenido de la proteina del cuerpo de langostinos juveniles alimentados
con 41.8% PC, en comparacion con otros tratamientos podrian deberse a la
variacion en el proceso de catabolismo.

Los requerimientos de proteina tienen que considerar ademas el calculo
de la proporcion de cada aminoécido esencial y el total de aminoacidos
esenciales (D’Abramo y New, 2000). En nuestro estudio, los perfiles de
aminoacidos de todo el cuerpo de los langostinos se vieron afectados
significativamente por el contenido de proteinas de la dieta, en donde los
aminoacidos esenciales correlacionados positivamente con la retencion de
proteinas y aumento de peso. Se ha de tener en cuenta que la calidad proteica
de una dieta est4 en funcion de su composicion de AAE (Zhang et al., 2008).
Al respecto, Gurure et al. (2007) consideran que el valor nutricional de la
proteina en la dieta depende de la similitud del perfil de aminoacidos en el
alimento y el del organismo.

Por otra parte se han encontrado diferencias entre las cantidades de
aminoacidos existente entre los langostinos de agua dulce y camarones
peneidos, pero las proporciones de los mismos son muy similares entre
ambos grupos (D Abramo y New, 2000). Estas diferencias entre las
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cantidades de requerimientos de aminoacidos de los decédpodos de agua
dulce o marina pueden deberse a la relacion con la demanda osmoregulatoria
de cada uno de estos ambientes, por el papel de los aminoacidos en el
proceso de osmoregulacion (Gu et al., 2013; Seenivasan et al., 2014).
Destacandose en este proceso los aminoécidos libres, tales como arginina,
licina, leucina, glicina, prolina y acido glutdmico, los cuales a su vez van a
estar presentes en altas concentraciones en los crustaceos (Seenivasan et al.,
2014). Esta aseveracion fue corroborada con los resultados obtenidos en
langostinos de rio como M. rosenbergii (D'Abramo y New, 2000;
Keshavanath et al., 2011; Seenivasan et al., 2014), M. amazonicum (Portella
et al., 2013), M. tenelum (Espinoza-Chaurand et al., 2012), asi como los
obtenidos por Karuppasamy et al. (2014) en P. monodon y P. indicus,
quienes encontraron en mayor presencia los AAE la arginina, lisina y
leucina. En P. trituberculatos (Jin et al., 2013; Huo et al., 2014), encontraron
que la concentracion de aminoacidos en organismos juveniles se correlaciono
positivamente con la retencion de la proteina corporal e incremento en peso.
De igual modo se comportaron los resultados en este trabajo, donde las
dietas se formularon con la proporcion proteica y los niveles de aminodcidos
especificos recomendados para este grupo biologico.

En la osmorregulacion, arginina, lisina y leucina estan involucrados en
cambios en la concentracion idnica y debe estar presente en la hemolinfa de
crustaceos en concentraciones apropiadas (Romano y Zeng, 2012).

Dado que se necesita agua y el equilibrio i6nico para el crecimiento,
muchos estudios han demostrado que las concentraciones de aminoacidos
se correlacionan positivamente con la retencion de proteinas y el crecimiento.
Ademas, el contenido de proteinas de la dieta 6ptima necesaria para cumplir
con el requerimiento diario de proteinas debe ser cuidadosamente calculado
en relacion al agua la estabilidad, la alimentacion de las raciones y calidad
de la proteina, teniendo en cuenta que los langostinos son especies de agua
dulce que pueden tener requisitos muy especificos. Puesto que todas las
especies estan adaptadas a condiciones particulares, el cultivo tendra éxito
solamente si se satisfacen los requisitos basicos. Dado que esto varia con
cada especie, el cultivo, y la dieta, cada caso debe ser investigado por
separado. Un estudio que considere el uso de la mejor dieta con muestras
mas grandes o muestras en diferentes condiciones fisioldgicas, se debe
realizar para obtener una mejor comprension de las necesidades de proteinas.
Se requiere mas investigacion sobre el uso de diferentes tipos de proteinas
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de diferentes ingredientes, sobre todo los que estan disponibles en la region
en la que se ejecutara y preparados por diferentes procedimientos de cultivo.
El estudio de la relacion entre la asimilacion de proteinas y el uso de los
aditivos alimentarios también debe ser considerado.

