Growth of angel fish Prerophyllum scalare [Gunther,
1862] juveniles fed inert diets

Crecimiento de juveniles del pez angel Pterophyllum scalare
[Gunther, 1862] alimentados con dietas inertes

Garcia-Ulloa, M.* and Gémez-Romero, H. J.

Laboratorio de Ciencias Marinas, Universidad Auténoma de Guadalajara, A. P. 3,
Barra de Navidad, Jalisco, C. P. 48987 México. Tel. and fax: + 315 35 55130.

* To whom the correspondence should be addressed.

Abstract

The growth, feed conversion ratio (FCR),
survival and stress resistance of angel fish Ptero-
phyllum scalare juveniles fed different diets (de-
capsulated Artemia cysts DAC, commercial flakes
CF, commercial pellets CP, and a commercial
starter diet for tilapia CSDT), were investigated.
Diets were studied with three replicates and adjus-
ted at 8% of daily feeding ratio. Fish had an ave-
rage initial wet weight of 0.44 g. Diets showed a
significant effect on fish growth performance from
the first sampling day onwards. After 45 culture
days, fish fed with the DAC diet showed the hig-
hest mean standard length, wet weight and speci-
fic growth rate (3.64 = 0.07 cm, 3.19 = 0.24
gand 4.36 % body weight/day, respectively), com-
pared with the rest of the treatments. The FCR
fluctuated from 1.26 £ 0.01 for the DAC group
to 2.01 = 0.17 for the CP diet, showing signifi-
cant differences (P < 0.05) among treatments.
Survival was similar for all diets. Fish fed with the
DAC diet displayed higher stress resistance com-
pared with the rest of the treatments. Although
DAC seem to improve growth performance of
angel fish juveniles, further trials are required to
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Resumen

Se investigé el crecimiento, conversién ali-
menticia (FCR), sobrevivencia y resistencia al
estrés de juveniles del pez angel Pterophyllum sca-
lare, alimentados con diferentes dietas inertes (quis-
tes decapsulados de Artemia DAC, hojuelas co-
merciales CF, pelets comerciales CP y una dieta
comercial iniciadora para tilapia CSDT). Las
dietas fueron estudiadas con tres réplicas y la ra-
ci6n alimenticia fue ajustada al 8% de la biomasa
total. Los peces pesaron 0.44 g en promedio, al
inicio. Las dietas mostraron un efecto significati-
vo sobre el crecimiento de los peces desde la pri-
mera biometria. Después de 45 dias de cultivo,
los peces alimentados con DAC mostraron los
valores promedio mas altos en la longitud estan-
dar, peso htimedo y crecimiento especifico (3.64
+ 0.07 cm, 3.19 = 0.24 gy 4.36 % peso cor-
poral/dfa, respectivamente), comparado con el
resto de los tratamientos. EEl FCR fluctué desde
1.26 = 0.01 para el grupo DAC, hasta 2.01 =+
0.17 para la dieta CP, mostrando diferencias sig-
nificativas (P < 0.05) entre los tratamientos. L.a
sobrevivencia fue similar para todas las dietas.
Los peces alimentados con DAC mostraron la
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1dentify other factors (nutritional biology, feeding
techniques and strategies) associated with its most
economic use.
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mayor resistencia al estrés comparado con el resto
de los tratamientos. Aunque la dieta DAC mejo-
16 el crecimiento de los juveniles del pez angel, se
requieren de estudios posteriores para identificar
algunos factores (biologia nutricional, técnicas y
estrategias de alimentacién) asociados a su mejor

trition. uso econoémico.
Falabras clave

Pez ornamental, Pterophyllum scalare, nu-
tricién.

