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. INTRODUCCION

Los moluscos son organismos sedentarios o de lento movimiento, por lo cual son
susceptibles de ser predados con gran facilidad, esto ha ocasionado que algunas especies se
encuentren amenazadas debido a la intensa explotacion a la que han estado sometidas.
Paraddjicamente se encuentran entre los organismos acuaticos que proporcionan mejores
rendimientos en condiciones de cultivo, sin embargo, actualmente el nimero de especies que se
explotan en sistemas controlados es atn reducido.

Por lo anterior es importante considerar las caracteristicas de las especies que tienen
potencial para ser cultivadas. Tal es el caso de los gasterépodos de agua dulce del género
Pomacea (Pilidae), llamados comunmente caracol manzano, tegogolos, totes o "caracoles
misterio".

Estos gasterdpodos se distribuyen en rios y lagos de agua dulce de las zonas tropicales y
subtropicales de Ameérica. A nivel nacional son explotados en algunas regiones de Veracruz y
Tabasco, representando en la mayoria de los casos una peéqueria local con fines de autoconsumo.

En la actualidad la explotacion de este recurso se ha incrementado, particularmente en la
zona de los Tuxtlas, Veracruz, alcanzando un registro de captura promedio por mes de 40.6
toneladas en 1988 y beneficia econémicamente a 4000 cooperativistas de la Laguna de
Catemaco, Veracruz (Ontiveros, 1989). Esto ha generado un mayor interés por el estudio de este
recurso 2 través de programas enfocados principalmente al mantenimiento de las poblaciones
naturales mediante algunos intentos de cultivo utilizando métodos convencionales (Osorio, 1987;
Martinez y Farias, 1989 y Ontiveros, 1989).

La principal dificultad para llevar a cabo estos trabajos ha sido la escasa informacién
existente sobre aspectos fundamentales de la biologia de este tipo de caracoles, asi como los
pocos antecedentes y experiencias sobre el cultivo de gasterépodos de agua dulce. Esto ha
limitado sin duda el avance en ¢l desarrollo de las técnicas de cultivo que permitan evaluar con
objetividad las posibilidades reales que tiene este recurso para ser explotado a gran escala.

Considerando lo anterior, se decidié orientar el presente trabajo al estudio de algunos

aspectos particulares de su biologia a fin de contar con una base para posteriores investigaciones
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que permitan lograr un avance en el conocimiento de un recurso ‘natural que seguramente tiene

un mayor potencial que el actualmente desarrollado.

Uno de los aspectos de mayor importancia para el cultivo de cualquier especie es el
conocimiento de sus requerimientos nutricionales, ya que el alimento proporcionado en sistemas
controlados resulta ser uno de los principales rubros economicos dentro del costo de produccion,
Por éste motivo una de las fases de este trabajo estd enfocada a conocer el perfil enzimatico con

que cuenta el caracol manzano, para de¢ esta forma establecer las bases para la formulacion de

dietas adecuadas a los requerimientos particulares de la especie.

Il. OBJETIVOS

IL.1 OBJETIVO GENERAL:

Contribuir al conocimiento de la fisiologia digestiva del caracol manzano con miras a

evaluar la factibilidad que ticne este molusco para ser explotado de forma intensiva.

11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Conocer la organizacién del aparato digestivo de la especie a nivel histolégico.

2) Determinar la presencia y actividad de las proteasas del aparato digestivo del caracol

manzano.
3) Establecer la relacién entre los niveles de proteina y energia del alimento, utilizando dietas

puras.
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. ANTECEDENTES

IIL.1 ASPECTOS TAXONOMICOS

La familia Pilidae (Ampullaridae) agrupa 7 géneros de caracoles que se distribuyen en las
zonas tropicales de Asia, Africa y América, estos organismos se caracterizan por ser de agua
“dulce, operculados y con un aparato respiratorio que les permite un modo de vida anfibio ya que
presentan un pulmén y una branquia. Algunos liegan a alcanzar un tamafio considerable (12 cm.)
y por su forma globosa se les ha denominado caracoles manzano, destacando los géneros Pila en
Asia 'y Pomacea en América. los cuales han sido explotados para consumo humano en diferentes
regiones (Banarescu, 1990).

Pomacea es un género que se distingue por las siguientes caracteristicas: opérculo comeo,
sifon largo, canal espermatico interno, huevos con cubierta calcarea y pigmentados que son
depositados fuera del agua y un comportamiento moderadamente anfibio (Michelson, 1961).

El genero Ampullarius era utilizado como sinénimo de Pomacea y en trabajos iniciales
errdneamente se incluian especies de este genero en Ampullaria el cual es un sinénimo de Pila
(Burch, 1982).

Actualmente existe cierta controversia en torno a la identificacion a nivel de especies
debido a que las descripciones existentes estin basadas solo en aspectos morfoldgicos externos
(Rangel, 1988). Algunos autores cdnsideran para México una sola especie (P. flagelata), por lo
cual se han redlizado estudios citogenéticos con la intencion de establecer posibles sinonimias
entre las especies mencionadas (Diupotex, 1993).

A lo anterior se agrega el problema generado por la introduccién de especies exoticas con
fines ornamentales y de acuacultura, registrandose al menos la introduccion en Norteamérica de
P. bridgesi y P. canaliculata (Burch, 1982; Neck, 1986).

Debido a lo expuesto se decidio denominar a los organismos en este trabajo a nivel de
género, mientras que las citas y antecedentes mencionaran el género y especie referidos por los

autores.
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L2 CULTIVO DE GASTEROPODOS
I11.2.1 IMPORTANCIA DE LOS GASTEROPODOS EN ACUACULTURA

Como se mencioné anteriormente el numero de especies de gasteropodos que son
cultivados es muy reducido siendo el abulén (Haliotis spp.) el principal organismo de este tipo
que se registra en la literatura sobre acuacultura. La disminucion de las poblaciones naturales y el
alto precto que alcanza en el mercado este molusco son los principales factores que han
impulsado la investigacion para desarrollar su cultivo. Otro gaster6podo comestible que tambien
ha sido cultivado ¢s Murex trunculus, el cual es a su vez sujeto de una intensa pesqueria frente a
las costas de Tunez y desde hace algunos afios se engorda en el lago de agua salobre Bizerata
(Bardach ef al., 1986).

En México se encuentran en desarrollo investigaciones para el cultivo del caracol del
Caribe Strombus gigas (Rodriguez et al., 1991) con importantes avances , asi como ¢l cultivo del
caracol de tinte Purpura pansa (Escalante ef al., 1993; Flores et al., 1993).

Los anteriores ejemplos se refieren esencialmente a gasterépodos marinos mientras que
en lo que concierne a caracoles de agua dulce los trabajos son alin escasos. Vale la pena
mencionar el desarrollo de algunos esfuerzos de cultivo con fines de investigacion, como en el
caso de los caracoles de la familia Thiaridae (Maleeva et al., 1990) los cuales s¢ han utilizado

como competidores de caracoles vectores de enfermedades.
111.2.2 CULTIVO DEL CARACOL MANZANO

El cultivo del caracol manzano atin no es una actividad establecida, a pesar de una serie
de intentos y estudios que se han venido realizado (Tabla 3.1), los cuales han sido interrumpidos
por diversas causas. Las experiencias mas conocidas a nivel mundial son el resultado de la
introduccién de Ampullaria gigas en el sur de China, via Hong Kong en 1982, siendo cultivado
en estanques, tanques de concreto y zanjas. De igual forma fué introducido en otros paises de

Asia al generar gran interés por su cultivo debido a que podia prosperar répidamente en tanques o
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en pequefios contenedores, alimentarse de material vegetal, reproducirse en los contenedores de
cultivo y crecer en poco tiempo. Sin embargo este interés fué solo temporal debido al poco
control que se ejercid al ser introducido en los campos de cultivo de arroz pasando
posteriormente a ser considerado como plaga para este cultivo (De Silva, 1989).

Similar suerte tuvo la introduccién de Pomacea canaliculata en Filipinas en 1983-84 el
cual empezo a ser cultivado con la finalidad de producir aiimcnto para el hombre debido a su alta
y rapida produccion de biomasa, sin embargo, la falta de control produjo consecuencias
ecoldgicas y econdmicas negativas principalmente sobre los cultivos de arroz. Una forma
practica de solventar este problema fué la propuesta por Bombeo-Tuburan et.al. (1994) quienes
sugieren la utilizacién del caracol manzano como ingrediente en. la formulacién de dietas para
camardn (Penaeus monodon) considerando su alto contenido de proteina (54%), la calidad de sus
lipidos, destacando su perfil de dcidos grasos poliinsaturados (18:2n-6, 18:3n-3 y 20:5n-3) los
cuales resultan esenciales para P. monodon y su indice de aminodcidos esenciales (EAAI)} de
0.84 con respecto al camarén. De esta manera se ha logrado obtener buenos resultados en
crecimiento de camarén al combinar el caracol manzano con fuentes pocoe onerosas de
carbohidratos (cassava o maiz).

Pomacea urceus es una especie nativa de Sudamérica la cual es capturada para consumo
humano lo que ha propiciado el establecimiento de um mercado local bien establecide en
Trinidad. Sobre esta especie se han realizado estudios sobre diferentes aspectos bioldgicos
dirigidos a evaluar su potencial como especie de cultivo. Los resultados de campo han mostrando
caracteristicas favorables en cuanto a talla alcanzada (85 a 135 mm) (Lum y Ramnarine, 1988;
Lum, 1989) y la velocidad de crecimiento (8.3 mm/mes) (Lum y Ramnarine, 1988) hasta 13.5
mm/mes (Burky, 1974; Lum, 1989), ademas de depender de una dieta predominantemente
herbivora (Andrews, 1965). Sin embargo. los resultados en laboratorio, principalmente los
concernientes a la velocidad de crecimiento (1.7 mm/mes) fueron inferiores, lo cual fue
atribuido a una dieta inadecuada que consisti6 de restos de vegetales de consumo humano, asi
como a un inadecuado sistema de cultivo (Lum, 1989). Por otra parte la falta de estudios para
producir crias durante todo el afio (ya que esta especie se reproduce naturalmente después de un
periodo de estivacién) (Lum y Kenny, 1989) y falta de experiencias ¢ interés en producir un

sistema de cultivo adecuado para estos organismos ha frenado el avance en el cultivo de esta
5
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especie. De aqui que sea definitiva la seleccidn de un régimen alimenticio adecuado y un sistema
de cultivo bien disefiado y funcional.

Los estudios para cultivar caracoles del género Pomacea en México se iniciaron con los
trabajos de Sautto y Parra en Yucatan a principios de los 80's (Ontiveros, 1989), seguidos por lo
efectuado por Valdes y Aguilera (1986) quienes destacan la velocidad de crecimiento, el
potencial reproductivo y la capacidad de adaptacidn a diferentes alimentos como caracteristicas
importantes para el cultivo. Posteriormente se han llevado a cabo una serie de estudios,
realizados principalmente en Veracruz, con la finalidad de fomentar el cultivo de estos
organismos, sin embargo, estos han carecido de una continuidad y los antecedentes sobre

biologia y cultivo que presentan son atn escasos, limitando por este motivo el avance.

Tabla3.1- Estudios sobre cultive y crecimiento del Caracol manzano

P. urceus Crecimiento en campo Alimento natural Estimado de 13.5 Burky, 1974
mm/mes
P. flagellata Cultivo en estanques === -~ Sauto,1983
P. flagellata Crecimiento - --- Alonzo, 1984
P. paludosa Crecimiento en Alimento p/peces Peso estimado de 60 g. Valdes y
laboratorio en 15 meses Aguilera, 1986
P. urceus Crecimiento en campo Alimento natural 8.3 mm/mes Lum y
Ramnarine, 1988
P. urceus Crecimiento en Restos de hortalisas y {Laboratorio 1.7 mm/mes] Lum, 1989
laboratorio y campo alimento natural Campo 13.52 mm/mes
P. patula Estanques rusticos  jLechuga, alfaifa y berro 5.5 mm/ mes Martines y
Farias, 1989
Pomacea sp. | Cultivo en jaulas dentro Lechuguilla 5.3 mm/mes Ontiveros, 1989
de estanques de Tilapia (Pistia sp.)
P, canaliculata Crecimiento en 3 dietas en agar y Sin diferencias entre Estebenet y
laboratorio lechuga fresca dietas. Estimado de | Cazzaniga, 1992
6.3 mm/mes
P. bridgesi Crecimiento en Dietas con 30% proteina 7 mm/mes Benavides, 1994
laboratorio
P. patula Laboratorio, tanques de Ipomea aquatica, Estimado de 28 kg/m’ en| Asjain y Olguin,
plastico 133 dias 1995
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I11.2.3 OTROS ESTUDIOS CON EL CARACOL MANZANO

Varios aspectos sobre la biologia del caracol manzano de interés fundamental para el
cultivo han sido desarrollados en diferentes trabajos (Tabla 3.2). El rapido crecimiento de los
caracoles manzano en combinacion con otras caracteristicas como la adaptacion a diferentes tipos
de alimento, principalmente de tipo vegetal y su gran voracidad, ha propiciado que sea
considerado como un agente eficaz de control biolégico de malezas acudticas. A este respecto se
ha estimando que un caracol adulto de Ampullaria canaliculaia puede llegar a consumir un
promedio de 14.54 g de maleza diariamente (Cazzaniga, 1981). Sin embargo, una serie de
problemas entre los que destacan las malas experiencias sobre cultivos de arroz en los lugares en
donde ha sido introducido, aunado al riesgo potencial de difundir con ellos larvas de treméatodos
que pueden afectar al hombre o animales domésticos, asi como los escasos ensayos de esta
prictica que permitan tener resultados predecibles ha producido que su utilizacion se encuentre
muy limitada (Cazzaniga y Estebenet, 1985).

Otro uso que se ha propuesto para los caracoles manzano es su utilizacién como control
biolégico al actuar como competidores y depredadoies de otros gasterdpodos transmisores de
enfermedades (Cazzaniga, 1990).

En los estudios que aparecen en la Tabla 3.2 se muestran una serie de resultados que se
pueden apreciar las caracteristicas favorables del caracol manzano como organismo de cultivo.
Entre los aspectos reproductivos destacan el almacenamie-nto de esperma, las particularidades de
los huevos en cuanto al tamaiio, resistencia, tiempo de incubacién y eclosion sin fases larvarias.
Mientras que los estudios de habitos alimenticios y control de¢ malezas muestran la amplia gama
de tipos y formas de alimentos a los que pueden adaptarse, asi como la capacidad de ingerir
grandes volumenes de vegetales. Los estudios de poblacionés y respiracién muestran la
capacidad de adaptarse a densidades elevadas caracteristicas de los cultivos intensivos. Por otra
parte una serie de trabajos- sobre aspectos fisiologicos durante la estivacion de P. urceus

muestran la posibilidad de soportar condiciones desfavorables, lo que los hace especialmente

resistentes a las condiciones de manejo en los cultivos.
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Tabla 3.2 Estudios relacionados con el caracol manzano.

P.urceus Reproduccidén Temp. 29°C; pH 6.6-7.1; O, 6-10 ppm; | Travieso y Miranda,
125 huevos p/puesta; alimento vegetal 1971
P. urceus Reproduccion Huevos grandes(11.5mm) y eclosién Burky, 1972

rapida, ventaja para estivacion.

Reproduccién Dimorfismo sexual en apertura de Cazzaniga, 1990
concha y operculo.