8.3. Experimento lll. Bioensayo con juveniles de M. Americanum
empleando diferentes niveles de proteina y energia en dieta.

En el presente Experimento, se obtuvo buena supervivencia (94.45-
100%) después de 2 meses de cria. Teshima et al. (2006), Goda (2008) y
Kabir Chowdhury et al. (2008) reportan resultados similares para la especie

M. rosembergii. Aunque el canibalismo es una causa importante de baja
supervivencia de crustaceos durante la cria en el laboratorio, especialmente
por el impacto de la nutricion en la frecuencia de muda de los langostinos,
esto se ha evitado con la adicion de refugios (tubos de PVC) en cada tanque
(Mambrini y Guillaume, 2011; Méndez-Martinez et al., 2016). El nivel
optimo de proteinas en la dieta de los langostinos es influenciado por la
proteina de la dieta, el balance energético, la composicion de aminoécidos
y la digestibilidad de la proteina en las dietas.

Las dietas con relacion P/E (18:1), con 35% de CPy 10 % de L mostraron
los mejores resultados en términos de crecimiento y rendimiento productivo.
El factor de conversion alimenticia fue mas eficaz (1.81) en el tratamiento
con 18 mg PC kJg, y no excedi6 2.08 para ningln tratamiento. Resultados
similares ocurrieron con M. nipponense juvenil (Zhang et al., 2008; 2016),
M. tenellum (Espinosa-Chaurand et al., 2012) y

M. idae (Sundaravadivel et al., 2015). Cualquier relacion dietética
inadecuada de P/E resulta en una menor utilizacion de proteinas y
energia. En juveniles de langosta de agua alimentados con diferentes
proporciones de P/E en la dieta no se observo diferencia significativa
en el consumo de alimento, pero la diferencia significativa fue respecto
al FCA (Cortes Jacinto et al., 2005). En estudios indicados por Zhang
et al. (2016) que M. nipponense se encontré como optimo la dieta que
contenia el nivel de la relacion P/E 16.4:1. Pezzato et al. (2003)
informaron que una relacion P/E dieta de 23.3:1 (re-calculado) para
PL M. amazonicum, tenian el mejor FCR. Concluyeron que los indices
de crecimiento y la utilizacion de alimento del langostino M.
amazonicum dependen estrechamente de los contenidos de proteina y
energia de la alimentacion.
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La relacion optima P/E para el crecimiento de M. rosenbergii juvenil
fue reportada por El-Kholy (1995) que debia ser de 19.4:1 22:1. Sin
embargo Zaki et al. (2002) encontraron que una dieta que contenia una
relacion de P/E 23.2:1 (re-calculado) apoyaba el crecimiento mas rapido
para juveniles de langostino malayo. Mitra et al. (2005) informaron que
las dietas isocaloricas de 13.4 MJ kg-1 que contenian CP de 3540%
(relacion P/E calculada de 26.1 a 29.9 mg PC kJ-1 g-1) eran adecuadas
para el crecimiento de M. rosenbergii en sistemas de agua clara que no
contienen alimentos naturales. Teshima et al. (2006) estudiaron el nivel
de proteina necesario para el mantenimiento y el incremento de proteina
corporal para M. rosenbergii y mostraron que las dietas que contenian una
relacion P/E de 20.7:1 (recalculada) eran 6ptimas para el crecimiento del
langostino. Goda (2008) concluyo que una dieta que contenia una relacion
P/E de 17:1 apoyaba el mejor rendimiento de M. rosenbergii. Sin embargo,
los anteriores resultados contradictorios pueden atribuirse a la variacion
de la proteina alimentaria y la energia alimentada, etapa de la edad del
langostino. En nuestro estudio, los mejores resultados de FCA, se
obtuvieron a una menor relacion de P/E (18:1), lo que es coherente con lo
informado por Chuntapa et al. (1999), que el consumo excesivo de lipidos
puede reducir el consumo de alimento debido a la excesiva energia
alimentaria.