Introduction

reshwater ornamental fish trade is a million-dollar industry [LLim and Wong,
1997]. Among the most popular freshwater fish species in the aquarium trade
industry, 1s the angel fish Pterophyllum scalare [Gunther, 1862], which is
originated from a branch of the Amazonas River [Tapajoz River], at the north of
Brazil [Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo, 2002]. Due to its body coloration,
shape and economical value [Luna-Figueroa, 2003], the angel fish represents one of
the most important ornamental cichlid species, but amongst the main constraints to its
optimal commercial production, is the lack of knowledge on proper diets for the different
life stages [Luna-Figueroa et al, 2000]. P scalare is considered an omnivorous fish
since in nature, its feeding is based on the consumption of plankton, larvae of insects
and crustaceans, plants and worms [Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo, 2002].
In captivity, the common live larval food used for growing of most ornamental fish is
limited to macro-zooplankton such as Moina, Daphnia and Artemia nauplii [Lim and
Wong, 1997]. Artificial diets, which are normally elaborated with dried live organisms
that are processed in different presentations such as ﬂakes, meals or small pellets, are
also used. Although it is known that the angel fish accepts artificial diets [Luna-Figueroa
et al., 2000], lower growth and survival rates of P scalare are commonly obtained
when such diets are used as the sole feed [Luna-Figueroa, 1999], mainly during the
fry and juvenile stages [Hofer, 1985].
In general, it is well accepted that fish nutritional requirements vary with some
factors such as the relationship between the diet and life stage [Ricker, 1979] and
therefore, the dietary content for feeding larvae is different to that needed for repro-
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duction or for growth of juveniles. But as a common practice for culturing angel fish,
on-growing diets are also used to promote its reproduction [Pérez et al., 2002; Luna-
Figueroa, 2003]. Thus, the undiscriminating use of diets for the different live stages
of P, scalare is normally associated to different biological responses, as pointed out in
few nutritional reports [Luna-Figueroa et al., 2000; Soriano-Salazar and Hernandez-
Ocampo, 2002; Luna-Figueroa, 2003]. Since angel fish is valuated by its individual
characteristics such as the skin coloration, body shape and size, obtaining of the maxi-
mum expression of these phenotype traits by supplying the proper and optimum diet,
should be a topic of growing interest and priority to producers. Therefore, the present
work evaluates the effect of different commercial diets on growth and survival of P,
scalare juveniles, under controlled conditions.

Materials and Methods

Juvenile angel fish (250 fish with an average wet weight of 0.30 = 0.02 g) were
obtained from a local supplier (Acuario Arboledas, Guadalajara, Jalisco, México)
and transported to the lab in plastic bags filled with oxygen. Fish were acclimated by
placing the bags in a 400 | fiber glass container until water temperature was equalized
inside the bags at 27 £ 1 C [Axelrod et al.,1997]. The container was supplied with
tap water passed through a cartridge filter (5 Mm diameter), and gentle aeration was
provided by two airstones. Water temperature in the container was kept constant (28
°C) by introducing an electrical heater (100 W, Rena Submersible Heater, RH 100,
Apopka, FL., USA), and photoperiod was adjusted at 12 hours light and 12 hours
dark during acclimating time. Fish were divided in four groups and kept in 4 contai-
ners for one week feeding them in excess with each experimental diet. Food ration was
given three times at day (09:00, 13:00 and 17:00 h). Each day, 50% of the total
water volume of the container was exchanged, extracting out feces and food waste by
siphoning.

To evaluate the experimental diets, twelve 113 | glass aquaria were used. Each
aquarium was provided with a self-filtration bottom system, consisted in a 3/8 inches
PVC tubes net perforated at its bottom side with 1/16 inches diameter holes. The
tubes net was covered, with a 0.3 cm diameter plastic mesh and then, with an 8 cm
layer of small stones (0.5 cm diameter). Dissolved oxygen was maintained by a 3/8
inches PVC ailift standpipe connected to the bottom tubes net. This way, water was
forced to flow down through the stones layer where suspended solids (feces and food
waste) were retained.

Aquaria were stocked with 15 fish each, randomly selected from the initial group.
The initial mean wet weight was 0.44 = 0.08 g. Four diets were tested with three
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replicates: Commercial flakes (CF) with 43% crude protein (wardley total tropical,
USA); commercial pellets (CP) with 45% crude protein (azoo, 9 in 1 drawf cichlid
pellet, China); decapsulated Artemia cysts (DAC) with 54% crude protein (Artemia
shell-free, inve aquaculture, USA); and a commercial starter diet for tilapia (CSDT)
with 40% crude protein (API-ABA, MaltaCleyton de México, S. A de C. V.,
Meéxico, D. F.). The proximal composition of experimental diets 1s shown in Table 1.
Feeding ration was adjusted at 8% of the total biomass/day [Garcia-Ulloa, 2004] and
given at same hours than acclimation time. The experimental diets were tested for 45

days.