P. canaliculata

P. canaliculata Reproduccién IAlmacenamiento de esperma por un mes, Estebenet y
jteroparo a temperatura variable. Cazzaniga, 1993
Ampullaridae Habitos alimenticios Eurifagos rusticos con uniformidad Cazzaniga Y
autoecologica Estebenet, 1984
P. fagellata Habitos alimenticios Aparato digestivo con gl salival, gl Rangel, 1988

digestiva y 3 regiones de intestino

P. canadliculata Habitos alimenticios Adultos consumen 8 a 24 g de Chara Cazzaniga, 1993
vuigaris por dia

A. canalicuiata | Control de malezas acudticas| Adulto consume g/dia: 12.5 de Chara, | Cazzaniga, 1981
5.6 de Myriophyllum y 4.9 de

Potamogeton.
Ampullaridac | Control de malezas acuaticas Revisidn de antecedentes Cazzaniga y
Estebenet, 1985
P. canaliculata Densidad de poblacion 100 caracoles en 101. durante 11 meses Cazzaniga y
sin efectos en mortalidad. Estebenet, 1988
P. urceus Respiracién Respuesta a baja [O,] con ventilacién del|Burky Y Burky, 1977
pulmén.
P. urceus Estivacién metabolismo aerobio con ventajas Pereyra y Pacheco,
adaptativas al bajo consumo de O, en la 1971
estivacion
P. urceus Estivacién Mecanismos de regulacion de glucogeno| Cedefio et. al., 1971
durante estivacion
P. urceus Estivacién Temperatura Jetal 40-45 °C; puede Burky, et al., 1972
perder 62% de peso en estivacién.
P. urceus Estivacién Utiliza los carbohidratos como reserva Cederto, 1984
P. urceus Estivacion Baja el consumo de 02 y glicogeno; Thomas y Agard,
Anaerobiosis, produce lactato 1992
A. canaliculata Estimacion de biomasa Posible estimar biomasa en base a Guedes et al., 1981
dimensiones de concha y operculo.
P. canaliculata Control biolégico Depredador sobre Biomhalaria Cazzaniga, 1990

peregrina




Carlos Aguilera Gonzalez

1I1.3 NUTRICION
II1.3.1 ESTUDIOS DE NUTRICION EN GASTEROPODOS

Dentro de las recopilaciones mas informativas realizadas hasta el momento se encuentra
la efectuada por Carefoot (1983). Este trabajo refleja los escasos conocimientos existentes sobre
los requerimientos nutricionales para este tipo de organismos (Tabla 3.3). Por otra parte los
estudios realizados hasta el momento son dificiles de comparar ya que existen muchas
diferencias que van desde el tipo de alimentacion enté las diferentes especies, con muchas
variantes dentro de este grupo, asi como del tipo de ingredientes utilizados. Sin embargo se
presentan algunos resultados interesantes entre los cuales destacan la respuesta en crecimiento al
utilizar altos niveles de proteina en dietas para Haliotis spp., asi como la dificultad para
determinar los aminoécidos esenciales en el caso de Aplysia sp., esto a pesar de utilizar dietas a
base de aminoacidos puros, lo cual sugieren como posible explicacién el aporte nutricional por
los microorganismos intestinales, siendo esto probable debido a la especializacion del aparato
digestivo que presenta esta especie para alimentarse de algas marinas (Carefoot, 1983), sin

embargo, esto no es necesariamente valido para otros gasteropodos con diferente tipo de

alimentacion.
I11.3.2 DIETAS PARA CARACOL MANZANO

Los alimentos utilizados para crecimiento de caracol manzano han estado basados
principalmente en materia vegetal fresca (Tabla 3.4), siendo este tipo de alimento el
recomendado por Estebenet y Cazzaniga (1992) en base a un estudio sobre ¢l crecimiento de P.
canaliculata en condiciones de laboratorio. En efecto, estos autores al comparar cuatro dietas,
tres de las cuales fueron a base de harina de pescado, alimento para perro, germen de trigo,
lechuga deshidratada y leche deshidratada y una cuarta dieta que se realizé a base de hojas de

lechuga fresca, proporcionadas ad libitum no encontrar diferencias significativas en el



Fabla 3.3.- Caracteristicas de las dietas utilizadas en estudios de nutricién de gasteropodos
Carefoot, 1983).

.

Alimento

Lymnea Preparado:  Cereal  Cocido cony No Noland &
Stlgllllls Lech uga Leche especiﬁcado Carrll(er, 1946
1pprese
Austrolorhis | Lechuga Seca | Leche en Polve Alginato de Standen, 1951
glabratus (28.5) (14.5) Sodio (28.5)
Austrolorbis Alimento Preparade. Levaduras y Cuitivo de Penicilina Chernin, 1957
glabratus Escherichia  cofi Estreptomicina
falic is discus Harina de Almidon (5-15) Alginato de “Panvitan " Ogine & Onta,
Pescado (20-60) Celulosa sodio (20-60) 1963
PHatiotis discus Harina de Dextrina Aceite de Saya | Alginato de "Panvitan" Ogino & Kato,
Pesc:do (12-64) m Sodio (20) 1964
Delipidada Celulosa (1-2)
(10-60)
Arioh ater Caseina (17) | Almidon (S51.5) | Aceite de olivo Agar (13) C(2) Aureomicina Wright, 1973
(6) Colina(0.4), (0.7)
6Vitaminas(0.1)
, 4 Minerales
(4.5)
Heliotis spp. Harinade | Almidon (15) Alginato de Sagara &
Pescado, Sodio (20) Sagal 1974
Chlorela (60),
Levadura (5)
Haliotis Tetraselmis § Dextrina (15) Alginato de No Koike ef al.,
uberculata | suesica (60), Sodio (20) especificado 1974
Levadura (2) 3)
Aplysia 20 Almidon, 4 Acidos Agar (27.6) | AIM vitamin | Colestcrol Carefoot,
dactviomela | Aminoacidos Celulosa Grasos (2.5) (0.2), 14 (2.5) Extracto 1980
{4.2) (36.2) Minerales de Ulva
(5-8)
Aplysia 20 Almidon, 4 Acidos Agar (27.6) | AIM vitamin } Colesterol Carefoot,
kurodai Aminoacides Celulosa Grasos (2.5) (6.2), 14 (2.5) 1981
(4.2) (57.2) Minerales
(5.8)
Aplysia 20 Almidon, 4 Acidos Agar (27.6) | 14 Vitaminas | Colesterol Carefoot,
decylomela | Aminoacidos Celulosa Grasos (2.5) (0.2), 14 2.5), 1982
(8.3) (52.4) Mineraies Antibioticos
5.8) 0.7)
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crecimiento de los caracoles entre los tratamientos. Esto sugiri6 la utilizacion de lechuga como el
alimento mas apropiado para P. canaliculata.

La utilizacién de materia vegetal fresca tiene la ventaja de resultar mas econdmico que
los alimentos formulados secos, sin embargo, presenta una serie de desventajas al utilizarse en
sistemas de cultivo sobre todo en los de tipo intensivo, entre los que podemos mencionar los
siguientes:

> Los 1mportantes volumenes requeridos (McVeigh, 1994). Esto debido a que este tipo
de alimentos son altos en humedad y bajos en proteina por lo que deben ser consumidos en gran
cantidad para obtener tasas adecuadas de crecimiento. Como una ejemplo de lo anterior vale la
pena sefialar que un caracol manzano puede consumir hasta 23 g de maleza por dia (Cazzai ga,
1993).

> El grado de aceptacion del producto utilizado. A esto podemos agregar que no todos los
vegetales son atractivos para ser consumidos, produciendo diferencias importantes en cuanto a su
ingestién (Cazzaniga, 1981) v tasas de crecimiento bajas a causa de un balance inadecuado de
nutrientes (Lum. 1989).

> Depende de la dispoaibilidad estaciopal de alimento fresco. A titulo de ejemplo
podemos citar el estudio desarrollado por Martinez y Farias (1989) quienes utilizaron alfalfa,
berro v lechuga en un cultivo en estanques rusticos. siendo la fuente de estos alimentos Jos
subproductos de los mercados locales. por lo cual la disponibilidad de estos productos no fué
estable.

» Menor control en el cultivo y problemas sanitarios. Marunez y Farias (1989) utlizaron
estos alimentos en estanques rusticos obteniendo una baja sobrevivencia (4 a 12%), esto en
contra parte a las altas tasas de sobrevivencia en diferentes condiciones de manejo y
hacinamiento demostradas por Cazzaniga (1988). Problemas similares se presentaron al sembrar
el estanque de cultivo con lechuguilla (Pistia sp.) como alimento para el caracol, adicionalmente
se registraron problemas sanitarios debido a la descomposicién de restos vegetales y la
alimentacién tuvo que ser complementada con ot-os vegeteles y alimento para peces (Ontiveros,
1989). '

> Se pueden incrementar los gastos debido al almacenamiento, generalmente por

refrigeracion o congelacion.
11
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» Se presentan variaciones en la composicidn de los productos ¢ sub-productos
(Mendoza, 1993).

Este tipo de problemas son una excepcion en el caso de los cultivos a escala de
laboratorio. Asi, Asiain y Olguin (1995) no reportan inconvenientes at utilizar Ipomea aquatica
fresca como alimento, utilizando contenedores de plastico y con un suministro de alimento
continuo por la oroduccidén a nivel expenimental de esta planta para consumo humano, siendo
logico esperar los problemas anteriores al intentar una produccion de caracol a mayor escala.

En base a lo anterior se hace patente que el avance en el cultivo de caracol manzano
requiere necesariamente el desarrollo de una dieta balanceada que cubra sus requerimientos
nutricionales para permitir el potencial miximo de crecimiento de la especie. Esta aproximacién
en combinacion con la busqueda de nuevos ingredientes que puedan cubrir estos requisitos
conllevard a la reduccion de los costos de elaboracion del alimento.

Un trabajo interesante en este sentido es el realizado por Benavides (1994) quien evalud
diferentes fuentes de proteina cn dicta: secas para piomover el crecimiento en cultivo del caracol
manzano (P. bridgesi). utilizando levadura de cerveza, soya y espirulina en dietas formuladas
con 30 % y 330 keal/100g tomando como referencia un alimento comercial para bagre. De este
trabajo se dedujo la aceptacion de los caracoles de este tipo de alimento asi como la
proporcionaiidad entre el tncremento en la tasa de crecimiento con el alto contenido de proteina,
como lo han sugerido igualmente las observaciones de Ontiveros (1989) al utilizar alimento para
peces. Por otra parte cabe remarcar que se encontraron mejores resultados en crecimiento con las
dietas a base de levadura y soya en los periodos iniciales de la curva de crecimiento, mientras
que en la pane final de la fase exponencial del crecimiento resvlto mejor el alimento para bagre,
aunque las diferencias entre estas dietas no fueron tan marcadas, dependiendo principalmente de
la variedad de caracol utilizada.

Sin embargo. un requisito para evaluar diferentes fuentes proteicas es el conocer el
requerimiento cuantitativo de proteina y energia de la especie ya que al suministrar estos por
encima del requerimiento pueden enmascarar ei aprovechamiento por la especie y las
caracteristicas de la proteina supliendo las deficiencias en alglin aminoacido con el excedente,

evitando que se asimilan aquellos aminodcidos que se encuentran por encima de su
12
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requerimiento, pudiéndose producir inclusive una disminuciéon en el crecimiento como

consecuencia del gasto metabdlico para eliminar este excedente de nutrientes. Por lo tanto el

primer paso en la formulacién de dictas es establecer los requerimientos cuantitativos de de

proteina y energia, siendo estos uno de los objetivos de este trabajo.

Tabla 3.4.- Dietas utilizados para mantenimiento y crecimiento del caracol

manzano.
ESPECIE -} - = DIET/ j RACION-
A. canaliculata | 1YChara vulgaris. 2 Vyriophyllum| ad libitum Consumo diario por  |Cazzaniga. 1-8/
elatinoides: 3)Po.amogenton caracol: 1) 12.5g; 2) 5.6g
pectingaius 3)4.9¢
P.eanaliculata Chara vulgaris ad libitum | Consumo por individuo: 8 |Cazzaniga, 1983
a 24 g/dia
P. canaliculata Lechuga fresca ad libitum - Cazzaniga y
Estebenet, 1988
P, flageliata Lechuga fresca e I Rangel, 1988
Pomacea sp. Lechuga v espinaca - omem Bever y
Borgenes, 1988
P. urceus Brassica chinensis, B. oleracea, ad libitum Crecimiento 1.7 mm/mes Lum, 1989
Colocasia esculenia, Lectuca
sariva, Xanthosoma sagittifolium,
Psidium guajava. Artocarpus altilis
F.pazu!a 1)Alfalfa; 2)Berro: 3)Lechuga ad libitum Mayor crecimiento con Martinez y
alfalfa Farias, 1989
Pomacea sp | Pistia stratiotes, alimento pAilapia|  ad libitum 5.3 mm/mes Ontiveros, 1989
P. cai.aliculata {1 Alimento peces y CaCO, en agary  ad libitum Sin diferencias entre Esteberiet y

2)Germen de trigo, lechuga
deshidratada y leche =1 plvo en
agar: 3)Alimento p/perro en agar:
4)Lechuga fresca

dietas. Crecimiento

Cazzaniga, 1992

P. bridgesi

Dietas co 30% proteina y 33
Kcal/100¢ con sorgo y almidon .

2al § % de

biomasa por -

7 mm/mes con s0ya,
levadura y alimento

Benavides, 1994

P. parula
i P
1

DAlimento p bagre; 2)5piruling: dia p/bagre
3)Sova: 4)Levadura.
Ipomea aquatica ad libitum 1.5g en 153 dias Asiain y Olguin,

1993
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I11.3.3 APARATO DIGESTIVO DEL CARACOL MANZANO

Un aspecto fundamental para el cultivo del caracol manzano es conocer como se lleva a
cabo el proceso digestivo de los alimentos. A este respecto vale la pena hacer mencion de los
estudios de la estructura y funcién dei aparato digestivo de los Pilidos realizado por Andrews
(1965), que describid el intestino de estlos organismos como especializado para una dieta
macrofaga constituida generalmente de angiospermas acuaticas. Con el eséfago medio
modificado en forma de buche para almacenamiento y el estomago dotado de una molleja grande
para triturar, desarrollada a partir de una drea gastrica calcarea, en esta zona, al mismo tiempo
que el alimento es triturado. la marca como el sitio de la digestion extrax]'elular, con enzimas
producidas en la glandula digestiva. No sefiala evidencia alguna de digestion intiacelular en el
mtestino. Mientras que los ductos de la glandular digestiva desembocan en una regién especial
del estomago. el saco estilar mnicia la compactacién de las heces, la cual finaliza en el intestino.
Tampoco menciona evidencias de que la absorcién ocurra en el epitelio intestinal y hace
referencia a que los productos solubles de la digestion son conducidcs dentro de la glandula
digestiva en la caal ocurre la absorcion, siendo complementada por amebocitos dentro del lumen
del saco estilar y del intestino. Por otra parte describe dos tipos de células en la glandula, uno de
los cuales produce enzimas digestivas y absorbe los productos solubles de la digestion, mientras
que €l otro tiene una funcién principalmente excretoria. '

Dentro de estz contexto. Rangel (1988) describid ¢l aparato digestivo con el esdfago
comunicando directamente al intestino el cual divide en tres secciones, una region anterior con
ur ensanchamiento. que comresponde al buche en la descripcion del esofago sefialada por
Andrews (1961). Una secciéon media del intestino caracterizada por ser el lugar en donde

desemboca la glandula digestiva y finalmente una tercera seccton del intestino la cual desemboca

en el recto v ano.

111.3.4 HABITOS ALIMENTICIO®

Una revision sobre los habitos alimenticios de la familia Ampullaridae fué realizada por

Cazzaniga y Estebenet (1984), quienes descmibieron tres tipos de alimentacién para estos

caracoles con varias modalidades:
14
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O Macrofitéfage, que es la principal, basada en el consumo de angiospermas acuaticas,

O Zoofago, que va desde el consumo de caddveres recientes (necréfago estricto) o
maceradores (carroriero) hasta la depredacion.

U Micréfago, que se realiza por raspado de superficies duras o a través de corrientes

ciliares y aglutinacion de particulas con mucus.

I11.4 ENZIMAS DIGESTIVAS

La necesidad de conocer los procesos digestivos de  diferentes organismos susceptibles
de ser cultivados ha generado una serie de trabajos enfocados a caracterizar las enzimas presentes
en este proceso. Uno de los métodos mas cominmente utilizados para este proposito es la
utilizacion de extractos crudos de tejido que actuan sobre substratos especificos, los cuales
revelan la actividad enzimatica mediante la liberacion de colorantes (Erlanger et al, 1961;
Chavira er. al., 1984) o por marcas sobre placas de gelatina o agar, que pueden ser evaluadas ya
sea por observaciones directas (Shear y Pearse, 1963; Lowestein y Ingild, 1976; Sandholm et. al.,
1976) o bien utilizando técnicas mas precisas como ia utilizacion del espectrofotémetro (Baragi y
Lovel, 1986: Munilla v Stark. 1990; Clark et. al., 1986) o Ja purificacion de las enzimas mediante
cromatografia o electroforesis (Massahud, er. .. 1988: Vega er. al., 1993; Wethmar y Kleinow,
1993). 1gualmente es comin llevar a cabo la localizacion a nivel tisular y celular de los sitios de
actividad utilizando cortes histologicos que acttian sobre placas de sustrato (Shear y Pearse,

1963; Hily. 1985 Cousin, 1930).
4.1 ENZiMAS EN GASTEROPODOS
La mayoria de los trabajos efectuados con gasteropodos para determinar la presencia de

proteasas se han basado exclusivamente en un tipo de tejido: la glandula digestiva (Tabia 3.5), lo

cual no descarta la incidencia de otras enzimas proteoliticas nivel intestinal.
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Asi mismo, en estos estudios se han contemplado los valores de pH 6ptimos para las
proteasas reporiadas y de manera general se han reportado los valores normales de pH de la
cavidad intestinal, el cual muestra una correlacién con el tipo de dieta. Se ha establecido un
rango de pH de 5.5 - 6.8 para las glandulas salivales, eso6fago, estomago y glandula digestiva, un

pH de 6.4 - 7.9 para el intestino y un pH de 7.8 - 8.3 para el recto (Vonk y Western, 1984).