En nuestro estudio, la tasa de crecimiento se encontré de 2.10a 1.79, la
mas lenta fue en el tratamiento con 20 mg PC kJ-1 g-1 (35% PCy 10% L).
El bajo incremento de peso puede deberse al uso de las reservas de energia
debido a los procesos fisiologicos que se producen durante la ecdicis,
estructuras con quitina como: mandibulas, quijada y dientes del molino
gastrico, los cuales no son funcionales debido a que se han regenerado
recientemente y son blandos, causando limitaciéon en la articulacion
mecanica para el proceso de alimentacion.

Una preocupacion adicional son las dietas que tienen bajo contenido
de lipidos. En estos casos, la proteina en la dieta o en los tejidos se
canaliza para producir energia para satisfacer las necesidades de energia
mas que para el crecimiento (Koshio et al., 1993). Yu et al. (1990) y
Rodriguez-Gonzalez et al. (2014) muestran que los crustaceos obtienen
facilmente energia del catabolismo de los aminoacidos en lugar de los
carbohidratos, pero si estan disponibles los lipidos siguen siendo la
principal fuente de energia.
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Varios estudios también han demostrado que la energia dietética
adicional proporcionada como lipido puede tener un efecto limitado en la
eficiencia de la utilizacion de proteinas (D’ Abramo y New, 2000), y puede
afectar seriamente la tasa de crecimiento de animales cultivados bajo
condiciones especificas. Se sabe que el exceso de lipidos en la dieta afecta
adversamente las funciones metabdlicas normales y disminuye el crecimiento
y la supervivencia (Xu et al., 2013; Rodriguez Gonzalez et al., 2014). Por
lo tanto, un exceso de energia contenido en la dieta causara una disminucion
en la ingesta de nutrientes, o conducirad a deposicion excesiva de grasas en
el langostino; mientras que con una baja densidad energética en la dieta, el
langostino usara los nutrientes que se ofrecen en la racidén para cubrir sus
necesidades energéticas en lugar de canalizarlas para la sintesis de tejido y
por lo tanto para el crecimiento. En nuestro estudio, el contenido calérico
vari6 de 18 22 MJ g-1, que esta en el rango recomendado para la mayoria
de los crustaceos para NRC (2011). Los resultados del presente estudio
demostraron que se present6 una relacion entre el desempefio del crecimiento
y el nivel de lipidos en la dieta, lo que indicé que habia niveles especificos
de lipidos en la dieta requeridos por las especie.

En general, las diferencias en la relacion P/E optima pueden existir entre
las especies y las etapas de vida y la proteina desempefia un papel importante
en el crecimiento de las especies de langostinos (Kabir-Chowdhury et al.,
2008; Davassi, 2011). La optimizacion de la relacion P/E es ampliamente
aceptada como un medio para ahorrar proteinas. Una disminucién de la
relacion P/E se logra reduciendo los niveles de proteina en la dieta con o sin
un aumento concomitante en el suministro de energia no proteica en la dieta
y se demuestra que es extremadamente eficiente para mejorar la utilizacion
de proteinas (nitrégeno).