Table 1. Proximal composition of tested diets (% dry weight) given by the food

suppliers.
DAC CF
Dry matter 95 91
Crude protein 54 43
Lipid 9 5
Fiber 6 4

Ash 4

Nitrogen-free extract

DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial ﬂakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, AZOO, 9 in 1 drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial

starter diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México.

* Information not given by the producer.

All fish from each replicate were individually measured and weighted at the begin-
ning and every two weeks until the end of the experiment. Wet weight (g) and standard
length (cm) were determined at each sampling day, with an eletronic balance (Naviga-
tor, Scout, 100 g x 0.1 g, Apopka, FL., USA) and a domestic scale, respectively.
Prior of weighing, fish were placecl on absorbent paper to remove excess of water. The
total weight gain (TWQ) was calculated as final fish weight-initial fish weight. The
daily growth rate (DGR) was calculated as DGR = TWG/culture days. The specific
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growth rate (SGR, % body weight/d) was calculated as SGR = 100 (In WfIn Wi/t),
where Wf = mean weight at the end of sampling, W1 = mean weight at the beginning
of the sampling, and t = time in days of the sampling period [Ricker, 1979]. The feed
conversion ratio (FCR) was calculated as FCR = total weight of dry feed given/
TWG. Survival was obtained by counting total animals per diet at the end of the
experiment. All data were tested for normal distribution and homogeneity of variance
before ANOVA was performed (Sokal and Rohlf, 1969). An analysis of covariance
was used with initial wet weights as covariate to detect possible differences among the
diets at the beginning of the experiment [Johnson, 1976].

The percentages of fish survival values were arcsine transformed to make the va-
riance independent of the mean [Reyes, 1982]. Figures present untransformed data
of mean percentage *+ standard deviation. A stress test was used to evaluate the stress
resistance of the angel fish fed with the different diets, according to the procedure
described by Lim et al. [2000]. The test consisted in the exposition of the fish to
osmotic shock in a saline solution, and the cumulative mortality of the fish was monito-
red at 3-min intervals over a 2-h period. After a previous test to determine the optimal
saline solution for the stress test (30 %o), five fish from each replicate were exposed to
the stress salinity concentration to obtain the cumulative mortality per treatment expre-
ssed as stress index. ANOVA analysis was performed and differences between means
were compared for significance (a = 0.05) using the Tukey’s multiple range test

[Reyes, 1982]. The statistical analyses were performed using Jandel SigmaStat 2.0
statistical software (Jandel Co., USA).

Results

All experimental diets were eagerly consumed by angel fish. Mean body wet weight
and standard length were significantly different (P < 0.05) among diets from the first
sampling day (day 15) onwards (Figure 1). At the end of the experiment, fish fed
with the CP diet obtained the lowest mean standard length (2.71 + 0.01 c¢m) and
weight (1.49 = 0.15 g), meanwhile the DAC group showed the highest growth
values (3.64 £+ 0.07 cm and 3.19 + 0.24 g, for the standard length and wet weight,
respectively). Growth responses were significantly different (P < 0.05) for TWG,
DGR and SGR among the treatments (Table 2).

Angel fish from the DAC diet obtained the highest mean final TWG (2.75 *=
0.24 g), DGR (0.061 % 0.005 g/d) and SGR (4.36 = 0.17% BW/d). The FCR
among the treatments showed differences, and ranged from 1.26 = 0.10 for the DAC
group to 2.01 = 0.17 for the CP diet. The mean final survival of juvenile angel fish
(Table 2), fluctuated from 88.88% for the DAC treatment, to 97.77 % obtained for
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the CF diet, after 45 culture days. After two hours of osmotic stress challenge, there
were not significant differences (P > 0.05) for the cumulative mortality among the
dietary groups (Table 2).

Table 2. Mean final total weight gain (TWG), daily growth rate (DGR),
specific growth rate (SGR), food conversion ratio (FCR), survival and
cumulative mortality of angel fish juveniles fed with different diets.