Tabla 3.5.- Estudios realizados en gasterépodos para determinar ta

presencia de proteasas segun Vonk y Western (1984). G.D. = Gldndula digestiva,
F.G. = Fiuido Gastrico. )

ESPECIE ENZITIA TEJIDO SUSTRATO pH [t
Murex sp. tndopeptidasa G.D. Caseina 7.6-8.0
Aminopeptidasa G.D. Leucil-Diglicin 7.6-8.0
Dipeptidasas G.D. Glicil-Glicina 7.6-8.0
Carboxipeptidasa G.D. Cloracetil-Tirosina 7.6-8.0
Acnaea sp. GD. Hemoglobina
Nucella sp. Proteasas D). Gelatina 7.5
Tegula sp. ‘ G.D. Caseina
Cellana sp. Proteasas G.D. Gelatina y 52
Caseina
Viviparus sp. Proteasas G.D. Peptona 6.2
G.D. Caselna 83
Philine sp. F.G. 6.0-8.5
Aelidia sp. Proteasas y G.D. 4.0-6.2
Jorunna sp. 2288
Hermisenda sp.  |Quimioinpsina F.G. N-benzoil-tirosina 7.5-8.0
Aeolidia sp. Catepsina D cthil ester (BTEE) 2.0-2.5
Catepsina B N-tosil-arginina methil| 5.6-6.5
ester (TAME) i
Helix sp. Proteasas Ei@. 5.5
Helix sp. Catepsina FiG.
Helix sp. Proteasas Intestino Hemoglobina 2.5,7-8
Achantia sp. Proteasas Intestino 5.6 1
Arion sp. 5.5-6.0
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IV. MATERIAL

Para la realizacion del trabajo se utilizaron ejemplares de caracol manzano (Pomacea sp.)

los cuales han sido mantenidos en condiciones de laboratorio en €l Museo de Historia Natural de
aFCB,UANL.

V. METODOLOGIA

El trabajo se dividio en tres secciones agrupadas de Ja sigutente forma:

A) Descripeion del aparato digestivo a nivel histoldgico.

B} Caracterizacion de proteasas digestivas.

C) Determinacién de requerimientos proteicos en la dieta mediante la iécnica de

dosis-respuesta.

V.1 DESCRIPCION ANATOMICA HISTOLOGICA DEL APARATO
DIGESTIVO DEL CARACOL MANZANO.

Para llevar a cabo esta fase experimental se aliment6 un grupo de 15 caracoles de 2 g. de
peso inicial hasta alcanzar un peso de 5 g con una dieta base, la cual contenfa 30% proteina.
Posteriormente los animales fueron anestesiados con mentol y extraidos de su concha con la
finalidad de separar el aparato digestivo. el cual fué seccionado considerando las siguientes
secciones (Rangel-Ruiz, 1988):

17
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+ El complejo formado por la boca, glandulas salivales y esdfago (seecion anterior).
» La glandula digestiva, la cual se encuentra formando una masa compacta con el aparato

reproductor (ovario o testiculo) (seccidn media).

+ El intestino formado por tres regiones (seccién posterior):
- La regidn anterior que se presenta como un ensanchamiento del tubo digestivo.
- La region media en la cual desemboca la glandula digestiva.
- La region posterior que desemboca en recto y ano.

Una vez separadas las secciones fueron fijadas en liquido de Bouin (Luna, 19) durante un
Jjempo minimo de 24 hrs. Posteriormente las piezas fueron sometidas a un procesd de
deshidratacién v aclaracion con alcohol etilico y xilol y fueron incluidas en parafina (Histotec 56
a 58 °C). Finalmente se realizaron cortes longitudinales v transversales a un espesor de 12 micras
con un microtomo tipo Minot () y los cortes fucron .teﬁidos con las tecnicas a base de

Hematoxilina v Eosina (H v E) v Tricomo de Gabe (TG).

V.1.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRANSITO INTESTINAL

La determinacién del tiemipo de transito intestinal permite establecer la racion destinada a
los organismos v resulta indispensble para contar con un punto de referencia e€n pruebas de
digestivilidad in virro (Morales. 1996). La ingestion de alimentos formulados ha sido estudiada
con la avuda de pigmentos fluorcscentes. los cuales se anaden a las dietas (Morris et ul.. 1990).

Para determinar el tiempo de wansito intestinal se utilizaron 5 caracoles con peso
promedio de 2 g y una longitu de concha de 2 cm. los cuales fueron marcados individualmente
en la concha ¥y colocados en un acuariy de 23 litros. La temperatura se mantuvo constante (26
ek

El alimento suministrado fué el utilizado por Morales (1996) (Tabla 5.1) el cual contenia
un colorante latex fluorescente (magenta vy verde) al 2% de la mezcla. Se suministro una racion
diaria ad libiium. intercalando el color del alimento durante 5 dias y se cronometré el tiempo

desde la ingesuon hasta el momento de niciar la expulsion de heces del color correspondiente.
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Tabla 5.1 Composicién de las dietas utilizadas para determinar el tiempo de transito
intestinal.

INGREDIENTES %
Harina de Pescado 30
Pasta de Soya 5.59
Harina de Camardn
’ Harina de Trigo 47.85
Gluten de Trigo 5
Aceite de Peszado 3
Lecitina de Sova 1.7
Mezcla Vitaminica 0.1
Monofosfato de Sedio 25

Vi CARACTERIZACION DE LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES
ENZIMATICAS DEL APARATO DIGESTIVO.

V.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Se dispuso de un lote de 15 caracoles de 2.0 cm de longitud los cuales se mantuvieron
durante una semana con la dieta base, para ser sacrificados y preparar de manera extemporanea
los extractos. Los caracoles una vez anestesiados fueron disectados a 4 °C, separando la boca,
glandulas salivales y esofago: la glandula digesuva: y el intestino, para elabore: e esta rmanera 3
extractos. Cada region del aparato digestivo fué homogenizada durante 15 manutos con un
Potter-Elveham con 7 ml de buifer Tris - HCL 10 mM (pH 7.3) a 4 °C " postenormente
centrifugados a 8000 g durante 30 min. a Ja misma temperatura. El sobrenadante fué filtvado y
almacenado en alicuotas de 1.5 mil en nitrogenc liquido. Estas fueron utilizadas como extracto
enzimatico en las pruebas para la determinacion de actividad enzimatica.

Adicionalmente se determind la cantidad de proteina en los extractos por el método de
Bradford (1976). Como proteina cstandar se utilizo albumina de suero bovino (BSA) en
concentraciones de 10 a 100 pg en 0.2 ml de buffer Tris-HCI, 10 mM (pH 7.3), las lecturas
fueran realizadas a 595 nm.

19
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V22 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

Se utilizé el método propuésto por Kunitz (1946), modificado por Clark ef al. (1986), cl
cual propone la utilizacién de una solucion al 1 % de sustrato. Dicha solucion se realizo a base de
caseina, ovoalbumina, albimina bovina (BSA) o hemoglobina. La solucion se realizé en
diferentes buffers para obtener el pH deseado. Los buffer utilizados fueron Acetato-HCL, 0.1M en
un rango de pH 1 a 5.2, Citrato-Fosfato 0.iM en pH 2.2 a 8.0 y buffer Carbonato en un rango de
pH de 9.2 a 10.7. El método de preparacion de estos buffers, asi como los utilizados en otras
pruebas se presenta en €l apéndice "A",

La mezcla realizada para la determinacién de la actividad proteolitica consistio en 0.5 ml
de sustrato con 0.5 ml de butfer v 0.1 m] de¢ extracto enzimatico, la mezcla fué incubada a 37 °C
durante un periodo de 1 a 2 hrs. Posteriormente se le agrego6 2 ml de acido Tricloracetico (TCA)
fio at 5% y fué mantenida a 2 °C durante 30 min para detener la reaccion. Ulteriormente se
centrifugd a 3500 rpn. durante 10 ran y se midid la absorbancia del sobrenadante a 280 nm. en
un especirofodmatro Beckinan 700. Un blanco fué preparado en condiciones similares con el
inico cambio en el momento de anadir el dcido tricloracetico, el cual fué agregado a lc mezcla
antes de 1niciar la incubacion.

La actividad enzimatica tué expresada en porcentaje, como actividad relativa en funcion
de la maxima actividad utilizando la absorbancia a 280 nm como una medida directa, o mediante
la comparacion con una curva estindar de tirosina y expresande la actividad enzimatica en este
¢aso. como ia cantidad de tirosina liberada por minuto por mg de proteina en el extracto.

La actividad proteolitica total también se determinéd utilizando azocaseina (Galgani y
Nagayama. 1986) como sustrato en un raneo de pllde 5 a 12. La mezcla de reaccion consistid en
| ml. de azocaseina 0.2% con 1 wil. de buffer Ciuato-Fosfato o Carbonato y 0.1 ml de extracto
enzimatico incubado a 37 °C a diferentes tiempos. Posteriormente se agregaron 2 ml de TCA y se
mantuvo {a mezcla a 2 °C durante 30 min. S¢ centrifugd a 4000 rpm por 5 min. y el sobrenadante

se mezcla en proporcién 1:1 con Hidréxido de Sodio IN. Finalmente se midié la absorbancia a

420 (432) nm.
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La caseina y azocaseina fueron utilizadas a pH S - 12, mientras que para la actividad de
ipo pepsina se utilizé hemoglobina a pH 2 - 5 (Anson, 1938). La ovoalbumina y BSA fueron

utilizadas a todos los rangos de pH.

V.24 ACTIVIDADES PROTEOLITICAS ESPECIFICAS

El procedimiento para cada enzima consistié en mezclar 0.5 ml de sustrato con 0.1 ml de
extracto enzimatico y 0.5 ml de buffer para adecuar el pH. La reaccién se realizé en una celda de
cuarzo. en un espoctrofotometro Beckman DU 630, con controlador de temperatura. Esta se llevo
acabo a 37 °C. La actividad enzimatica fué registrada mediante el cambio en absorbancia durante
10 min. a partir de un valor estabiecido de longitud de onda para cada sustrato. La actividad fué
expresada como unidades enzima (u.e.) por milicramo de proteina en el extracto, siendo
equivalente 1 u.e. a un cambio de 0.001 en absorbancia. La enzimas probadas, asi como los

sustratos utilizados para su determinacion y el método de referencia se presentan en la tabla

(3.2).

Tabla 5.2.- Sustratos y metodos utilizados en la determinacidn de enzimas
proteoliticas.
CENZIMA | . SUSTRATO = BUFFE
Tripsina Na-p-tosil-l-arginina methil Tris 0.1M (pH 7.4) con 247 Hummel (1959)
CaCl- 0.01M
ester (TAME) 0.061M
Tripsina N-benzoil-arginina Tris 30 1M (pH 8.4) con 405 Eclanger (1961)
pNitroamtida (BAPNA) 2mA1 CaCl. 20mM
Quimiotripsina N-benzoil-I-tirosina ethil ester| T8 0.1M {pH 7.4} con 234 Hummel (1959)
CaCl, 0.01M
{BTEE) 0.001M
Quimiotripsina N-glutanil-fenilalanina Tris 50 mM (pH 8.4) con 405 Lauff y Hofer
pNiroanilida {GPNA) 2m\f CaCl. 20mM (1984)
Aminopeptidasa L-leucinamida 0 125 M Tris 0.1M (pH 7.4) con 238 Clark et al. (1986)
CaCl, 0.01M
Aminopeptidasa L-leucina pNitroanilida Tris 3¢ mM (pH 8.4) con 405 Lauff y Hofer
(LNA) 2mM CaCl, 20uM (1984)
Carboxipeptidasa A Hippuril-I-fenililanina Tris-11C1 0.025M(pH 7.5), 254 Folk y Schirmer
0.00iM NaCi0.5M (1963)
Carboxipeptidasa B | Hippuryl-t-arginina 0.004 M | Tris-HC1 0.023M(pH 7.5), 254 |Folk et al. (1960)
NaCl 0.5M
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V.23 ACTIVIDAD AMILASICA

Se determino la actividad amilasica utilizandq placas de agar 1%(w/v) mezclado con una
solucion de almidén al 1%. A las placas de 2.5 mm de espesor se les realizaron perforaciones de
2.5 mm. de diametro en las cuales se depositaron 10 pl. de extracto enzimatico. Las placas se
incubaron durante un periodo de 6 a 24 horas, posteriormente fueron prensadas y tefiidas con una

solucién de yodo para revelar los zonas claras producto de la digestion del almidon por la

amilasa.

’4_
V.3 DETERMINACION DE LOS REQUERIMIENTOS PROTEICOS
POR EL METODO DOSIS-RESPUESTA

V.3.1 CONDICIONES PARA LA REALIZACION DE LOS BIOENSAYOS:

Se efectuaron dos bioensayos para observaur la respuesta en crecimiento de los caracoles a
dietas con diferentes niveles de proteina y encruia. Durante una fase preliminar se compard un
alimento de ongen vegetal con un alimento balanceado combinando en el mismo diseiio
experimental ¢l efecto en crecimicnto de dos raciones de alimento y tres tallas de caracoles. En el
bioensavo principal se utilizaron dietas puras con la finalidad de establecer una aproximacion de
los requerimientos cuantitatuvos de los niveles de proteina y energia. Los bioensayos tuvieron
tna dura;ién de 28 dias con una evaluarion intermedia a los 14 dias

La infraestructura en la cual se llevaron a cabo los bioensayos es la siguiente:

Acuarios de cristal con capacidad de 23 1, equipados con un sistema de agreacién. Se mantuvo
una temperatura promedio de 26 °C. Se lievo a cabo un recambio de agua diario del 80% del
volumen. De manera cotidiana se registro la temperatura, nimero de caracoles por acuario y
cantidad de alimento consumido, el cual fué estimado en base a los restos en el acuario.

Cada tratamiento se inicid con un numero de 30 caracoles repartidos al azar en tres

acuarios, los individuos fueron distribuidos de tal manera que no se presentaran diferencias

i)
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significativas en los pesos de los caracoles entre los tratamientos y entre acuarios, lo cual fué

determinado mediante un analisis de varianza.

Las variables que se consideraron para evaluar los tratamientos fueron las siguientes:

-LONGITUD TOTAL DE LA CONCHA.

-TASA DE CRECIMIENTO

T.C = (Peso Final -- Peso Inicial / Peso Iniciai) (100)

-FACTOR DE CONVERSION ALIMENTICIA.- Definido como los gramos de
alimento consumido, por cada gramo de peso corporal ganado.

¥.C.A. = Alimento Ingerido* / Peso Ganado**

-TASA DE EFICIENCIA PROTEICA (PER).- Definida como los gramos de peso
ganado por gramo de proteina consumida.

PER = Peso Guanado™* / ’roteina Consumida

* Como aliments secc suministrado; ** peso fresco.

Los resultados obtenides fueron analizados estadisticamente, utilizando los paquetes
Statgraphics y SPSS. Para determinar la existencia de eventuales diferencias significativas entre
los tratamientos se realizd un ANOVA con P =0.05 y posteriormente una prueba de comparacion

de medias por ¢l método de Duncan para determinar la existencia de los grupos homogéneos

entre los tratamientos.

V3.2 CRECIMIENTO CON DIETAS ARTIFICIALES.

Se realizo un bioensayo para establecer el efecto en el crecimiento probando dos tipos de
alimento. en combinacidn con la cantidad de alimento diario (racién) y la talla de los caracoles
(Tabla 5.2). El diseno experimental se establecié como un modelo factorial mediante el cual se

probo el efecto de 3 factores principales definidos de la siguiente forma:
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1). Tipo de alimento: Se probaron dos alimentos siendo el primero lechuga deshidratada
{Al), este alimento es recomendado en {a literatura para el mantenimiento de estos organismos
(Estebenet & Cazzaniga, 1992) y el segundo fué un alimento peletizado para peces (A2),
formulado a base de harina de pescado y soya. A estos alimentos se les realizd un anélisis
bromatoldgico (AOAC, 1990 ) para conocer el contenido de nutrientes.

2). Nivel de alimentacion: Se consideraron dos niveles a) 2% de la biomasa (R1) y b)
6% de la biomasa (R2), suministrados en una racion al dia.

3). Edad de los caracoles: se consideraron tres tallas de caracoles al inicio del bioensayo:

|2 talla uno (T1) con una longitud total de la concha de 0.75 cm y un peso promedio de 0.121 g ;
la talla dos (T2) con una longitud de 1.26 cm y un peso promedio de 0.519 g y la talla tres (T3)

con una longitud de 1.93 em y un peso de 1.64 g.