Un mayor valor de las relaciones de eficiencia proteica indica una mejor
calidad proteica. Los resultados mostraron relaciones de eficiencia proteica
de 1.20 — 1.52%, que se correlacionaron con la proporcion de conversion
alimenticia. Menos proteinas de la dieta (35%) fue significativamente mas
eficiente en langostinos para la sintesis de proteinas (TEP y RP), que es
coherente con las observaciones de Zaki et al. (2002) para M. rosenbergii y
Pezzato et al. (2003 ) para M. amazonicum. RP disminuy¢ significativamente
con el aumento de los lipidos de la dieta y lo mismo para el nivel de proteinas
en la dieta. Un componente de la proteina dietética puede ser metabolizado
por energia cuando los nutrientes dietéticos de los carbohidratos y los lipidos
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no se mejoran o no se utilizan adecuadamente (Hou et al., 2014). Yu et al.
(1990); Benitez-Mandujano y Ponce-Palafox (2014) indicaron que el exceso
de proteina se metaboliza en lugar de utilizarse para el crecimiento y que la
proteina dietética a un nivel bajo podria ser utilizada eficientemente para la
sintesis de proteinas en langostinos. La conversion ineficaz de la proteina en
crecimiento refleja el catabolismo continuo de la proteina para la energia,
en ausencia de cualquier efecto proteico de las proteinas a niveles altos de
proteina (Tacon, 1987; D’ Abramo y New, 2000).

Los langostinos juveniles alimentadas con dietas con niveles de lipidos
(6%) y proteinas (35%) mas bajas, dieron como resultado un aumento
significativo de la RL en comparacion con las otras dietas. Este resultado
puede deberse a que los langostinos alimentados con dietas con los niveles
de lipidos y proteinas mas bajos tuvieron un mejor rendimiento de
crecimiento y la RL mejor6é de manera correlacionada. En nuestro estudio,
los lipidos de 10% fueron 6ptimos para las especies en sistemas de agua
clara. Los juveniles de cauques alimentados con una dieta de relacion P/E
(17:1) probablemente no tuvieron suficiente energia disponible para ahorrar
todas las proteinas para la formacion de tejidos, dando como resultado una
reduccion del crecimiento. En algunos estudios con langostinos (Yu et al.,
Goda, 2008; Zhang et al., 2016) se ha observado una disminucion en el
aumento de peso mas alla de la relacion 6ptima P/E, donde la reduccién en
la retencion de la proteina sintetizada parece ser una consecuencia del
exceso de proteina dietética sobre la energia dietética (Huo et al., 2014). En
los crustaceos este desequilibrio resulta en una mayor degradacion de
proteinas y menor retencion de proteinas sintetizadas (Cortés-Jacinto et al.,
2005). Ademas, se ha afirmado que los altos niveles de lipidos podrian
reducir el crecimiento de los langostinos (Goda, 2008; Benitez-Mandujano
y Ponce-Palafox, 2014). Similar reporte fue hecho por Cortés-Jacinto et al.
(2005); Ward et al. (2003), Rodriguez-Gonzalez et al. (2014) donde un
aumento en el nivel de lipidos no result6é en una mayor TCE, lo que sugiere
que el extra de lipidos no se utiliza eficientemente como una fuente de
energia para la proteina de ahorro. Ademas, la dieta con altos niveles de
lipidos era lo que podria inhibir la digestion y utilizacion de proteinas, lo
que podria indicar que la funcion de los lipidos en la preservacion de la
proteina es limitada. Sin embargo, los lipidos son extremadamente
importantes en el mantenimiento de la integridad estructural y fisiologica de
las membranas celulares y subcelulares, considerada la mejor fuente de los
productores de energia del cuerpo a través del metabolismo. Proporcionan
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una fuente de nutrientes indispensables y actian como portadores de ciertos
nutrientes no grasos, en particular las vitaminas liposolubles como A, D, E
y K (Ricardo et al., 2003; Saravana-Bhavan ef al., 2010).