DAC CF 1
TWG (g) 2.75 1.71

(0.24)° (0.02)® (
DGR (g/d) 0.061 0.037 (

(0.005)° (0.001)™ (
SGR (%BW/d) 4.36 3.50 :

0.17)° (0.02)™ (
FCR 1.26 1.44 :

0.01)? (0.03)° (
Survival (%)  88.88 97.77 s

(6.28) (3.14) (
Cumulative 170.00 178.33
mortality (1.63) (1.69)° (

(stress index)

(DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial ﬂakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, azoo, 9 in 1 drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial starter
diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México). Values in parenthesis indicate = standard deviation. Mean in

each line with same superscript are not significantly different (P > 0.05).
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Figure 1. Mean standard length (A) and wet weight (B) of Pterophyllum
scalare juveniles (mean = standard deviation of three replicates) fed with
different diets.

Standard length (cm)
N

Day 15 Day 30 [
A Culture time (d)

Wet weight (g)
N
(¢]

Day 15 Day 30 [
B Culture time (d)

(DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial flakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, azoo, 9 in | drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial starter
diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México). For each sampling day, different letters at the top of the bars

indicate a significant difference (P < 0.05) between treatments.
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Discussion

For selecting an adequate fish diet, some physical and chemical criteria related to
feed intake should be carefully reviewed [Léger et al., 1987]. For the former, the
ingestion of food by fish 1s probably affected by its size and palatability. Size is thereby
considered as one of the most important aspect. As food preference is closely related to
the match between food and mouth size, the selected food changes with the growth of
fish [Verreth, 1994]. In this study, it was observed that despite of the differences in
size and presentation, all tested diets were eagerly consumed by fish at the different
sampling times registered along the experiment, and consequently, at different growing
stages (from 1.65 = 0.21 mm, to 3.12 £ 0.34 mm of mean nitial and final standard
lengths, respectively). In the case of the latest, the relationship between digestibility
and biochemical composition of diet is considered as a crucial selecting criterion. Due
to its high affinity to be metabolized and retained, protein is considered the most
important energy component for fish growth [Halver, 1972]. In the case of cultured
carnivorous fish, dietary protein requirement usually accounts for 40 to 50% of feed
fry matter [NRC, 1993].

Although there is evidence that high protein diets promote good feed utilization
and growth in different fish species, mostly in human consumption species [Morais et
al., 2001; Ruohonen et al., 2003], information about the protein requirements on
angel fish growth rate is scarce. Soriano-Salazar and Herndndez-Ocampo [2002],
evaluated the use of live food and two inert commercial diets on the growth of P,
scalare, concluding that live food (Daphnia pulex) with the higher protein content,
produced better fish growth performance and survival, which coincides with observa-
tions made by Luna-Figueroa [2003], who compared two live foods (D. pulex and
Culex quinquefasciatus larvae, with 50.15 and 40.18% crude protein, respectively)
and three commercial flakes with different protein levels (45, 43 and 27% crude
protein) for on-growing angel fish juveniles. In both cases, there was a direct relations-
hip between the fish growth performance and the dietary protein content. In this
experiment, proximal composition of tested diets given by the food suppliers showed
comparable protein content (from 40 % for the CSDT group, to 54% for the DAC
dietary treatment) with the above mentioned works, but growth of P scalare juveniles
did not show a direct relationship with the protein level of the tested diets.

After 45 culture days, angel fish from the DAC group showed the highest TWG
and DGR values, and the better FCR compared to the other treatments (Table 2),
being similar to those reported by Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo [2002]
and Luna-Figueroa [2003], feeding P, scalare juveniles with live food (Daphnia pulex
or mosquito larvae) as sole diet. The SGR values obtained for all tested diets in this
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experiment fluctuated from 2.67 %BW/d for the CP diet, to 4.36 %BW/d for the
DAC group, lower to those reported by Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo
[2002] and Luna-Figueroa [2003], for the live diets, but similar to the obtained with
the inert diets. It has been established that the SGR decreases when the fish size
increases [Verreth and Den Bieman, 1987], since fish metabolism 1s reduced when
body size increases. Sortano-Salazar and Hernandez-Ocampo [2002] and Luna-Fi-
gueroa [2003], used smaller fish at initial stocking (0.1 and 0.058g, respectively)
compared to the mean weight at the beginning of the present experiment (0.44 g),
which could partially explain the differences in the SGR. For all groups, final survival
were above 88.88% (Table 2), similar to the obtained by Luna-Figueroa et al. [2000],
who fed the angel fish juveniles with D. pulex, but higher compared with the values
reported with the use of inert diets.