Mediante la combinacion de estos factores se constituyeron 12 tratamientos de la

siguiente forma:

Tabla 5.3 Tratamigntos utilizados para comparar alimentos

" ALIMENTO - A

N (TH 75

(ALYLECHUGA | T1AIRI T2 AL RI T3 AT RI
DESHIDRATADA | TIAIR2 T2 Al R2 T3AlR2
(AZ) ALIMENTO [ T1Aa2nRi T2 A2 Rl T3 A2 R1
 D/PECES - TI A2R2 T2 A2 R2 T3 A2 R2

V33 REQUERIMIENTOS DE PROTEINA Y ENERGIA.

Se elaboraron § diclas puras en base a un disefio de dos factores mediante la combinacidn
de 4 niveles de proteina v dos de cnergia (Tabla 5.4). Se utilizo caseina como fuente de proteina,
dextrina como fuente de carbohidratos, aceite de pescado como fuente de lipidos, carragaenina y

agar como ligantes. sacarosa como atractante (Harada et.al., 1994), celulosa como elemento de
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relleno y una premezcla de vitaminas y minerales. La composiciéh de las dietas sc muestra en la
Tabla 5.5. Los ‘m'veles de energia fueron ajustados a 250 y 350 Kcal/100g de alimento, mediante
variaciones en la cantidad de dextrina, la cual fue ¢stimada en base a los valores de energia
metabolizable de 5 cal/g de proteina, 4 cal/g de carbohidrato y 9 cal/g de lipidos (Shiau y Chou,
1991). Para la elaboracién de las dietas los ingredientes fueron mezclados y peletizados en un

molino de carne para formar pellets de 2mm de diametro y secados durante & minutos a 100 °C.

Tabla 5.4.- Nivel de proteina y energia de las dietas puras. El nUmero entre
paréntesis representa los miligramos de proteina por kilocaloria en el alimento,

%% DE PROTEINA (1) 250 Kealll00g - | (E2) 350 Kcalld
e EIP1 (40) 'E2P1 (28.5)
@20 E1P2 (80) E2P2 (57.1)
P33 EIP5 (120) E2P3 (85.7)
(P4) 40 EIP4(160) | E2P4 (114)

Se utilizaron caracoles con un peso promedio de 1.27g (= 0.52) y una talla de 1.63 em (=
0.23). los cuales fueror distribuidos para alcanzar una densidad de 10 caracoles por acuario de 20
liros para tener una biomasa promedio de 12.7g (=. 1.5) por acuario. Se utilizaron tres acuarios
por dieta. Se comprobé mediante un ANOVA (p < 0.05) la nula existencia de diferencias
significativas en los pesos iniciales entre e intra tratamientos.

La raciéon diaria de alimento fué de 4% de la biomasa, suministrindose en una sola
porcion. tomando como referencia la cantidad utilizada por Benavides (1994), quien marca un
consumo diario del 2 al 8% con dietas con 30% de proteina y 330 kcal./100g durante las tres
fases de crecimiento. Los caracoles fueron pesados cada 7 dias para ajustar gradualmente la

racion de alimento. Diariamente fueron extraidos los desechos mediante recambios de agua del

30% al inicio hasta un 80% al fina! del ensayo.
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Tabla 5.5.- Composicion de las dietas (*gramos de ingrediente por 100g de

EIP1 | EIP2 | EIP3 | EIP4 | E2P1 | E2P2 E2P3 E2P4
250 250 250 250 350 350 350 350

10 2 30 40 10 20 30 40
40 80 120 160 28.5 57.1 85.7 114
11.1 222 333 44 .4 11.1 22.2 333 44 4
43.3 30.8 18.3 5.8 68.3 55.8 433 30.8

Aceitede . | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 2 2.5 2.5
pescado® -~

Celulosa* - | 271 | 285 | 299 [ 313 | 21 | 35 49 6.3
Agar* . 2 > 2 2 2 > >
Carragaenina* | 3 3 3 3 3 3 3 3
Maltosa* - I i 1 ] ! 1 1 1
Vitaminas v 10 it 10 10 10 10 10 10
“Minerales® « |
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VI. RESULTADOS

VI1.1. CARACTERISTICAS DEL APARATO DIGESTIVO

VI.1.1 ANATOMIA DEL APARATO DIGESTIVO

La estructura anatémica del intestino se muestra en la Figura 6.1. En esta se puede
apreciar la masa bucal, la cual presenta dos pares de palpos sensoriales en ¢l exterior, mientras
que en el interior se encuentran lu radula y dos pares de cartilagos con musculos alrededor de
estos. “

I.a masa bucal se continua hacia el eséfago, el cual ias estrecho en su parte anterior y se
encuentra rodeado por las glandulas salivales, mientras que la parte posterior del esofago tiene la
capacidad de dilatasse para almacenar el alimento ingerido (buche). El eséfago se une a la
glancula digestiva sobre la que se forma el estomago el cual produce un doblés del tubo digestivo
con un drea muscular bien definid:. un parte calcérea y una region del intestino anterior en la que
desemboca la glandula digestiva,

La glandula digestiva es ¢l organo de mayor tamafio y se ha reportado que en los
organismos adultos la mitad de la masa llega a ser ocupada por el organo reproductor {ovario o
testiculo) (Andrews. 1965).

El estainago se continua ¢n ¢l intestino siendo este mas delgado en su parte anterior y a
los lados del intestino posterior s¢ encuentran una branquia y el rifdn. para posteriormente

desembocar en ef ano.

VIL.1.2 HISTOLOGIA DI LOS COMPONENTES PRINCIPALES DEL APARATO
DIGESTIVO

Las preparaciones histologicas de la masa bucal muestran zonas queratinizadas
correspondientes a la zona de la ridula (&), la cual se caracteriza por la presencia de una tdnica

muscular bastante prominente (b), un epitelio pseudoestratificado con células caliciformes
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intercaladas entre las células (c). Este epitelio presenta una submucosa discreta de tejido
conectivo (e). Adcmas se se observa tejido cartilaginoso (f) entre el misculo y tejido glandular
() en la parte dorsal (Figura 6.2).

Figura 6.2 Microfotografia de corte longitudinal de {a masa bucal. Aumento 400X,

tincion con Tricomo de Gabe.
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esofago se observa el tejido correspondienie a las glandulas salivales (k). el cual esta formado
por conducies «) v células de upo seroso (m) con apariencia de tejido exadcrino (Figura 6.3).

Figure 2.3 Microfotografia de corig transversal del eséfago anterior. Aumento 100X,
Eosina.
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El estémago esta cubierto por un epitelio de revestimiento cilindrico simple queratinizado
(n) con una tinica muscular prominente (0). El estémago se encuentra junto a la glindula

digestiva en la que se pueden apreciar hacinos glandulares (p) y conductos de secrecién (q)
(figura 6.4).

Fig. 6.4 Microfotografia que muestra corte transversal de estémago y glandula
digestiva. Aumento 23X, iincién con Tricromo de Gabe.

Glandula Digestiva.- En los hacinos de la glandula digestiva (rigura 6.5) se observan

células secretoras v células excretoras. En las células secretoras se aprecian una gran cantidad de
granuios que son piementados por lu Hematoxitina (r), estas células. que se encuentran cerca de
ia luz de los conductos (s). probablemente son las responsables de la absorciéon en fases
alternadas con la secrecian. Las céiulas excretoras (1) se caracterizan por la presencia de una gran
vacuoias, la cual se presenta como una imagen translucida con tincon de Hematoxilina y Eosina

v con el Trnicromo. dentro de esta vacuola se puede apreciar una concrecion dei material de
excrecion (u) ( Figura 6.6).
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Figura 6.5 Microfotografia de gléndula digestiva, Aumento 100X, tincién con

Hematoxilina y Eosina.
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Determinacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

En el intestino no se observaron diferencias histoldgicas marcadas entre las tres regiones
estudiadas (antenior, medio y posterior). El epitelio de revestimiento en las dos primeras
secciones es cilindrico ciliado (v), con pocas células caliciformes (figura 6_.7). Se puede observar
que la zona del intestino postenor el epitelio cilindrico es simple (w) -y que existe un mayor

numero de células caliciformes (x) (Figura 6.8). Se puede advertir que la submucosa es de tejido

conective con abundantes células de apariencia adiposas (y) y la presencia de una tinica

muscular (2).

Figura 6.7 Microfotografia de intestino anterior.
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Figura 6.8 Corte longitudinal de intestino posterior. Aumento 23X, tincién con
Hematoxilina y Eosina.

VI3 TIEMPO DE TRANSITO INTESTINAL.

Los uempos registrados para cada caracol se presentan en la tabla 6.1 en 1z cual se

mu2sua que ¢l tiempo promiedio {ué de 229.8 minutos (Desviacion Estandar 23.13).

Table 6.1 Tiempo de transito intestinal en minutos por organismao.

| Node Caraco! | Dial Dia 2 Dia3 | MEDIA
' ] 187 237 249 2476
2 212 215 105 2073
3 262 235 210 35.6
3 22 210 233 213
N EE 270 | 200 3373
229.8

=23.13

)
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w.erminacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

V1.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL APARATO DIGESTIVO

Vi.2.1 EXTRACTO ENZIMATICO

La extractos obtenides como se indico en el punto V.2.1 del capitulo de Metodologia
fueron mantemdos en nitrdgeno liquido para evitar pérdida de actividad ya que al realizar una
prueba de conservacion se encontré que los extractos presentaban solo 1/4 de la actividad, con
respecto a extractos trescos, al ser almacenados durante 24 hrs. a -10 °C, mientras que la pérdida
de actividad era nula en aquellos almacenados en nitrégeno liquido. Por otra parte, al existir la
eventual posibilidad de variaciones debido a ia condicién fisioldgica en que se encontraban los
organismos. todas los extractos utilizados fueron realizados a partir de un lote inico de caracoles
mantenidos en condiciones similares. 1.os extractos fueron almacenados en alicuotas de 1.5 ml en

nitrogeno liquido hasta su utilizacion.

Determinacion de la concentracion de protefna.- Para determinar la concentracion de
proteina €n el extracto enzimdtico se utilizo el método de Bradford (F976 ). Mediante esta técnica
se determind la concentracién de los extractos enzimdticos los cuales presentaron 0.367 mg de
proteina por ml para extractos de la scecidn anterior del tracto digestivo (masa bucal, glandulas
salivales v esofago): 1.38 ma de proteina por ml en extractos de la seccién media ( glandula

digestiva v estomago) v .41 mg de proteina por ml en extractos de seccion posterior {intestno).

V1.2.2 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL.

Con la tinalidad de utilizar un sustrato que cubriera una gama suficientemente amplia de
los valores de pH se utilizaron dos tipos de albimina: de huevo y albimina de suero bovino
(BSA). Para este efecto se utilizd un buffer Acetato de sodio 0.1M en un rango de pH 1 a 4, un
buffer Citrato - Fosfato 0.2M en un rango de pH de 2.2 a 8 y un buffer Carbonato 0.1M para un
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rango de pH de 9 a 11. Con los sustratos antes mencionados se obtuvo actividad proteolitica total

enuna gama de pH de 1 a 11, siendo mas marcada a pH =2 y pH = 9 como se puede observar en

fa figura 6.9.

Figura 6.9 Efecto del pH en la actividad proteolitica de extracto de aparato digestivo
completo sobre ovoalbuming, incubado durante 2 hrs. a 37 °C,
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Actividad proreolitica dc’du.- La actividad proteolitica a pH acido fué confirmada

utilizando Hemorlobina como sustrato. mediante el método de Anson (193R8), para las diferentes

regiones del tracto divestivo. Se obtuvo una mayor actividad en extractos de la seccion anterior

(boca. esdfago v elindulas salivales) asi como en la seccion media {glandula digestiva y

estdmago), mientras que la actividad en seccidn posterior (intestino) fué muy baja. (figura 6.10)
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Determinacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

Figura 6.10 Hidrolisis de Hemoglobina a pH 2.3 de las secciones del aparato
digestivo en comparacién con pepsina bovina. la reaccién se llevd a cabo a 37 °C durante 1
ht.
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Considerando que la actividad en la seccion media del tracto digestivo (glandula digestiva
v estémago) tfué la mas importante se realizo una prueba a diferentes valores de pH obteniendo

ana maxima actividad en valores cercanos a pH 3 y disminuyendo a pH 4 (figura 6.11).

Figura 6.11 Actividad proteolitica dcida de la seccion media del aparato digestivo
con hemoglobina como sustrato.

Abs 280 nm 08
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Otra técnica empleada para observar la actividad proteolitica a pH 4cido fué la relativa a
la utilizacién de placas de agar utilizando caseina como sustrato adoptando ¢l método de
Lowenstein e Ingild (1976). Con esta técnica fué posible confirmar la actividad proteolitica
icida, a partir de extractos de la seccién anterior (Boca, Glandulas salivales y Esofago) asi como

en la seccion media (Glandula digestiva y estomago) del tracto digestivo (figura 6.12).

Figura 6.12 Placas de agar con caseina incubadas durante 24 hrs. a temperatura
ambiente, con buffer acetato con fuerza ionica 0.1 y pH 3.0. Las dos filas superiores
corresponden de izquierda a derecha a extractos de intestino anterior, medio, medio Yy
posterior, la fila inferior a estandar de pepsina en diluciones 1:1 iniciando con 25 mg/mi.

Actividad proeteolitica neutra vy bésica.- Una técnica similar fué utilizada para observar
la actividad proteolitica a pH neutro (7.4) (figura 6.13) y alcalino (9.0) (figura 6.14) empleando
el método de difusion radial utilizando tripsina como estiandar segiin el protocolo propuesto por

Sandholm er. al. (1976).
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Determinacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

Figura 6.13 Placa de agar con caseina en buffer citrato-fosfato .012 M {pH 7.4)
incubado por 24 hrs. a temperatura ambiente. Las primeras dos filas corresponden a los
extractos de intestino anterior, medio, medio y posterior. La ultima fila corresponde a un
estdndar de tripsina bovina en dilusiones 1:1 de izquierda a derecha con una concentracion

inicial de 0.25 mg/ml.

Figura 6.14 Placa de agar con caseina en buffer tris-HCI 0.01 M {pH 9) incubado
durante 24 hrs a temperatura ambiente. La disposicion de los extractos y estdndar de
tripsina son similares a la figura 6.22. .

V1.2.3. ACTIVIDADES PROTEOLITICAS ESPECIFICAS

La enzimas proteoliticas detectadas se resumen en la Figura 6.15 y fueron de tipo tripsina
¥y quimiotripsina, utilizando dos diferentes sustratos para cada una de estas, tambien se pudo

detectar actividad de tipo aminopeptidasa, mientras que la actividad de tipo carboxipeptidasa no
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fué posible detectarla bajo las condiciones experimentales utilizadas. Todos estos resultados
fueron obtenidos a partir de extractos de la seccion media del tracto digestivo, mientras que para
las otras secciones no se obtuvieron resultados positivos.

Figura 6.15 Comparacion de la actividad de las proteasas ensayadas en extractos de

la seccion media del tracto digestivo. La actividad se expresa en unidades enzima (D
Abs/min) por mg de proteina en el extracto.

TRIPSINA

TAME

BAPNA
QUIMIOTRIPSINA
BTEE

GPNA
AMINOPEPTIDASA
LNA
CARBOXIPEPTIDASAS
APLA L

BzGA L "

TRIPSINA
La actividad de tipo tripsina fué detectada por el método de Hummel (1959), utilizando

TAME (Na-p-tosil-l-arginina methil ester) como sustrato, con un estimado de 22.8 unidades
enzima por mg de proteina en extractos de la seccion media del tracto digestivo (glandula
digestiva y cstémago), mientras que con extractos de las otras regiones del aparato digestivo no
se detectd este tipo de actividad. Por ofra parte utilizando BAPNA (N-benzoil-arginina
p-Nitroanilida) como sustrato (Erlanger, 1961), se registr0 una actividad en extractos de la
seccién media del tracto digestivo con una estimacion de solo 10.64 unidades enzima por mg de
proteina.
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QUIMIOTRIPSINA

Pudo detectarse actividad de tipo quimiotripsina, por el método de Hummel (1959),
utitizando BTEE (N-benzoil-tirosina ethil ester) como sustrato, registrandose 4.35 unidades
enzima por mg de proteina en extractos de la seccién media del tracto digestivo (gléndula
digestiva y estomago). Mientras que al utilizar GPNA (N-glutaril-fenilalanina p-Nitroanilida)
como sustrato (Lauff y Hofer, 1984) se determin¢ una actividad en extracto de la seccion media

del tracto digestivo de 2.12 unidades enzima por mg de proteina.

AMINOPEPTIDASA
Para detectar actividad de tipo aminopeptidasa se utilizé LNA (L-leucina p-Nitroanilida)

como sustrato (Lauff y Hofer, 1984) con el cual se obtuvo resultados positivos en extractos de la
seccion media del tracto digestivo (glandula digestiva y estomago) registrandose una actividad de

14,06 unidades enzima por miligramo de proteina.