Por otro lado, las cantidades excesivas de lipidos en la alimentaciéon
afectaran significativamente la composicion del cuerpo entero de los
langostinos, lo que resultard en un aumento significativo en la cantidad de
grasa corporal, probablemente debido a un manejo metabolico inadecuado.
La concentracion de lipidos, proteinas y carbohidratos en todo el cuerpo
mostrd algunas diferencias significativas en comparacion con dietas
diferentes. No se observaron diferencias significativas en el contenido de
humedad en los analisis de todo el cuerpo. Uno de los requisitos principales
del cultivo del langostino es la transformacion de la proteina dietética en
proteina tisular. La proteina en todo el cuerpo se correlacion6 con el aumento
de la relacion P/E, y el nivel de proteina en la dieta, probablemente a partir
de un aumento en el catabolismo. Otros decdpodos como la langosta de rio
C. quadricarinatus (Cortés-Jacinto et al., 2003) y el camaron L. vannamei
(Hu et al., 2008) tuvieron respuestas similares, que reflejan el efecto de la
relacion P/E y el contenido de proteina y lipidos por los crustaceos. Con
respecto al contenido de carbohidratos en el cuerpo entero se encontraron
mas en el tratamiento que produjo mayor tasa de crecimiento, lo que podria
deberse a que los crustaceos tienen la capacidad de sintetizar carbohidratos
(por ejemplo, glucosa) a partir de sustratos tales como proteinas y lipidos
por medio de la gluconeogénesis (Tacon, 1987; Xiao et al., 2014).

El hepatopancreas se utiliza para monitorear diversas actividades de
salud y metabolismo, el mismo estd compuesto de numerosos tibulos
epiteliales y cada tiibulo constituido por diferentes tipos de células epiteliales
(Franceschini-Vicentini et al., 2009; Calvo et al., 2011; Zhang et al., 2016).
En M. Americanum aun no existe nada reportado al respecto. El presente
estudio histologico del hepatopancreas apoyo las tendencias en el mayor
crecimiento y la utilizacion de alimento con langostino alimentado con
relacion P/E (18:1) con 10% de lipidos dieta. Bajo las mejores condiciones
nutricionales, se observaron células hepatopancreaticas completas, con
estructura bien definida, mientras que aquellas alimentadas con dietas de
nivel lipidico de 14%, mostraron células de forma comprimida o
inconsistente. Los estudios ultraestructurales e histoquimicos realizados
con diferentes especies de crustaceos indican que cada tipo de las célula
tiene un papel especifico en la actividad del hepatopéancreas, incluyendo la
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sintesis y secrecion de enzimas digestivas. En este trabajo, se identificaron
cuatro tipos de células, las células F (fibrilares) sintetizan los granulos de
zimégeno que se exocitan en el lumen de los tubulos y se transportan al
estomago (Al-Mohanna y Nott, 1987; Vogt, 1993); las células F y B (tipo
ampollas) difieren en su localizacion a lo largo del tubulo hepatopancreatico
de M. Americanum cuando se comparan con estudios previos en otras
especies de Macrobrachium (Franceschini-Vicentini ef al., 2009; Zhang et
al.,2016). Seguin la literatura, estos dos tipos de células son la misma célula
en diferentes etapas de la fisiologia digestiva de algunas especies de
crustaceos (Hu y Leung, 2007; Xiao et al., 2014; Ribeiro et al., 2016), este
tipo celular (F) tiene una alta tasa de sintesis de proteinas y es el Unico sitio
de produccién de enzimas digestivas que se liberan periddicamente después
de la ingestion de alimentos por apocrina, holocrina o secrecion merocrina,
dependiendo de la especie y su estado nutricional (Al-Mohanna y Nott,
1989; Johnston et al., 1998; Lehnert y Johnson, 2002, Hu y Leung, 2007).
La fusién de vesiculas en el citoplasma y la absorcion de nutrientes de la
luz promueven un cambio en la identificacion de las células F a las células
B (Al-Mohanna y Nott, 1989; Lehnert y Johnson, 2002; Hu y Leung,
2007). Las células B son responsables de la digestion intracelular y el
material absorbido se acumula en las vacuolas digestivas. Los aminoécidos
de la ruptura dejan las vacuolas como moléculas difusibles y se transportan
a la célula R y luego a la hemolinfa (Hu y Leung, 2007). El material
soluble es absorbido por las células R, pero la funcion digestiva principal
es llevada a cabo por las células B que asimilan los nutrientes por
endocitosis de sus vacuolas (Al-Mohanna y Nott, 1987; Vogt, 1993; Calvo
et al, 2011). En nuestro estudio, el tamafio y el nimero de células B
aumento significativamente con el nivel de lipidos de 10%, lo que
correspondia con la tendencia del IHS, FCA y enzimas digestivas. Estos
resultados indican que las condiciones nutricionales de los langostinos
alimentados con altos niveles de dietas lipidicas (14%) son mas pobres
que las de 10 y 6% de lipidos.