Lim et al. [2002] mention that fish resistance to stress can be affected by sub-
optimal physiological conditions arising from factors such as infection diseases, poor
water quality and nutritional deficiencies, among others. In our study, the higher stress
resistance was observed for the fish fed with the DAC diet, suggesting that its nutritio-
nal composition covered the physiological requirements at the fish age and salinity
concentration evaluated.

Since water parameters (7.2-7.8 pH, 27 £+ 1°C and > 4 mg/LL. DO) were cons-
tants and proper for the angel fish [Axelrod et al.,1997] throughout the experiment,
and diets were given at same daily ration and readily consumed by fish, it is suggested
that overall results in this study were influenced by the nutritional quality of the tested
diets. The nutritional value of one food for a species is related to the degree of corres-
pondence between food biochemical composition and nutritional requirements of that
species. This correspondence can change depending on the individual target species,
its developmental stage [Walker et al., 1998], or physiological condition, and as a
function of the fish growth phase and culture conditions. The better growth results
with DAC suggest that its composition 1s more related to the nutritional requirements
of angel fish juveniles, but the gross biochemical composition of the diets tested does
not properly explain these results.

Sorgeloos et al. [1986] and Vanhaecke et al. [1990], mentioned that DAC are
suitable as unique food for some fish species at early life stages, because they are able
to combine the advantages of live and inert diets, being a more hygienic and highly
nutritional feed that can be processecl for long-tenn storage, and compared with the use
of live food, direct feeding of DAC would represent a labor saving strategy [Lim et al.,
2002]. Besides, Verreth et al. [1987], concluded that the differences in physical
properties and ingestion of the feed can be eliminated when DAC are used as sole
food, which was corroborated in this study since the cyst diet was eagerly consumed by
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angel fish juveniles throughout the 45 experimental days. On the other hand, the nutri-
tional value of DAC can be compared with that found for newly-hatched Artemia.
Garcia-Ortega et al. [1998], mentioned that both naupli larvae and DAC have simi-
lar biochemical composition regarding all major nutrients, concluding that there is no
difference in feeding Artemia cysts or nauplii to fish.

Inferring, DAC seem to improve growth performance of P. scalare juveniles, howe-
ver much research is still required on the fish nutritional biology related to its feeding
techniques and strategies using such diet.

Conclusions

The overall results show that the DAC diet improved the angel fish growth perfor-
mance at the cultured conditions described, nevertheless, much attention should be still
paid on its nutrition, as well as economic considerations, in order to optimize the
utilization of DAC at commercial level.
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Resumen

Durante los afios de 1996y 1997, se lleva-
ron a cabo una serie de experimentos de campo y
laboratorio, para estudiar algunos aspectos epi-
demiolégicos del tizén de la panoja del sorgo,
causado por el hongo Fusarium moniliforme, en
la regién de la ciénega de Chapala, Jalisco, Méxi-
co. Los resultados obtenidos destacan la identifi-
cacién del zacate pitillo Ixophorus unisetus como
hospedero silvestre de F. moniliforme, lo que au-
menta las probabilidades de supervivencia del
hongo y convierte a esta maleza en importante
fuente de inéculo primario. Asimismo, el dafio
por tizén de la panoja esta relacionado con la
incidencia de la chinche Oebalus mexicanus Ai-
ler, cuya presencia es responsable de mas del 80%
de la variacién del dafio por tizén. La temperatu-
ra y la humedad tienen un impacto importante
sobre la emergencia y nimero de insectos.