CARBOXIPEPTIDASA
No se detectd actividad de tipo carboxipeptidasa en ninguno de los extractos de aparato

digestivo de caracol, lo anterior utilizando HPLA (L-hipuril-fenilalanina) y BzGA
(L-hipuril-arginina) como sustratos para carboxipeptidasa A y B respectivamente (Folk y

Schimer, 1963, Folk et al. 1960).

V1.2.4. ACTIVIDAD AMILASICA.

La actividad de tipo amilasa fué determinada utilizando placas de agar con almidon 1 %,
con buffer acetato de sodio 0.05M (pH 6.0 ) en periodos de incubacién de 6, 12 y 24 hrs. y
‘posteriormente tefiidos con lugol, Mediante este procedimiento se observé mayor hidrélisis del
almidén a partir de extractos del intestino medio (glandula digestiva), mientras que en los

extractos de intestino anterior y posterior fué reducida (Figura 6.16)
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Figura 6.16 Placas de agar con almidén mostrando halos claros producto de la

actividad amilasica de extractos de aparato digestiva y amilasa comercial. a) 12 hrs de
incubacién; b) 24 hrs de incubacién.

a)
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Determinacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

VL 3. REQUERIMIENTOS PROTEICOS

V1.3.1 CRECIMIENTO CON DIETAS ARTIFICIALES

T7IPO DE ALIMENTO

El resultado de los analisis bromatolégicos de la lechuga deshidratada y el alimento para
peces, utilizados en el bioensayo, se presentan en la Tabla 6.2.. En esta se pueden observar
principalmente los niveles inferiores de proteina (menor de la mitad), del doble de energia debido
a la diferencia en proteina y lipidos, asi como un contenido 6 veces mayor de fibra en la lechuga

en comparacion con la dieta peletizada.

Tabla 6.2 Andlisis bromatolégico de los alimentos utilizados, los resultados
se encuentran en porcentaje de materia seca.

Proteina 15.35 34.83

Lipidos 222 3.89

Fibra 12.91 225

Cenizas 11.34 9.09
Carbohidratos 58.18 49.94
Energfa kcal/100g 292.45 408.92

Proteina/Energia mg/kcal 4545 854

Como se puede apreciar en la Figura 6.17 los tratamientos mostraron diferencias
significativas en cuanto a las variables estudiadas al ser comparados mediante una prueba de t de
Student en cuanto a incremento de longitud de la concha (t= -6.23; gl= 30.63; P1000) y tasa de
crecimiento (t= -3.95; gl= 18.66; P£l001) siendo inferior para la lechuga, al mismo tiempo el
valor de conversion alimenticia (t= 6.35; gl= 19.22; P£1000) fue menor en el caso del alimento
para peces lo que indica su mejor utilizacién. Por otra parte no obstante que las diferencias en la
tasa de eficiencia proteica no fueron significativas (t= -1.49; gl= 33.58; Pal45), el alimento
para peces mostrd un PER sensiblemente mas elevado que la lechuga deshidratada.
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Figura 6.17 Respuesta de los caracoles a dos alimentos. Lechuga deshidratada (s}, Alimento
pipeces ().

1, Longitud " T.Crecimiento TCA PER

NIVEL DE ALIMENTACION
Tomando ¢como base una comparacién de medias (t de Student), es posible apreciar en la

Figura 6.18 que la cantidad de alimento suministrado fué un factor que presenté efectos muy
marcados sobre la tasa de crecimiento (t=-2.28; gl= 21.55; P{9009) asi como en el incremento de
longitud de la concha (t= - 4.74; gl= 31.49; P£.000), obteniendo valores m4s altos para aquellos
tratamientos que fueron alimentados con un nivel de alimentacion del 6 % de la biomasa
diariamente. Por el contrario este factor no influyé en la conversion alimenticia (t=-0.11; gl=

32.7; P£.909) ni en la tasa de eficiencia proteica (t= 1.32; gl= 30.28; P4.197).

Figura 6.18 Efecto del nivel de alimentacién en el caracol manzano. 2% de la
biomasa diariamente (ll) y 6% {=).

T.Crecimienta TCA PER
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EDAD DE LOS CARACOLES
Al comparar los resultados de los tratamientos con diferente talla inicial encontramos que

estos presentan diferencias significativas en la tasa de crecimiento (F= 4.26; P§.0225 ) siendo
esta mayor para la talla inicial de 7.5 mm, mientras que entre las restantes dos tallas no presentan
diferencias significativas para esta variable. En ¢l mismo sentido, la tasa de eficiencia proteica
fué mejor (F= 3.37; P5).0464) para las tallas de 7.5 y 12.6' mm. Por otra parte, como se aprecia en

la Figura 6.19, la talla de los caracoles no mostré ninguna influencia significativa sobre el

incremento de longitud de la concha (F=.0054; ; P=).9946) ni en la tasa de conversion

alimenticia (F= 1.854; P).1724).

Figura 6.19 Influencia de la talla inicial en el crecimiento. 7.5 mm (I}, 12.6 mm (=) y 19.3
mm {//) de longitud total de concha.
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Los resultados para cada uno de los efectos principales (tipo de alimento, nivel de
dimentacion y edad de los caracoles) fueron analizados igualmente mediante un ANOVA
multifactorial para determinar la interacciones entre las variables observadas (Tasa de
Crecimiento, Incremento de Longitud de Ia concha, Conversién Alimenticia y Tasa de Eficiencia
Proteica) posteriormente, en el caso de encontrar diferencias significativas los grupos

lomogéneos fueron separados mediante una prueba de rango multiple de Duncan.
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TASA DE CRECIMIENTO

La tasa de crecimiento, expresada como el porcentaje del incremento en peso, fué la
variable que presentd el efecto mas marcado para cada uno de los tres factores que se probaron
(alimento, racion y talla inicial), obteniendose diferencias significativas en todas las

interacciones como se muestra en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3 ANOVA multifactorial de |la tasa de crecimiento.

FUENTE DE VARIACION| SUMA DE GL CUADRADO F P
CUADRADOS MEDIO

Efectos Principales 3189746.021 4 797436.505 1414 000

Talla 918207.341 2 459103.670 81,46 000

Alimento 1406793.674 I 1406793.67 249.6 000 .

Racién 864745.007 1 864745.007 153.4 000

Alimento Vs Talla Vs Racién 989453.421 5 197890.684 35,1 600

Alimento Vs Talla 418164.907 2 209082.454 37 000

Talla Vs Racion 280857.341 2 140428.670 24,9 .000

Alimento Vs Racién 290431.174 1 290431.174 51,5 000

[nteracciones de 3 vias 155515.974 2 77757.987 13,7 .000

Alimento Vs Talla Vs Racion 155515.974 2 77757.987 13,7 .000

Explicados 4334715.416 1 394065.038 69.9 000

Residual 135259.607 24 5,635.82

Total 4469975.023 3s 127713.572

El maximo crecimiento fué alcanzado al utilizar las tallas inicial de 7.5 mm y utilizando

alimento artificial suministrado a un nivel de 6%, como se puede apreciar en la Figura 6.20.
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Figura 6.20 Tasa de crecimiento, expresada en porcentaje del incremento de peso para los
tratamientos con diferente alimento, racién (%) y talla inicial {mm).

TC (%)

1400

Lechuga (2%)

Las medias de los tratamientos y su conformacién en grupos homogéneos (denotados por
literales iguales) al comparar la Tasa de Crecimiento (F= 69.92; P=§.000) se aprecian en Ja Tabla

6.4,

Tabla 6.4 Resultados de Tasa de Crecimiento para tratamientos con diferente
dimento, racién y talla inicial. Las literales iguales denotan la pertenencia a drupos
homogéneas.

95.6%
274.3%
429.3°
1331.32

46



Carlos Aguilera Gonzalez

INCREMENTO DE LONGITUD DE LA CONCHA

No se presentaron diferencias significativas en cuanto al Incremento de Longitud de
concha entre las diferentes tallas iniciales, asi como tampoco al considerar la interaccion entre la

talla inicial y el tipo de alimento. Por otra parte se presentaron diferencias significativas en las

restantes interacciones de acuerdo a la Tabla 6.5.

Tabla 6.5 Anélisis de varianza muitifactorial de la variable incremento de longitud de

concha.
FUENTE DE VARIACION| SUMA DE GL CUADRADO F P
CUADRADOS MEDIO
Efectos Principales 583.6 4 1459 167.59 0.000
Talla 021 2 0.1 0.12 0.889
Alimento 334,28 i 334.28 383.99 g -000
Racion 249.11 1 249.11 286.16 0.000
interaccion de 2 vias 15.63 5 3.13 3.59 0.014
Alimento Vs Talla 0.72 2 0.36 0.42 0.665
Talla Vs Racion 6.98 2 3.49 4 0-032
Alimento Vs Racién 793 1 7.93 9.11 0.006
Interacciones de 3 vias 6.6 2 3.3 3.79 0.037
Alimento Vs Talla Vs Racién 6.6 2 33 3.79 0.037
Explicados 605.83 11 55.08 63.27 0.000
Residual 20.89 24 0.87
Total 626.73 35 17.91

En la Figura 6.21 se aprecian los efectos en los 12 tratamientos, el incremento en longitud
de concha fué mayor para los tratamientos con alimento para peces al 6 % y no se aprecian
diferencias marcadas entre las tallas iniciales con €l mismo alimento y nivel de alimentacion. Por

otra parte, esta variable presenté resultados muy cercanos entre los tratamientos de lechuga al 6

% con los de alimento para peces al 2%
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Figura 6.21 Incremento de longitud total de la concha en mm. para caracoles con
diferente alimento, racién (%) y talla inicial {mm)}.

,,,,,

A Peces (6%)

A. Peces (2%)
Lechuga (6%)

mm 193 Lechuga (2%)

A continuacion (Tabla 6.6) se presentan las medias relativas al incremento de longitud de
laconcha en milimetros y los grupos homogéneos separados por ¢l método de Duncan (F=63.26;

P=0.000).

Tabla 6.6 Medias y grupos homogéneos (literales iguales} de incrementc de longitud
de concha {mm).
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TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

La conversion alimenticia es una variable que no resulté afectada por la cantidad de
alimento suministrado (racion), asi como tampoco por la interaccion de esta con el tipo de

alimento. A continuacién se presentan los resultados del analisis factorial (Tabla 6.7).

Tabla 6.7 ANOVA multifactorial para la tasa de conversién alimenticia.

FUENTE DE VARIACION| SUMA DE GL CUADRADO F P
_ CUADRADOS MEDIO

Efectos Principales 17.18 4 43 26.22 .000
Talla 27 2 1.35 8.22 .002
Alimento 14.48 1 14.48 88.36 000
Racién 0.01 | 0.01 0.06 .804
Interaccién de 2 vias 4.38 5 0.88 5.34 002
Alimento Vs Talla 1.25 2 0.63 3.82 .036
Talla Vs Racion 2.58 2 1.29 7.87 .002
Alimento Vs Racion 0.55 1 0.55 3.33 .081
Interacciones de 3 vias 1.18 2 0.59 3.6 043
Alimento Vs Talla Vs Racién 1.18 2 0.59 3.6 .043
Explained 22.74 11 207 12.62 .000
Residual 3.93 24 0.16

Total 26.67 35 0.76

En la Figura 6.22 se observa que el factor principal que afecta la tasa de crecimiento es el

tipo de alimento, obteniendose mejores resultados en aquellos tratamientos a los que se les

proporciono el alimento artificial para peces.
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Figura .22 Tasa de conversién alimenticia (TCA) de los tratamientos con diferente
aimento, racion (%) y talla inicial {mm).

Lechuga (2%)

Las promedios obtenidos para la Tasa de Conversion Alimenticia y la constitucién los
grupos homogéneos de acuerde a la separacion de medias por el método de Duncan (F= 12.61;

P=0.000) se presentan a continuacion en la Tabla 6.8

Tabla 6.8 Medias y grupos homogéneos, denotados por literales iguales, de
conversiéon alimenticia.

TASA DE EFICIENCIA PROTEICA

La interaccion entre la taila y el tipo de alimento es el factor que no presentad diferencias
ignificativas al analizar la tasa de eficiencia proteica mediante un ANOVA factorial (Tabla 6.9)
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Tabla 6.9 ANOVA multifactorial de los resultados de eficiencia proteica.

FUENTE DE VARIACION] SUMADE | GL | CUADRADO | F P
CUADRADOS MEDIO

Efectos Principales 42.17 4 10.54 6.11 002
Talla 25.56 2 12.78 7.41 .003
Alimento 9.27 1 9.27 5.37 .029
Raci6n 7.33 1 7.33 425 .050
Interaccion de 2 vias 63.83 5 12,76 74 000
Alimento Vs Talla [.01 2 0.51 0.29 .748
Talla Vs Racton 40.3 2 20.15 11.68 000
Alimento Vs Racidn 22.51 1 22,51 13.05 .001
Interacciones de 3 vias 3:2 2 1.6 0.93 408
Alimento Vs Talla Vs Racién 32 2 1.6 0.93 408
Explained 109.21 11 9.93 5.75 .000
Residual 41.38 24 1.72

Total 150.59 35 43

La eficiencia proteica no presentd ningun efecto o tendencia marcado hacia alguno de los
factores analizados, aunque en general se observan mejores resultados con los tratamientos a los

cuales se les suministro alimento para peces en tallas menores (Figura 6.23).

Figura 6.23 Tasa de eficiencia proteica para tratamientos con diferente Alimento,

racion (%) vy talla infcial (mm).

A.Peces (6%)
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Los grupos homogéneos para los valores de PER en los doce tratamientos se presentan a

continuacion en la Tabla 6.10 (F=5.75: gl=; P= 0.0002).

~

Tabla 6.10 Medias y grupos homogéneos (literales iguates) por el método Duncan
{P< .05).
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VL.3.2 REQUERIMIENTOS DE PROTEINA Y ENERGIA

REQUERIMIENTO DE ENERGIA ~

Los resultados obtenidos con dietas puras conteniendo niveles de energia de 250 y 350
kcal/ 100 g de alimento no presentaron diferencias significativas al ser analizados mediante una
comparacion de medias (t de student de dos colas) para la tasa de crecimiento (= -0.02; gl=19.4;
P=0.984), incremento de longitud de concha (t=9.32; gl=19.64; P=({]751), tasa de conversién
alimenticia (&= -1.57; gl= 20.25; P=0.133) y tasa de eficiencia proteica (t= 1.06; gl= 20.6; P=

| §.303) (Figura 6.24).

Figura 6.24 Respuesta de los caracoles a dietas puras con dos niveles de energia.
250 kcal/100g (I} y 350 keal/100g (=).

REQUERIMIENTO DE PROTEINA

El porcentaje de proteina en las dietas puras presenté efectos marcados en todas las
variables observadas, obteniéndose diferencias significativas mediante un ANOVA de una via
(P<.05). De esta forma encontramos que la tasa de crecimiento (F= 12.79; gl= 3, 20; P= .0001)
fu¢ mayor en los tratamientos con 20, 30 y 40 % de proteina con respecto a los tratamientos a los
cuales se les suministro 10%. El incremento de longitud de la concha (F= 16.24; gl= 3, 20; P=

000) fué similar en dietas con 20, 30 y 40 % de proteina, pero superior al tratamiento con 10%.
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La tasa de conversién alimenticia (F= 21.21; gl= 3, 20; P=0.0000) se comporto igual al
incremento de longitud. Por otra parte la tasa de eficiencia proteica (F= 51.15; gl= 3, 20; P=
7.000) disminuyé gradualmente al incrementar el nivel de proteina (Figura 6.25). x

Figura 6.25 Respuesta de los caracoles a dietas con diferente nivel de proteina. 10
% {Il), 20% (=), 30 % (/) y 40 % de proteina (\\). Las medias con las mismas literales
sefalan la pertenencia a grupos homogéneos. [L en mm y TC en Agr.
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Los anteriores resultades para cada una de las variables, también fueron analizados
mediante un ANOVA de una via (P< .05) para los ocho tratamientos y posteriormente se realizo
una prueba de rango miiltiple (Duncan) para separar los grupos homogéneos. Al mismo tiempo

se graficaron los resultados contra la relacion proteina/energfa.

TASA DE CRECIMIENTO

Los resultados en cuanto a tasa de crecimiento presentaron diferencias significativas (F=
7.85; gl= 7, 16; P=(9.0003), obteniendo mejores resultados en los tratamientos con 20, 30 y 40 %

de proteina. Analizando estos datos en base a la relacion proteina/energia (mg/kcal) se observa
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que la tasa de crecimiento se incrementa proporcionalmente con esta relacién hasta una maximo
cercano a los 85 mg de proteina/kcal. disminuyendo posteriormente (Figura 6.26).