Esto puede deberse a la limitada capacidad del langostino para utilizar
los lipidos, lo que puede ser debido al caracter hidrofobo de las grasas que
tienden a resistir la digestion. Por otro lado, el aumento de las células B
puede haber facilitado la endocitosis. Estas observaciones difieren de las de
Gibson y Baker (1979) y Caceci et al. (1988) que afirman que son las células
B, la fuente de las enzimas para la digestion extracelular. Johnston et al.
(2003) encontraron que la atrofia del tibulo se producia junto con una
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disminucién de la vacuolacion en las células R, cuando los juveniles de
Jasus edwardsii eran alimentados con una dieta no dptima y se cree que es
una funcion del estrés nutricional. La funciéon de almacenamiento en
hepatopancreas es llevada por las células R. Las células R almacenan
lipidos, trazas de elementos de glucogeno y material de reserva como
glicoproteinas, pero en cantidades menores (Al-Mohanna y Nott, 1987;
Vogt, 1993; Zhang et al., 2016). Estas reservas pueden movilizarse para
proporcionar energia durante los periodos de inanicion y de muda. Al final
del ciclo digestivo Las células E (embrionarias) se dividen por mitosis y
regeneran la pérdida de células B y células R (Al-Mohanna y Nott, 1987).
Las células B estdn implicadas en la deposicion de material fecal por
secrecion holocrina después de la etapa de digestion y asimilacion
intracelular (Vogt, 1993; Ribeiro et al., 2016). El ciclo digestivo en el
hepatopancreas toma por lo menos 24 horas después de la ingestion de los
alimentos. Esto sugiere que un langostino bien alimentado tendrad la
glandula con suficiente quimo para envolver las particulas producidas por
la masticaciéon o digestion primaria realizada en el estobmago para ser
digerido y asimilado.

La morfologia del hepatopancreas en estos grupos era normal, con los
tubulos bien dispuestos, sin embargo, se encontrd6 una diferencia
significativa en el diametro y el area de los tibulos, que se correlaciono6 con
el tamano de las células B. Estas diferencias pueden deberse a la capacidad
variable de utilizar lipidos en los crustaceos. Zhang et al. (2016), inform6
que las células B aumentaron en el hepatopancreas de los tubulos en M.
nipponense a niveles de lipidos mas altos en la dieta. Esto podria indicar
que alta tasa de sintesis y liberacion de enzimas digestivas y antioxidantes
aceleran la movilizacion de nutrientes en los tibulos del hepatopancreas,
por lo que se suministra mas energia para la osmorregulacion para adaptarse
al estrés ambiental.