XKalisco, Nayarit.
* Correspondencia: jlmartin(@cucba.udg.mx

Abstract

A series of experiments were conducted du-
ring the 1996 and 1997 sorghum growing sea-
sons to determine some epidemiological aspects of
the fungus Fusarium moniliforme in the Chapala,
Jalisco, México area. “Pitillo” grass Ixophorus
unisetus identified in this study as a wild host of
Fusarium moniliforme. Apparently, this host in-
creases the probability of survival of the pathogen
and it is thus an important source of primary inoc-
culum. The sorghum head stink bug Oebalus
mexicanus Aller affects magnitude in which the
heads are damaged by F. moniliforme. More than
80% of the observed variation in the damaged
heads was explained by the number of bugs pre-
sent in each panicle. Temperature and humidity
affected the initial date of emergence and number
of insects.
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Introduccién

| cultivo del sorgo en México decrecié, desafortunadamente, por diversos fac-

tores; entre los que destacan la aparicién de enfermedades y plagas. Entre las

enfermedades, el tizén de la panoja causado por el hongo Fusarium moniliforme
Sheldon, ha sobresalido por su virulencia y aumento constante en la dltima década. En
la regién de la Ciénega de Chapala, llega a ocasionar pérdidas superiores al 50%
[Martinez-Ramirez, 1982].

En la literatura disponible sobre el tizén de la panoja del sorgo y su interaccién
biolégica con F. moniliforme, no existen datos precisos que indiquen cuales son los
insectos vectores del hongo. Sin embargo, hay estudios [Henzell et al, 1996; Hep-
petly et al., 1982; Marley y Malgwi, 1999], quienes sefialan que la incidencia de la
enfermedad conocida como “moho del grano” del sorgo, también causada por F. moni-
liforme, se incrementa cuando las panojas son atacadas por insectos. En Nigeria, Mar-
ley y Malgwi [1999], reportaron la interaccién entre la chinche Eurystylus sp. (He-
teroptera: Miridae) y el hongo F. moniliforme en la enfermedad conocida como “moho
del grano”. Sefialan que el dafio del insecto incrementé el nimero de colonias fiingicas
asociadas con el grano. Estos resultados son la primera evidencia clara de interaccio-
nes entre chinches de la panoja y moho del grano.

En Puerto Rico se realizaron estudios para determinar por qué las plantas de
sorgo asperjadas con Methiocarb, un insecticida de amplio espectro, produjeron semi-
lla con mayor indice de germinacién, comparada con semillas procedentes de plantas
no tratadas; se encontré que fue controlado parcialmente al hongo F. moniliforme. Se
observé que el incremento en la calidad de la semilla estuvo asociado con el control del
lepidéptero barrenador Nola sorghiella y otros insectos [Heppetly et al., 1982].

Otros autores han asociado la incidencia de F. moniliforme con el dafo causado
por insectos barrenadores, o nematodos, o por medios mecanicos para infectar raices
y tallos [Claflin, 1981; Gourley et al, 1977]. En otros cultivos [Burgess y Mcken-
zie, 1991; Claflin, 1981; D’Arcy y Nault, 1982; Sether et al., 1998], se ha estable-
cido claramente que la presencia de un vector es necesario para que los brotes epidémi-
cos se generen.
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Al realizar pruebas de control quimico del tizén de la panoja del sorgo, en la
Ciénega de Chapala, se detecté que las heridas o el dafio causado por insectos que
sufre el sorgo en el follaje son mas importantes para el desarrollo de la enfermedad que
el dafo que sufre el sorgo en la parte subterranea. Ademas, en afios con infestaciones
altas de chinche, se ha tenido un mayor dafio por tizén de la panoja [observaciones del
autor].

Especificamente, en sorgo y tizén de la panoja, no se han determinado cuéles
insectos estan involucrados en el proceso de infeccién de F. moniliforme, ni el papel
que juegan la temperatura y la humedad ambiental en el desarrollo de la enfermedad, ni
las interacciones que se presentan durante el desarrollo de la misma.

Dados tales antecedentes, se consideré conveniente realizar este trabajo con la
finalidad de conocer algunos de los principales componentes epidemiolégicos, como
son la presencia de hospederos silvestres, y el efecto de la temperatura y humedad
ambiental sobre el desarrollo de la enfermedad, asi como su relacién con la presencia
de chinche de la panoja y las interacciones que pueden presentarse entre estos diferen-
tes factores.