Figura 6.26 Tasa de crecimiento en porcentaje de incremento en pesc. A) En los
tratamientos, las literales iguales senalan grupos homogéneos. B) Respuesta en base al

contenido de mg de proteina por kcal en las dietas.
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INCREMENTO DE LONGITUD DE CONCHA
Esta variable presentd resultados con tendencias similares a la obtenida para la tasa de

crecimiento, encontrandose diferencias significativas (F= 15.28; gl= 7, 16; P$.000). Por otra

parte los valores maximos fueron obtenidos con los tratamientos alimentados con dietas

conteniendo 80 y 85 mg de proteina‘kcal (Figura 6.27).

Figura 6.27 Incremento de longitud de concha de los tratamientos con diferente
nivel de energia y proteina. A) medias y grupos homogéneos f{literales iguales para grupes
iguales). B) respuesta de acuerdo al contenido de mg proteina/kcal.
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TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA
Al igual que con las dos anteriores variables se presentaron mejores resultados en cuanto
a la conversién alimenticia para los niveles de proteina superiores a 10 % (F=20.69; gl= 7, 16;

P4.000) obteniéndose los mejores valores en terminos de la relacion proteina energia a partir de

las dietas con 80 mg de proteina por kcal (Figura 6.28).

Figura 6.28 Tasa de conversién alimenticia de los tratamientos con diferente nivel
de energia y proteina en las dietas. A) medias y grupos homogéneos marcados con literales
iguales. B) respuesta de acuerdo a [a relacién proteina/energia.
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TASA DE EFICIENCIA PROTEICA
La eficiencia proteica present6 diferencias significativas (F=55.61; gl= 7, 16; P£.00Q), las

cuales se atribuyen principaimente a los niveles de proteina, obteniéndose resultados ligeramente
mayores (aunque no significativas) en las dietas conteniendo 250 kcal/100g. Por otra parte al
analizar los valores de PER en relacion a los mg de proteina por kecal se observa que tiende a
disminuir conforme aumenta esta relacion (Figura 6.29),

Figura 6.29 Tasa de eficiencia proteica de los tratamientos con diferente nivel de
energia y proteina. A) Medias y grupos homogéneos agrupadas por literales iguales. B)

respuesta en base a la relacién prteina/energia.
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Vii. DISCUSION

VIL.1 DESCRIPCION DEL APARATO DIGESTIVO.

Existen muy escasos trabajos sobre la anatomia interna y en particular sobre el aparato
digestivo de este tipo de caracoles siendo los mas detallados los estudios realizados por Andrews
(1964; 1965; 1965a) y Rangel (1988), motivo por el cual esta discusion se avoca principalmente
_alos resultados expuestos en estos antecedentes.

La radiacion adaptativa de los gasteropodos tiene fundamento en las modificaciones que
ha venido experimentando la masa bucal y principalmente la radula, lo cual les ha permitido
abordar nuevos ambientes y los cambios de alimento que con estos se sucitan (Purchon, 1977).
De esta forma las estructuras presentes en la masa bucal, asi como las variaciones que presentan,
se encuentran directamente relacionadas con el tipo de alimento, de aqui la gran variedad de
adaptaciones que presentan los gasteropodos: raspadores de super.ﬁcie, chupadores de contenido
celular, cortadores de fronda, cazadores béntonicos, carroiieros, ecto y endoparasitos, colectores
de depositos orga’nicos y colectores de materia suspendida (Bames, 1977).

En el caso de Pomacea sp. las observaciones realizadas en el presente estudio, asi como
las efectuadas por Rangel (1988) y Andrews (1965) coinciden con la presencia de palpos y una
estructura radular de tipo teniogloso en la masa bucal lo que concuerda con una alimentacion
herbivora, Sin embargo, estas estructuras al no encontrarse altamente especializadas, les permiten
fener acceso a otro tipo de alimento, tal como lo indican Cazzaniga y Estebenet (1985) quienes
indican las diferentes formas en que estos caracoles pueden adaptarse para explotar diversas
fuentes de alimento disponible. Por otra parte, la radula de tipo teniogloso de los prosobranquios,
la cual esta constituida por un diente central, uno lateral y dos dientes marginales, ha sido
considerado como el tipo de radula que ha tenido mayor exito adaptativo hacia diversas formas
de alimentacion en los gasterépodos (Kohon, 1983).

Las observaciones de las glandulas localizadas en la cavidad bucal concuerdan con la

descripcion realizada por Andrews (1965), quien sefiala que estas facilitan el paso del alimento.

P . 4 v "y . o
Adicionalmente las secreciones de estas glandulas también son utilizadas para aglutinar pequefias
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pirticulas en suspension durante la alimentacion por corriente ciliar (Cazzaniga y Estebenet,
[985). N

Por otra parte la presencia de glandulas salivales, las cuales desembocan en la cavidad
oral, indican que la digestion del alimento inicia desde el momento en que este es ingerido y
triturado por la radula. _

La capacidad de distencion del es6fago con fines de almacenar el alimento se ajusta a la
descripcion de Andrews (1965). No obstante, cabe hacer notar que esta estructura corresponderia
1la descripcién del intestino anterior realizada por Rangel (1988). Cabe sefalar, esta bolsa o
‘buche” ademés de almacenar alimento tiene como funcion regular su flujo hacia ¢l estomago.

La importante tinica muscular y el epitelio queratinizado en el estomago indican que en
gte sito continua la degradacion mecanica del alimento en concordancia con lo descrito por
Andrews (1965), quien ademas sefiala la presencia eventual de granos de arena, por lo cual se
puede asumir que esta estructura es en forma y funcidn semejante a una molleja. Por otra parte en
sta misma regién desembocan los ductos provenientes de la glindula digestiva, los cuales
wanalizan secreciones enzimaticas, lo que permite la digestion extracelular al momento en que el
dimento se incorpora al estdmago. Cabe sefialar que estas secreciones pueden incorporarse al
ilimento desde que este se encuentra almacenado en ¢l eséfago (Andrews, 1965).

Las observaciones del tejido de la glandula digestiva muestran la marcada actividad de
este Organo en la produccion de secreciones digestivas y la excrecion (por el citoplasma granular
de las c€lulas y la presencia en ios conductos de material similar). Por otra parte, Andrews (1965)
menciona que la glandula digestiva es igualmente el principal sitio de absorcion de los productos
solubles de la digestién extracelular, funcién que realizan las mismas células secretoras en fases
dternas.

De acuerdo a las observaciones de los autores antes mencionados el intestino no presenta
evidencias de absorcion de nutrientes, siendo su funcidn principal la acumulacion, compactacion
y conduccion del material no digerido proveniente del estomago (el cual esta formado por las
particulas de mayor tamafno que no fueron digeridas y que pasan al intestino sin entrar en la
glandula digestiva) asi como de los productos de excrecién (se puede notar que las concreciones
vacuolares son conspicuas) expulsados por c€lulas especializadas localizadas en la glandula

digestiva. Sin embargo, el transporte de nutrientes, aminoécidos (Dean et. al., 1987) y
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carbohidratos (El-Shaikh et. al., 1993), a través del intestino a sido demostrado en otros
gasterépodos, aunque solo como un mecanismo secundario, siendo la glandula digestiva el
principal sitio donde se realiza esta actividad.

En la primera seccion del intestino ¢l material tiene una consistencia mas fluida y puede
ser desplazado por movimiento ciliar, pero a medida que este es compactado en forma de pellets,
por medio de la adicion de mucus producido por las c€lulas caliciformes, abundantes en la regién
posterior del intestino, las heces son expulsadas por peristalsis.

De acuerdo a lo anterior podemos resumir ¢l funcionamiento digestivo de la siguiente
forma:

Una vez que el alimento es percibido por los palpos sensoriales este es ingerido, lo cual
se puede llevar a cabo cortando fragmentos de vegetales, raspando superficies duras, ingiriendo
fragmentos de tejido animal proveniente de organismos capturados o en descomposicién o bien
acumulando particulas en suspensién mediante corriente ciliar y adicion de mucus.

Una vez que el alimento se encuentra en la cavidad bucal se le incorpora mucus de las
glandulas que se encuentran en la boca asi como las secreciones provenientes de las glandulas
salivales. Posteriormente el alimento es conducido a través del es6fago anterior, mediante
movimiento ciliar o por peristalsis, hasta el buche en donde es compactado, almacenado, cubierto
por mas mucus , en esta probablemente se le agregan secreciones provenientes de la glandula
digestiva. |

Pequefias cantidades de alimento son conducidas de forma intermitente (con la finalidad
de concordar con la fase secretora de la glandula digestiva) hasta el estomago en donde es
macerado por movimiento de la tiinica muscular y con la contribucion de las enzimas conducidas
hasta esta region se produce la digestion extracelular.

Los productos solubles de la digestion en €l estomago son conducidos hacia la glandula
digestiva en donde son absorbidos.

Las particulas no digeridas en el estomago pasan hacia el intestino las cuales, en conjunto
con los productos de excrecion acumulados en las concreciones vacuolares provenientes de la
glandula digestiva, son compactadas y mediante la adicion de mucus se forman pellets de heces

que son finalmente expulsados por ¢l ano.
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TIEMPO DE TRANSITO INTESTINAL

El tiempo de transito parece estar influenciado por las caracteristicas de la dieta, en
particular por el contenido de fibra (siendo inversamente proporcional al contenido de esta). Por
otra parte también esta relacionado con el tipo y la actividad de las enzimas digestivas de tal
forma que un transito rapido implica la necesidad de enzimas mds especificas y con mayor
actividad (Munilla y Stark, 1989). En este sentido al utilizar una dieta artificial con un menor
contenido de fibra, en comparacién con un alimento vegetal, se incrementa el tiempo de transito,

permitiendo que el alimento tenga un mayor tiempo de digestion.

VIIL.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL APARATO DIGESTIVO

La determinacion de la actividad enzimdtica se ve afectada por una gran cantidad de
factores como son: la edad de los organismos (ontogenesis enzimatica) (Munilla y Stark, 1989;
Baragi y Lovel,1986; Clark er. al., 1986; Lauff y Hofer, 1984; Kamarudin et. al, 1994), el estado
fisiolégico (Munilla y Stack, 1990; Dabrowski et. al, 1992), forma de conservar y obtener el
extracto enzimatico (Chiou er. al., 1991), el tipo de sustrato utilizado (Gildberg, 1988; Jany,
1976), 1as soluciones buffers utilizadas (Jany, 1976), la temperatura y tiempo de incubacién asi
como las concentraciones de las soluciones (Sarath er. al., 1989).

La cantidad de enzimas sintetizadas puede variar de manera independiente y el nivel de
actividad puede verse influenciado por el nivel de alimentacién asi como por la composicion del
alimento (Samain ef al., 1980). En algunos moluscos es conocido que las secreciones de las
células intestinales estin relacionadas con factores ambientales, pudiendo llegar a producir
enzimas en ciertos momentos que pueden no coincidir con el momento en que se preparan los
extractos lo cual trae como consecuencia resultados negativos en la determinacion de las enzimas
(Vonk y Western, 1984).

Considerando lo anterior, se puede estimar que los resultados obtenido hasta el momento

son parciales y estdn dirigidos a tener una idea preliminar sobre la importancia que presentan las
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enzimas proteoliticas en el fisiologia digestiva del caracol manzano. La informacidon mas
confiable con respecto a las propiedades de las enzimas digestivas se obtiene ciertamente a través
de su aislamiento y purificacién. Sin embargo, es dificil aplicar los resultados de la digestién in
vitfro, a menos que se conozca ¢l momento en que aparecen estas enzimas en el proceso
digestivo, el pH en el que se desenvuelven y la procedencia de las enzimas en una seccion del
tracto digestivo. Idealmente, parte de esta informacion se puede obtener por métodos
histoquimicos (Vonk y Western, 1984).

Las enzimas proteoliticas en el caracol manzano no han sido estudiadas hasta el momento
y unicamente Andrews (1965) ha hecho referencia a este respecto, mencionando que ne pudo
determinar su presencia ¢n el intestino de P. canaliculata y cita que Meenakshi (1954) tuvo ¢l
mismo resultado en Pila virens. Sin embargo, no menciona los métodos utilizados para esto y
atribuye lo anterior a la dieta herbivora, en la que los aminoécidos libres en las plantas cubririan
los requerimientos proteicos del animal, por lo cual aparentemente no habria necesidad de estas
enzimas, no obstante no descarta su existencia.

En contraste con lo anterior, la elevada velocidad de crecimiento del caracol manzano, al
ser alimentados con dietas secas con alto contenido de proteina, como ha sido observado por
ofros autores (Ontiveros, 1989; Benavides, 1994) y los resultados de los presentes bioensayos
(VL.3), son un indicio de la mayor capacidad para digerir protefnas mas complejas con respecto a
la necesaria para mantener una dieta predominantemente herbivora. Esto implicaria que el
aparato digestivo podria tener la capacidad para hidrolizar diversos tipos de proteinas, siendo
necesario para esto la presencia de un espectro de mayor amplitud de enzimas proteoliticas. Lo
anterior también viene a ser reforzado al analizar los habitos alimenticios del caracol manzano
descritos por Cazzaniga (1984), quien sefiala como principal alimento las plantas acuéticas y la
amplia gama de héabitos zoofagos que van desde el consumo de cadaveres recientes hasta la
depredacion de peces, crusticeos, larvas de insectos y otros moluscos (Cazzaniga, 1990).

Los resuitados obtenidos en este trabajo muestran la existencia de diversas proteasas,
confirmando el potencial digestivo mencionado anteriormente, contrastando con los resultados

reportados por Andrews (1965), aunque no es posible discutirlos en profundidad debido a que no

menciona los métodos utilizados.
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Por otra parte, la seccion del aparato digestivo en la cual se registré mayor actividad
proteolitica fu€ la glandula digestiva en conjunio con el estémago, siendo estos tejidos en los

cuales se han determinado la mayoria de las proteasas en otros gasteropodos (Vonk y Western,

1984).
VIL.2.1 PROTEASAS TOTALES

La utilizaci6én de una proteina completa como sustrato (e.g. caseina, hemoglobina)
permite evaluar la actividad del conjunto de enzimas broteoliticas presentes en el extracto,
dandonos una idea de la forma en que actian en ¢l organismo vivo. Sin embargo, esta actividad
no se puede relacionar directamente con la forma en que ocurre la digestién ya que existen
condiciones particulares que resultan dificiles de replicar en ensayos in vitro (Sarath er. al., 1989)
entre las que se encuentran la presencia de factores antinutricionales, la cantidad de fibra, el tipo
de reaccion y la diferencias en el nivel de estimacidn, entre otras (Mendoza, 1993).

Por otra parte cada una de las enzimas requiere condiciones particulares para expresar su
actividad al maximo, siendo uno de los principales factores el pH ya que algunas proteasas
presentan actividad solo en rangos muy estrechos. Este aspecto puede ser confirmado al efectuar
la reaccién a diferentes valores de pH pudiéndose observar que en el caso de Pomacea sp., la
actividad proteolitica se presenta en un rango de 2 a 10, no obstante la mayor actividad se
presenta a pH 3. De la misma manera, una actividad proteolitica similar fué determinada a este
pH en Joruna sp., que es un gasteropodo marixio, e igualmente en los gasterépodos terrestres
Aeolidia sp.y Helix sp.

Las proteasas que actuan a pH acido son de tipo aspartico siendo Ja Pepsina y las
Catepsinas las mas comunes y generalmente se atribuye una digestion extracelular para la
pepsina, mientras que las catepsinas se presentan a nivel intracelular, aunque la presencia y
funcionamiento de estas enzimas en invertebrados aun no es muy claro (Gildberg, 1988).

Igualmente se presentd en el caracol manzano una importante actividad en valores
cercanos a pH 9, siendo a estos valores en los que actiian una mayor variedad de proteasas (de
tipo tripsina y quimiotripsina), esto contrasta con lo reportado para la mayoria de los

gasterépodos (7.6 a 8.8) (Vonk y Western, 1984).
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Una actividad proteolitica con un patrdn similar con respecto a los valores de pH ha sido
determinada en los peces Hippoglossus hippoglossus y Scophthaimus maximus asi como en la
langosta Hommarus gammarus (Glass et al., 1989). La actividad proteolitica en un amplio rango
de pH puede ser indicio de una dieta omnivora, lo que significaria una mayor flexibilidad para
tener acceso a una mayor variedad de fuentes proteicas.

Ocasionalmente ha sido reportada la presencia de enzimas de tipo pepsina en
invertebrados acudticos (Dabrowski y Glogowski, 1977; Kimote et. al., 1986; Glass et. al., 1989;
Lam y Pan, 1993), sin embargo, no se ha presentado evidencia de zimogenos de pepsina en
invertebrados y la mayoria de las obs;ervaciones con respecto a esta actividad es posible que este
relacionada con actividad de tipo catepsina D. Aunque la actividad de las catepsinas es
generalmente intracelular, ocasionalmente ha sido propuesta una posible funcién de digestion
extracelular (Gildberg, 1987). Hoyle (1973) encontré dos picos de actividad a pH 2.5 y 5.5 al
exponer caseina con extractos de glandula digestiva de Homarus americanus, sin embargo esta
hidrélisis la atribuye a una posible falsa actividad producida por la inestabilidad de la caseina en
estos valores de pH, no siendo este el caso debido a que se utilizé albumina en estas pruebas para
evitar este inconveniente. .