Las enzimas digestivas juegan un papel central en la fisiologia digestiva
y regulan el ciclo de muda y la tasa de crecimiento de los crusticeos
(Radhakrishnan et al., 2016). La presencia y variaciéon de la proteina y
lipidos en la dieta también pudo estimular de alguna manera las enzimas
endogenas producidas por el cauque. En nuestro presente estudio, la
histologia del hepatopancreas y las enzimas digestivas apoyaron las
tendencias en el crecimiento y la utilizacion de alimento, con langostinos
alimentados con 35% proteina y 10% de lipidos (18:1, relacion P/E). En
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nuestro estudio, la actividad de proteasa, lipasa y amilasa mostro diferencias
significativas entre seis tratamientos, lo que implica que diferentes relaciones
P/E pueden tener una gran influencia sobre la secrecion y la actividad de las
enzimas digestivas, lo que podria haber llevado a una digestion mejorada ya
una mayor absorcion del alimento, seguido por la mejora de la supervivencia
y el crecimiento. Cuando los langostinos fueron alimentados con dietas con
niveles de lipidos inferiores a 10%, la actividad especifica de lipasa y
amilasa aument6 significativamente con el nivel de lipidos de la dieta, lo
que puede demostrar un aumento de la capacidad digestiva de los lipidos.
Sin embargo, la actividad de la lipasa se satur6 a un nivel lipidico dietético
de 14%, pudiendo indicar que la digestibilidad del lipido en esta especie
estaba limitada por las caracteristicas del sustrato de enzima lipasa. Por lo
tanto, esto puede explicar en parte por qué el mayor rendimiento de
crecimiento aparecio con 10% de lipidos. Estos resultados muestran que la
actividad de la amilasa no influy6 directamente en la tasa de crecimiento y
respuesta productiva de M. Americanum. Estudios previos han demostrado
que las actividades de las enzimas digestivas a veces pueden reflejar
directamente la capacidad de absorcion y utilizacidon de nutrientes, pero no
el rendimiento del crecimiento (Muralisankar ef al., 2015; Radhakrishnan et
al., 2015). Estos valores estan en correspondencia con los encontrados en
M. rosembergii, por Radhakrishnan et al. (2016); Mohan et al. (2016) y
Muralisankar et al. (2016).

Los crustaceos decapodos tienen un sistema circulatorio de vaso abierto,
de tal manera que se considera que el transporte interorgénico de nutrientes,
incluidos los lipidos, se realiza a través de la hemolinfa (Rosas et al., 2001;
Zhou et al., 2007, 2010). Sugieren que los lipidos dietéticos altos afectan al
metabolismo lipidico normal de los animales (catabolismo y oxidacion) y el
exceso de lipidos se depositan en el higado y el musculo (Chuntapa et al.,
1999); Cui et al., 2016) y Zhang et al., 2016).

La lipasa y la amilasa pueden ayudar a usar la hidrdlisis que produce
triglicéridos, colesterol y glucosa en el hepatopancreas, que se libera
lentamente en la sangre y luego se utiliza como fuente de energia metabdlica
(ATP) en los tejidos (Zhou et al., 2010, Radhakrishnan ef al., 2016). En este
caso, altos niveles de lipidos pueden actuar y reducir la absorcion de
aminodcidos, lo que conduce a un pobre rendimiento de crecimiento, dado
que los niveles anormales pueden limitar la utilizacion de macro-nutrientes
e inhibir la absorciéon de aminodcidos, péptidos y acidos grasos en el
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intestino, lo que puede perderse a través de la excrecion fecal.

Es bien sabido que los contenidos de triglicéridos, glucosa y colesterol
total en hemolinfa en crustaceos se relacionaron con la salud animal (Huo
et al., 2014). En nuestro estudio, las caracteristicas hematologicas de las
concentraciones de glucosa y colesterol en la hemolinfa fueron
significativamente afectadas por la relacion P/E y los niveles de proteinas y
lipidos en la dieta, y mostraron una correlacion positiva con la retencion y
el crecimiento de lipidos. Coincidiendo con Rosa et al. (2001), sobre que la
condicién nutricional del alimento que afecta la concentracion de glucosa
en hemolinfa. Estos autores asumieron que después de la alimentacion
ocurre un transporte rapido y masivo de moléculas organicas (es decir,
productos digestivos tales como glucosa) del intestino a la hemolinfa.