La actividad proteolitica con caseina ha side detectada en homogenados de tracto
digestivo de peces (Dicentrarchus labrax v Morone chrysops X M. saxatilis) mostrando un
marcado pico de actividad entre pH 9 y 10, siendo atribuida a la accion de enzimas de tipo

tripsina y aminopeptidasa (Eshel er al., 1993)

VII1.2.2 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

TRIPSINA
La tripsina es una endoproteasa de tipo serina que actia sobre el extremo carboxil de los

aminodcidos basicos (lisina o arginina). Esta enzima en conjunto con la pepsina son las
principales proteasas que se encuentran en la mayoria de los organismos. Su papel en la digestién
radica en iniciar la hidrolisis de las proteinas produciendo pequefios peptidos los cuales son

hidrolizados posteriormente por las exoproteasas y dipeptidasas.
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En el caso de los invertebrados la tripsina es la endoproteasa mds comin, conservando
una estructura basica en todos los grupos zooldgicos por lo que es considerada como un puente
entre las serina-proteasas de procariotes y vertebrados (Zwilling y Neurath, 1981). De aqui que
sea probable que la mayor parte de la actividad determinada sobre proteinas completas a pH
alealino en este trabajo y en otros estudios realizados con gasteropodos (Tabla 3.5) , sea debido a
esta enzima.

Por otra parte, la utilizacion de sustratos especificos para evaluar esta enzima (TAME y BAPNA)
ha sido limitada en gasteropodos por lo cual es dificil contar un punto de referencia para
comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo. Aunque la utilizacion de estos sustratos
ha sido ampliamente utilizada en diferentes organismos, algunnos autores discuten sobre la
relacion del TAME acerca de la actividad directa sobre proteinas debido a que este sustrato
presenta un enlace tipo ester, en contraparte al enlace amida presente en el BAPNA al igual que
las proteinas. Sin embargo, la actividad esterolitica ha sido bien caracterizada en las enzimas tipo
fripsina y quiotripsina sobre todo en invertebrados crustaceos (Kim et. al., 1994) por lo cual

puede considerarse como un indicador de este tipo de enzimas.

QUIMIOTRIPSINA

La quimiotripsina es otra endoproteasa de tipo serina que actia principalmente sobre el
extremo carboxil de los aminodcidos aromadticos (Tirosina, Triptofano y Fenilalanina). Las
enzimas del tipo quimiotripsina estdn mas restringidas entre los invertebrados aunque han sido
reportadas en anelidos, insectos y moluscos (Vonk y Western, 1984). En conjunto con la tripsina
son las proteasas responsables del inicio de la digestion en los invertebrados por lo cual era
probable su deteccidn en el aparato digestivo del ¢caracol manzano.

Por otra parte, a pesar de que algunos autores han sefialado la presencia de quimiotripsina
¢n crustaceos aun esta en duda(Gates y Travis, 1969; Glass et. al., 1989). Compensando su
aisencia con una proteasa alcalina de bajo peso molecular que no tiene equivalente con las
enzimas de los vertebrados (Vonk Y Western, 1984; Mendoza, 1993).

La actividad esterolitica de las enzimas tipo quimiotripsina se raeliza utilizando BAEE

mientras que la actividad amidasica ha sido determinado utilizando GPNA, presentandose
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actividad de los dos tipos en el caracol manzano. La diferencia de sustratos explicaria la

diferencia en actividad. ’

AMINOPEPTIDASA

Las aminopeptidasas son exoproteasas que actian sobre el extremo amino de las cadenas
peptidicas y han sido detectadas en varios invertebrados y dentro de estos en el gasteropodo
Murex sp. (Vonk y Western, 1984). Actuan a pH alcalino y su presencia en el caracol manzano
indica que posee un conjunto de enzimas proteoliticas bien establecido. Por otra parte existe la
posibilidad de que esta enzima actue a pH acido ya que se ha reportado en bivalvos actividad de

este tipo de enzimas utilizando L-leucinamida como sustrato a pH de 2 a 4.5 (Vonk y Western,

1984).

CARBOXIPEPTIDASAS

Las carboxipeptidasas son otro tipo de exoproteasas que actuan sobre el extremo carboxil
de la cadena peptidica y también han sido detectadas en otros invertebrados incluyendo a Murex
sp. (Vonk y Western, 1984), por lo cual los resultados negativos para determinar su presencia en
este trabajo no descartan que esta se encuentre fomanao parte del paquete de proteasas del
caracol manzano ya que las condiciones utilizadas en los ensayos se realizaron a un solo pH. con
un tipo de buffer y a temperatura constante, pudiendo estar alguna de estas variables fuera del
rango que permitiera su deteccion. Por otra parte, al igual que la}s aminopeptidasas tambien se ha

atribuido una actividad a pH 4.5 en bivalves utilizando HPLA como sustrato (Vonk y Western,

1984).

VI1.2.3 ACTIVIDAD AMILASICA

-

De la misma forma que las proteasas, las carbohidrasas han sido poco estudiadas en los
gasteropodos y los estudios se han basado principalmente en extractos de la glandula digestiva.
Sin embargo, en base a que muchas especies son principalmente herbivoras (en Helix sp. un 20%

de la dieta natural son carbohidratos (Flari y Charrier, 1992)) se considera que estos organismos
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presentan una amplia gama de este tipo de enzimas. Flari y Charrier (1992), encontraron que
existe una variedad de enzimas responsables de la degradacion de carbohidratos presentes en el
fracto digestivg de caracoles pulmonados, las cuales se encuenfran en el esdfago, estomago,
intestino y gldndula digestiva. De la misma forma se demostré una variedad de carbohidrasas en

¢l gasteropodo herbivoro marino Dolabella auricularia (Ansai et. al., 1991) incluyendo enzimas

que degradan la celulosa (Ansai et. al., 1992).
La digestion de carbohidratos ha sido registrado en todas las regiones del tracto digestivo,

asi en Helix sp. los principales sitios de actividad son el eséfago, el buche, el estomago y el
intestino en este orden de importancia, mientras que con extractos de las glandulas salivales no se
apcontrd actividad (Flart y Charrier, 1992), lo cual es explicado debido a que se observo que la
actividad secretoria de las glandulas salivales es activada por la ingestidn del alimento. Por otra
parte Massahud et. al. (1988) demostraron la presencia de glucosidasas en todos los érganos
digestivos de Biomphalaria glabrata, presentando una mayor actividad con extractos de glandula
digestiva a pH 5.6 a 6.3.

‘ Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en donde se pudo observar mayor
actividad con extractos de ia secciéon media del tracto digestivo (glandula digestiva y estomago).
Por otra parte en este caso solo fué utilizado un sustrato (almidén), por lo cual es necesario
ampliar la gama de sustratos para obtener un panorama mas amplio de la importancia que tienen
estas enzimas en la digestion, incluyendo la probable presencia de celulasas. Sin embargo, esto
requiere de varias investigaciones ya que en algunos casos s¢ ha cuestionado la procedencia de

estas enzimas debido a una probable participacién de bacterias en la digestion de carbohidratos

(Carefoot, 1982; Flari y Charrier, 1992).
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VII.3 REQUERIMIENTOS PROTEICOS POR EL METODO
DOSIS-RESPUESTA. :

Los resultados obtenidos muestran tendencias bien definidas en los pardmetros que se
consideraron en ambos bioensayos, por lo cual se puede considerar de manera general que estos
representan una aproximacién aceptable. lo anterior tomando en cuenta que existen condiciones
muy particulares en el desarrollo de cada bioensayo. En el mismo sentido, las condiciones en que
se realizaron los bioensayos cubrieron los requisitos necesarios para el desarrollo de un
experimento nutricional sin que se presentaran factores que pudieran alterar los resultados (eg.
alta mortalidad) mas alla de los factores considerados en el disefio. La baja mortalidad que se
observo en los dos experimentos, sin ser significativa para ser considerada (menor al 1% de toda
la muestra), fué similar a la registrada en otros experimentos realizados en condiciones de
laboratorio con especies del genero Pomacea (Estebenet y Cazzaniga, 1992; Benavides, 1994;
Asiain y Olguin, 1995), lo cual refleja la capacidad de estos organismos para adaptarse a
diferentes condiciones de hacinamiento. ambientales y de alimentaciéon. Lo anterior quedé de
manifiesto en un experimento disefiado para este efecto por Cazzaniga y Estebenet (1988)
quienes probaron que al tener hasta 100 organismos de P. canaliculata en acuarios de 10 L.

durante 11 meses estos no mostraban efectos negativos en cuanto a sobrevivencia por

sobrepoblacion.

VIL.3.1 DIETAS ARTIFICIALES

TIPO DE ALIMENTO
Los héabitos alimenticios del caracol manzano (Estebenet, 1984) resultan ventajosos para

adaptarse a la ingestion de dietas artificiales ya que estas pueden ser trituradas por laradula y a la

vez las particulas pequefias pueden ser atrapadas mediante la corriente ciliar, evitando de esta
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manera la perdida de estabilidad del pellet en el agua lo cual generalmente representa un
inconveniente mayor en otros organismos cultivados con este tipo de alimento. ‘

El suministro de lechuga deshidratada permitié contar con un alimento de referencia que
al haber sido utilizade en otros experimentos en condiciones similares permite comparar €l
rendimiento de diferentes alimentos artificiales. De esta forma fué posible observar que el tipo de
alimento es el factor con mayor influencia sobre el crecimiento de los caracoles, lo cual
seguramente esta relacionado con la cantidad de proteina presente en el alimento peletizado con
tespecto a la lechuga ya que este nutriente es el que marca la mayor diferencia entre los dos
alimentos. Otro aspecto diferencial entre la lechuga deshidratada y el alimento para peces es la
cantidad de energia, la cual es producto de las diferencias en proteina y carbohidratos, sin
¢mbargo, esta no presenta repercusiones en cuanto al crecimiento entre estos niveles como se
demostrd en el bioensayo con dietas puras (Grafica 6.8). Por otra parte el mayor contenido de
fibra en la lechuga puede producir tasas elevadas de evacuacién incrementando el consumo, en
contraparte con la baja cantidad de fibra y alto contenido de energia en el alimento para peces
que puede producir una disminucién en el consumo.

Los resultados obtenidos con estos alimentos contrastan con los reportados por Estebenet
y Cazzaniga (1992) quiences probaron 3 dietas secas incluidas en agar contra una dieta de lechuga
fresca, en caracoles de la especie P. canaliculara, sin encontrar diferencias significativas entre las
cuatro dietas y tomando como mejor opeién la alimentacion con lechuga fresca. Sin embargo, es
muy probable que el crecimiento haya estado enmascarado por diferencias en el consumo, lo cual
pudo ser ocasionado por la quimiocatraccion y palatibilidad de las dietas secas. Al mismo tiempo,
en base a que las dietas fueron preparadas con alimento para peces, leche en polvo, alimento
comercial para perro y lechuga deshidratada, siendo evidentes las diferencias en proteina y la
cual no se menciona, es Iégico esperar diferencias en el crecimiento de acuerdo a los resultados

obtenidos en este trabajo asi como los resultados de Benavides (1994) y las observaciones de

Onttveros (1989).
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NIVEL DE ALIMENTACION

La cantidad de alimento ingerido es el segundo de los factores que presenté mayor
influencia sobre el crecimiento, tal como lo reflejan los resultados obtenidos en esta sene
experimental, por este motivo fué de suma importancia controlar este factor utilizande dos
raciones fijas, en contraste con la mayoria de las raciones ad libitum utilizadas por otros autores
que han trabajado con alimentacion del caracol manzano (Tabla 3.4), lo cual dificulta su
evaluacién. En el mismo sentido la cantidad de alimento ingerido, siempre que éste no rebase la
capacidad de digestion del organismo y que las cantidades de nutrientes se encuentren por debajo
del requerimiento, puede llegar a eliminar las diferencias causadas por el tipo de alimento como
se muestra en los resultados similares de crecimiento obtenidos con caracoles alimentados al 6%
de lechuga y 10s alimentados al 2% con alimento artificial, lo cual probablemente se deba a que
se compensan de esta forma la cantidad de proteina ingerida y por lo tanto el crecimiento.

Por otra parte los resultados muestran que la racién no influyé en la conversion
alimenticia ni en la eficiencia proteica, lo cual puede deberse a que estas variables son afectadas
principalmente por fa calidad de la dieta y no tanto por la cantidad, por lo cual podemos
considerar que el caracol aprovecha de igua! forma los autrientes presentes tanto en la lechuga
como en el alimento artificial, reforzando de esta forma la idea de que las diferencias en
crecimiento por ¢l tipo de alimento son debidas a la can?idad de proteina suministrada en cada
uno.

La mayoria de los trabajos de alimentacién y crecimiento de Pomacea spp. han utilizado
productos vegetales en estado fresco para su evaluacion, esto ha dificultado sin duda la
interpretacion y comparacion de los resultados debido a que estos alimentos presentan altos
niveles de humedad y baja proteina, ademas de la dificultad para cﬁantiﬁcar el alimento ingerido,
el cual esta condicienado por la capacidad del intestino y el poder de atraccion de la planta para
ser ingerida, como lo muestra Cazzaniga (1981) quien determind un consumo maximo por dia de
12.5g de Chara vulgaris contra 5.6 g de Myriophyllum eliatinoides y 4.92g de Potamogeton
pectinalis en caracoles de 5.5 a 6.5 cm de P. canaliculata. Considerando que estas plantas
contienen 1.5%, 2% y 2% de proteina respectivamente (Tacon, 1989), el consumo maximo de

proteina seria de 0.18, 0.11 y 0.09 gramos por dia, la cual es contentda en 1.2, 0.73 y 0.6 gramos
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de lechuga deshidratada y 0.51, 0.31 y 0.25 gramos de alimento para peces con 35 % de proteina.
Al mismo tiempo seria equivalente a 0.6, 0.36 y 0.3 gram;)s de alimento con 30% de proteina, lo
cual representa una racion del 4% y 2% para caracoles de 3.5 cm (Benavides, 1994). Asiain y
Olguin (1995) utilizaron [pomea aquatica para alimentacion de P. patula, el alimento fue
suministrado fresco y ad libitum, si consideramos que esta planta contiene 2.1% de proteina
(Tacon, 1989) y una capacidad de ingestion méxima similar a la réportada por Cazzaniga (1981)

para plantas acudticas, se obtendrian resultados similares al caso anterior.
EDAD DE LOS CARACOLES

La talla inicial de los caracoles es un factor que debe ser considerado necesariamente en
los experimentos de crecimiento ya que esta tiene un efecto directo sobre la tasa de crecimiento
como quedo demostrado en este trabajo y como lo confirman los resultados de Benavides (1994),
quien establece 3 fases principales de crecimiento de aproximadamente 40 dias cada una para
dietas con 30 % de proteina.

Por otra parte una variable que ha sido evaluada en otros trabajos es ¢l incremento en la
longitud total de la concha la cual, como quedé demostrado en el bioensayo preliminar, no
presenta diferencias significativas entre las tallas iniciales, lo que sugiere un crecimiento
continuo de la’concha en las diferentes fases de crecimiento. Al mismo tiempo es importante
considerar que el crecimiento de la concha puede impedir el crecimiento corporal por estar
estrechamente relacionado, de esta forma el aprovechamiento de los alimentos puede verse
limitada por la presencia de micronutrientes que favorecen la formacién de la concha, destacando
en este sentido los alimentos artificiales en contraste con dietas a base de un solo ingrediente
como la lechuga.

Martinez (1989) determiné un crecimiento méaximo de 5.5 mnymes para P. patula
alimentados con alfalfa y resultados muy similares con ]eqhuga y berro. Ontiveros (1989) reporta
un crecimiento de 5.3 mm/mes para P. flagelata alimentado con lechuguilla (Pistia sp.). Estos
valores de crecimiento son similares a los obtenidos con las dietas a base de lechuga deshidratada
al 6% y con alimento artificial al 2% en el presente trabajo, sin embargo, sen inferiores al

méaximo crecimiento obtenido para el alimento artificial al 6% (13.8 mm/mes) (Figura 6.21).
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Benavides (1994), obtuvo valores de 7 mm/mes para 3 dietas diferentes con 30% de proteina
(formuladas con alimento para peces, soya y levadura), de 5.5 mm/mes para una dieta con
Spirulina, con igual cantidad de proteina. Por otra parte Lum (1989) obtuvo un crecimiento de
1.7 mm/mes para P. urceus en condiciones de laboratorio alimentando caracoles con restos de
vegetales, lo cual contrasta con la estimacion de crecimiento realizada en campo para esta
especie que fue de 13.52 mm/mnes, similar a la obtenida por Burkky (1974) para esta misma

especie en campo, siendo este ultimo valor mas cercano al maximo obtenido en el presente

trabajo.

VI1.3.2 REQUERIMIENTOS DE PROTEINA Y ENERGIA
REQUERIMIENTO DE ENERGIA

Los niveles de energia utilizados no muestran ninguna influencia marcada sobre el
crecimiento de los caracoles lo cual puede deberse a que los niveles utilizados estan por encima
del requerimiento de energia dietaria para los caracoles, mostrandose inclusive un ligero
descenso en los valores de conversion alimenticia y eficiencia proteica para el nivel mas alto de
energia, lo cual sugiere que los requerimientos de energia para el caracol manzano no deben
rebasar la cantidad de 250 kcal por 100 gramos de alimento. Por otra parte, al analizar
independientemente las dietas se observan mejores resultados en incremento de peso, talla y
conversion alimenticia para [os regimenes con 10% y 20 % de proteina y con un nuvel de energia
de 250 kcal/100g comparados con alimentos equivalentes pero con un nivel de energia de 350
kcal/100g, mientras que en €l caso de las dietas con 30% y 40% de proteina la relacién se
invierte, resultando mas adecuado un nivel de 350 kcal/100g.

Otro factor que pudo influir en estos resultados es la posible utilizacién de la celulosa
como fuente de energia ya que esta no fue considerada en los célculos calorimétricos por lo cual
debié haberse considerado la diferencia en cuanto a la cantidad de celulosa que presentan las
dietas con 250 Kcal/100g con respecto a las de 350 Kcal/100g. Lo anterior podria ser confirmado
utilizando dietas con niveles de energia inferiores a los probados en este trabajo.

En funcion de los resultados obtenidos podemos considerar que trabajos como el

realizado por Benavides (1994) quien utilizé 4 dietas isocaldricas con 330 kcal/100g presentan
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un excedente en los niveles de energia. Por otra parte los alimentos utilizados en el presente
trabajo también se presentan niveles de mas de 250 kcal/100g, siendo 292 kcal/100g para la
lechuga deshidratada y 408 kcal/100g en el alimento para peces.

REQUERIMIENTO DE PROTEINA “

En las dietas puras se observa claramente el efecto que producen los niveles de proteina,
incrementandose la tasa de crecimiento de manera concomitante con las dietas de 10% hasta las
dietas con 30% de proteina, para descender nuevamente en las dietas con 40% de proteina. De
forma similar se observa la respuesta en el incremento de longitud de la concha y la conversion
alimenticia, sin embargo, las diferencias (significativas) pueden ser atribuidas solo para las dietas
con 10 % de proteina. Lo anterior sugiere que el requerimiento de proteina para caracol manzano
se encuentra ubicado entre el 20 y el 30 %. Por otra parte los valores de eficiencia proteica
descienden con el nivel de proteina, siendo significativas las diferencias entre cada nivel.

De esta forma encontramos que el incremento dg longitud y conversién alimenticia no
presentan diferencias significativas entre los tratamientos con 20 % de proteina y las dietas de
mas de 30 % de proteina, mientras que la tasa de crecimiento es ligeramente mayor en las dietas
son 30%, pero a su vez estas presentan w. PER inferior que las dietas con 20 % de proteina. Lo
anterior significa que se obtiene una mejor uvtilizacion del alimento y de la proteina sin un
marcado descenso en el crecimiento al utilizar dietas con 20 % de proteina, por lo cual

consideramos que el requerimiento proteico para el caracol manzano es cercano al 20 %.

RELACION PROTEINA/ENERGIA

El disefio experimental reatizado nos permitié6 probar ocho tratamientos con diferente
relacion proteina/energia, los cuales van de 28.5 a 160 mg de prot./kcal. Al mismo tiempo
considerando que los requerimientos de estos nutrientes también deben analizarse mediante esta
relacion fué importante contemplar esta gama de tratamientos. De esta forma fué posible
observar claramente la forma en que la tasa de crecimiento, el incremento de longitud de concha

y la conversion alimenticia (Figuras 6,26, 6.27 y 6.28) obtuvieron los mejores valores en las
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dietas con 80 y 85 mg prot/kcal. lo cual corresponde a las dietas con 20 % de proteina y con 250
keal/100g y a la dieta con 30 % de proteina y 350 kcal/100g respectivamente. Por otra parte {os
| valores de eficiencia proteica presentan una tendencia inversa a la observada en las anteriores
variables, aunque también con un valor elevado en las dietas con 80 mg/kcal (Figura 6.29).
En base a lo anterior y considerando que los requerimientos para caracol manzano deben
U ser aproximados a 250 keal/100g de energia y 20 % de proteina, las dietas deben mantener una
relacion de 80 a 85 mg de proteina por kcal, con lo cual se logra obtener el maximo potencial de
recimiento de la especie y una mejor utilizaciéon de los nutrientes del alimento.

Con esto y a manera de comparacion podemos mencicnar que en el bioensayo preliminar
os tratamientos alimentados con lechuga deshidratada presentan un exceso de energia (292
£cal/100g}, un bajo contenido de proteina (15.3%) y una baja relacion P/E (45.5 mg/keal) por lo
cual se obtuvo un crecimiento inferior al maximo potencial. Mientras que los tratamientos con
alimento para peces presentan un exceso de energia (408.9 kcal/100g) y proteina (34.8%) pero
una relacion P/E adecuada (85.4 mg/keal), con lo cual se presentan valores de crecimiento
elevado, sin embargo los nutrientes no son aprovechados al méximo.

Considerando esta premisa, las dietas utilizadas por Benavides (1994) presentan un
excedente en energia (330 kcal/100g) y proteina (30%), al mismo tiempo la relacion P/E se
encuentra ligeramente por encima (90.9 mg/kcal) del nivel estimado en este trabajo. Lo anterior
podria explicar los resultados que obtuvo, poniendo de manifiesto por que no se presentaban
diferencias marcadas en la utilizacion de diterentes fuentes prolteicas, ya que para evaluar la

calidad y aprovechamiento de este nutriente era necesario no sobrepasar el requerimiento

cuantitativo de la especie.

Se considera en general que los requerimientos en proteina y energia estdn relacionados
con los habitos alimenticios y al mismo tiempo se observa que estos requerimientos son mas
elevados para organismos acudticos en comparacion con los terrestres, lo anterior debido a
adaptaciones fisiolégicas al medio. De esta forma a manera de referencia tenemos que los
requerimientos de proteina/energia ﬁara peces es de 99=22 mg/kcal, en aves de corral 60 a 70
mg/kcal y en mamiferos 40 a 65 mg/kcal. (Hepher, 1993), en comparacién a el estimado en este

trabajo para el caracol manzano de 80-85 mg/kcal.
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VI1.4 DISCUSION FINAL

La mayoria de las especies de moluscos son gasterépodos y esta Clase ha tenido una gran
diacién adaptativa lo que ha producido que se encuentren recursos disponibles para cualquier
olusco virtualmente en todos los hébitats. Siendo la plasticidad de la forma y funcién del
gcanismo de alimentacidén uno de los mayores factores que ha contribuido al éxito de este
upo de organismos (Kohon, 1983).

Las observaciones concernientes a la estructura del aparato digestivo de Pomacea sp. no
vestran un elevado grado de especializacion, lo cual en combinacién con sus habitos

dimenticios nos permiten considerar que es una especie que puede adaptarse facilmente al
consumo de una dieta artificial. Siendo esto uno de los factores que mas ha limitado el cultivo de
otros gasterdpodos (Barnes, 1977), por lo cual es importante continuar realizando estudios para
desarrollar dietas artificiales para el cultivo de caracol manzano. Debido a la dificultad para
elaborar dietas_ destinadas a ciertas especies de gasterépodos,. ha sido necesario redfurir a
tecnologias mas sofisticadas para la elaboracion de alimentos (McVeigh, 1994).

La morfologia y longitud del tracto digestivo esta estrechamente relacionado con los
hdbitos alimenticios. En efecto, generalmente las especies herbivoras posecen intestinos mas
largos y contienen un mayor nivel de carbohidrasas, en comparacion con las especies carnivoras,
las cuales presentan una mayor capacidad proteolitica. Esta relacién entre amilasas/proteasas ha
sido propuesta como un indicador de habitos alimenticios para peces (Munilla y Stark, 1989) y
crustaceos (Van Wormouth, 1972), sin embargo, es factible que esta relacion se pueda extender
de manera general para la mayoria de los grupos zooldgicos. Asi, tomando en cuenta la actividad
amilasica y proteolitica que se determiné en el aparato digestivo del caracol manzano podemos
considerar que los habitos alimenticios no estdin marcadamente inclinados hacia una dieta
particularmente herbivora, como lo sefialan la mayoria de los autores. Por otra parte la presencia
de colagenasa podria reafirmar la predileccién por una dieta zoofaga debido a que el colageno es
una de las principales proteinas constitutivas del tejido animal estando ausente en los vegetales.
Esta consideracién fué tomado come referencia en los habitos alimenticios de 3 especies de

cangrejos con habitos depredadores y carroiieros (Galgani y Nagayama, 1986).
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El conocimiento de la cantidad y especificidad de cada enzima presente en un sistema
digestivo particular y las condiciones bajo las cuales tiene lugar la hidrolisis de proteinas podria
permitir predecir la digestibilidad de los alimentos (Glass ef al., 1989). Varios estudios sobre la
presencia de enzimas han sido realizados con la finalidad de contribuir a solventar \algunos
inconvenientes que suelen presentarse con las dietas artificiales en especies de interés en
acuacultura (Lauff y Hofer, 1984). Por otra parte, el conocimiento y la comprension de la forma
de alimentacion y de la fisiologia digestiva de los organismos permite resaltar la importancia no
solo de la composicion que debe tener el alimento, sino también de su forma, tamaiio y
estabilidad en el agua. Esto conlleva naturalmente a considerar otros puntos igualmente
importantes én el momento de scleccionar €l equipo o la tecnologia que se usara para la
fabricacién de los alimentos (Cruz, 1990).

Considerando el rango de pH en el que se presentd actividad proteolitica asi como las
enzimas detectadas con sustratos especificos y por lo tanto lo variedad de sitios de ruptura que
atacan estas enzimas, podemos considerar que el potencial digestivo del caracol manzano es muy
elevado, lo cual nos permite probar una mayor variedad de fuentes proteicas en el desarrollo de
dietas para la especie con una elevada probabilidad de que estas sean aprovechadas al maximo.
Seria por demds interesante resaltar la utilizacion potencial de proteina proveniente de diversos
sub-productos animales y vegetales.

Por otra parte, las ventjas en la utilizacién de dietas artificiales contra alimentos frescos
en sistemas de cultivo ya ha sido discutido (I11.3.2), por lo cual, y en base a los resultados
obtenidos en ¢l bioensayo preliminar, podemos considerar que en.el cultivo de caracol manzano
la utilizacién de un alimento balanceado representa la mejor opcion. Sin embargo, como
requisito indispensable para que se cumpla lo anterior resulta necesario que las dietas contengan
la cantidad de nutrientes adecuados para el maximo crecimiento y utilizacién del alimento, por lo
cual, en base a los resultasdos obtenidos con las dietas puras, estas no deben exceder los 250
kecal/100g, un 20% de proteina y una relacién proteina energia de 80 a 85 mg/kcal. Por supuesto
es fundamental igualmente, considerar la calidad de los mismos para lo cual en un estudio que se

realiza actualmente de manera colateral se esta probando la digestibilidad de varias materias

primas como fuente de proteina para el caracol manzano.
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El presente estudio confirma algunas d¢ las ventajas para el cultivo del caracol manzano
mencionadas en los antecedentes, al mismo tiempo presenta una compilacion y revision de los
estudios mas importantes realizados con este tipo de organismos, ya que la mayoria de estos
trabajos se encontraban dispersos y no presentaban un enlace entre ellos (Tablas 3.1, 3.2 y 3.4).

Por otra parte, los resuftados de la investigacion basica de la fisiologia digestiva, con
tecnicas histolégicas y bioquimicas, dan importantes puntos de referencia para el desarrollo de
dietas artificiales, lo cual en conjunto con las aproximaciones en los requerimientos nuiricionales
de proteina y energia obtenidos con los bioensayos de crecimiento representan un avance para el
desarrollo del cultivo del caracol manzano.

De esta forma podemos resumir las caracteristicas que presenta el caracol manzano para

intentar su cultivo intensivo en los siguientes puntos:
> Las caracteristicas de la respiracion anfibia.
> Se reproducen de forma simple y rapidamente.

> La velocidad de crecimiento es elevada.

> La flexibilidad que tienen para adaptarse a dietas artificiales.
> Soportan altas densidades.

> Toleran bajas concentraciéon de O, en el agua.

> El cultivo en instalaciones cerradas evita la infeccion de parasitos.

En base a lo anterior podemos considerar que los estudios proximos a realizarse deben
estar enfocados en los siguientes puntos:

+ Ampliar el estudio sobre enzimas digestivas en el caracol manzano

¢ Desarrollar sistemas de cultivo adecuados a las caracteristicas particulares de estos

organismos.

¢ Determinar las proporciones de las fuentes proteicas (animal/vegetal) mas adecuadas

para el crecimiento y reproduccién.

+ Evaluar las ventajas entre las diferentes tecnologias en la preparacion de alimentos

artificiales (peletizado vs extruido).

# Identificar las especies y variedades de caracol manzano con caracteristicas mas
favorables para ¢l cultivo.
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VIH CONCLUSIONES

1) Los habitos alimenticios del caracol manzano son omnivoros y estos

organismos son suceptibles de adaptarse a diferentes formas de presentacion del

alimento.

2) El paso del alimento a travez del tracto digestivo les permite extraer la
mayor parte de los nutrientes presentes (trituracion con la radula y molleja,

almacenamiento en el buche, digestién extracelular y -absorcion en la glandula

digestiva).

3) Presentan un espectro de enzimas (en particular proteasas) que le

permiten digerir proteinas de diferentes fuentes.

4) El crecimiento se logra con bajos niveles de proteina y energia. Sin

embargo, responde rapidamente al incremento en los niveles de proteina.

5) Los requerimientos de energia no son superiores al 250 kcal por 100 g de

alimento.

6) El requerimiento de proteina es aproximado al 20 % y debe mantenerse

una relacion proteina/energia de 80 a 85 mg de proteina por kilocaloria.

7) El caracol manzano presenta caracteristicas lmportantes para ser

considerado como candidato para cultivos intensivos.
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Determinacion del perfil de proteasas y de los requerimientos proteicos del caracol manzano

APENDICE A.
BUFFER UTILIZADOS:

Buffer Citrato-Fosfato: Disolver 21.011 g de Acido Citrico en 1 1t. (0.1M). Disolver
28.39 g de Fosfato Disddico anhidro (0.2M). Mezclar las soluciones en las siguientes

proporciones para obtener el pH en un rango de 2.2 a 8.0.

22 19,6 0,4
3 15,89 4,11
4 12,29 7,71
5 9,7 10,3
6 7,37 12,63
7 3,53 17
8 0,55 19,45

Buffer Tris- HC1 10 pM (NaCl 0.15M): Disolver 1.211 g de Tris y 4.2 g de Cloruro de
Sodio en 11t. de agua y ajustar el pH a 7.3 con HC1 0.1 N.

Buffer de Carbonato: Disolver 10.6 g/lt. de Carbonato de Sodic anhidro (0.1M).
Disolver 8.40 g/lt de bicarbonato de Sodio (0.1M). Mezclar las soluciones en las siguientes

proporciones para abtener el pH en un rango de 9.2 a 10.8.

9.2 1.6 184
10 11 9
10.7 18 . 2

Buffer Acetato de Sodio- HCI: Disolver 82.04 g/lt de Acetato de Sodio. Disolver 36.47 ml de
Acido Clorhidrico aforado a 1 It (IM). Mezclar 10 ml de solucion de acetato con €l volumen

indicado de HCl y aforar a 50 ml., para obtener el pH en un rango de 1.09 2 5.2
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1.09 14
1.99 10.5
3.09 9.7
3.95 8
5.2

Buffer Tris 0.1M (CaCl, 0.01M): Disolver 12.1 g de Tris y 1.11 g de Cloruro de Calcio
en un litro de agua. Ajustar el pH a 7.8 con HCI 0.1M (8.3 ml de HCI concentrado/lt.).

Buffer Tris 0.025M (NaCl 0.5M): Disolver 3.025 g de Tris y 14 g de Cloruro de Sodio
en un litro de agua. Ajustar el pH a 7.5 con HCI 0.1M (8.3 ml de HC] concentrado/lt.).

Buffer Acetato de Sodio i = 0.10 (pH 5.5): Disolver 8.204 g de Acetato de Sodio por

litro. Ajustar el pH a 5.5 con HCi 0.1 M (8.3 ml de HCI concentrado/It.).
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