El colesterol en la hemolinfa se asocia con el nivel de lipidos en la dieta,
lo cual es consistente con los hallazgos previos en otros animales acuaticos
como L. vannamei (Hu et al., 2008), P. clarki (Huo et al., 2014) y M.
Nipponense (Zhang et al., 2016). Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en la concentracion de triglicéridos en hemolinfa entre todos
los tratamientos, esto también fue observado por Huo et al. (2014). El efecto
de las proporciones de P/E en la dieta sobre los constituyentes de la
hemolinfa y la salud del langostino de cauque debe ser evaluada en el futuro.

El analisis de principales componentes (PCA), permitid corroborar la
tendencia observada con el empleo de ANOVA. En langostinos, el contenido
optimo de proteinas y lipidos en la dieta es necesario para satisfacer el
requerimiento diario de P/E debe ser cuidadosamente analizado en relacion
con la estabilidad del agua, raciones de alimentacion y calidad de proteina,
considerando que los langostinos son especies de agua dulce que pueden
tener requisitos muy especificos.

Dado que todas las especies se adaptan a condiciones particulares, el
cultivo tendra éxito solo si se cumplen los requisitos basicos de una especie.
En conjunto, estos resultados enfatizan la necesidad de un estudio adicional
de la composicion de la relacion P/E y la actividad enzimatica extracelular
bajo diferentes practicas de manejo y sugieren la posibilidad de manipular
proteinas y lipidos en la composicion de la dieta que influyan sobre la
actividad enzimatica extracelular para lograr un mejor crecimiento y
desarrollo en el cultivo del langostino de rio M. Americanum.
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9. CONCLUSIONES

Con los resultados de la presente investigacion se concluye que se acepta
la hipotesis planteada, atendiendo a que se encontré que con las dietas
empleadas se alcanzan diferencias en larvas y juveniles de M. Americanum
en marcadores zotécnicos, nutricionales, bioquimicos e histoldgicos.

Las condiciones generales de las evaluaciones experimentales en el
presente estudio fueron satisfactorias, y cumplen con los estandares
definidos para evaluaciones nutricionales en crustaceos.

Las larvas de langostinos alimentados con Artemia enriquecida con C.
calcitrans, mostraron mejor respuesta en crecimiento y supervivencia con
respecto a los demas tratamientos, encontrado poslarvas durante las semana
nueve.

Partiendo de las condiciones experimentales aqui establecidas los
juveniles de M. Americanum alimentados con 37.2% PC se desarrollaron
mas rapido que organismos que fueron alimentados con niveles diferentes
de este nutriente y se corrobor6 por medio del modelo de regresiones de dos
lineas de linea discontinua como requerimiento 6ptimo de PC.

Los resultados revelaron que una relacion P/E en la dieta de 18 mg PC
kJ'EB g'apoya el rendimiento de crecimiento y la utilizacion de nutrientes
dietéticos, para M. Americanum juvenil. Ademads, se logré una proteina
dietética ahorradora con lipidos dietéticos para la dieta que contenia 35%
PC y 10% lipido, pudiéndose establecer como formulacion de alimento
adecuada para M. Americanum. Lo cual también se corroboro por medio de
un andlisis de componentes principales (PCA) utilizando la matriz de
covarianza.
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El langostino de rio M. Americanum, se encuentra
distribuido desde la Peninsula de Baja California,
México a Perq, Isla cocos, Costa Rica, e Islas Galapagos,
Ecuador. Esta especie ha despertado el interés, debido
a sus caracteristicas biologicas y a la necesidad

de considerar especies alternativas para la

acuicultura. Uno de los principales obstaculos
que dificulta su tecnologia de produccion, es
la falta de conocimiento y estudios en el
cultivo larvario y juvenil en los aspectos
nutricionales,pues aun no se conocen los

requerimientos de proteina y energia.
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