Por otro laclo, tanto la temperatura como la humeclacl, han sido mencionadas por
varios autores como factores que afectan la epidemiologia de enfermedades fungosas

[Fravel et al., 1996; Johnson et al., 1994; McLaren y Wehner, 1990; Rapilly, 1979;
Scherm y van Bruggen, 1994].

Materiales y métodos

Para realizar los experimentos de campo del presente estudio, se eligié un terreno
en el municipio de Poncitlan, Jalisco, México. Este es propiedad de la Sociedad de
Produccién Rural de Santa Cruz El Grande. Dicho municipio se considera represen-
tativo de la regién conocida como Ciénega de Chapala y que es donde con mayor
frecuencia se presenta el tizén de la panoja del sorgo. Poncitlan se encuentra ubicado a
los 20° 21’ Latitud Norte y 102° 55’ Longitud Oeste y a 1,530 msnm. Su clima,
durante el periodo junio a octubre, presenta una temperatura media de 18 a 22° C,
con una maxima de 22 a 26°C y una minima de 14 a 19°C. Las unidades-calor varian
de 2,400 a 2,800. Las horas-frio, que se presentan durante el periodo de noviembre
a febrero, son de 200 a 400. La precipitacién pluvial anual es de 600 a 800 mm
[Villalpando y Garcfa, 1994].

Epidemiologia del tizén de la panoja del sorgo. Para determinar la epide-
miologia de la enfermedad se dividi6 el trabajo en diferentes aspectos, a saber: determi-
nacién de plantas hospederas, determinacién e identificacién de vectores y medicién
de pardmetros climaticos relacionados.
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Plantas hospederas. Asociadas al cultivo de sorgo en la Ciénega de Chapala, se
encuentran una gran cantidad de especies vegetales, entre las que figuran algunas gra-
mineas. Con el fin de elucidar si éstas son hospederas y que mantienen alguna pobla-
ci6n del hongo, se colectaron 50 individuos de cada una de las cinco especies mas
abundantes en fase de floracién. Las especies encontradas y examinadas fueron: Ixo-
phorus unisetus, Echinocloa colonum, Cenchrus echinatus, Eleusine indica y Cynodon
dactylon.

En cada espécimen se examiné la inflorescencia en busca de sintomas indicadores
de la posible presencia de F. moniliforme. De todas las plantas colectadas, con o sin la
presencia de sintomas, se hicieron aislamientos en “cajas de petri”, con medio de
cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar). Las cajas de petri fueron conservadas en una
incubadora a 24°C durante 8 dfas. Los aislamientos obtenidos se purificaron y se
identificaron mediante el uso de las claves de Barnett y Hunter [1972], para género y
de Booth [1971], y de Nelson et al. [1983], para determinar la especie.

Influencia del ambiente fisico para el desarrollo de F. moniliforme. Las
condiciones ambientales son factores importantes en el desarrollo de las enfermedades
causadas por hongos. Sin embargo, para el caso de tizén de la panoja del sorgo, estos
factores no han sido suficientemente estudiados. Para elucidar la influencia que tiene
el ambiente fisico en la epidemiologia del tizén de la panoja del sorgo, se establecieron
experimentos de campo durante las temporadas de siembra de 1996 y 1997.

Efecto de las fechas de siembra sobre el grado de enfermedad. Con el
objeto de evaluar diferentes condiciones ambientales, se probaron varias fechas de
siembra, para tratar de definir el efecto que tienen éstas sobre el desarrollo del tizén de
la panoja del sorgo. Durante las temporadas primavera-verano de 1996 y 1997, se
eligieron —como tratamientos— cinco fechas de siembra a partir de la segunda quin-
cena de junio a la tercera semana de julio, a intervalos semanales. Se emple6 un disefio
de bloques al azar con tres repeticiones para 1996 y cuatro repeticiones para 1997.
En ambos casos, la parcela estuvo formada por 6 surcos de 10 m de largo y como
parcela util se tomaron 50 plantas al azar de los dos surcos centrales; ademés, se
procuré que cada planta tuviera competencia completa; asimismo, se dejé6 0.5 m de
surco como cabecera en cada parcela. Lia variable analizada fue el grado de dafio por F.
moniliforme en la panoja, la cual se midi6 estableciendo —para este trabajo— una
escala arbitraria con cinco niveles, con base en lo siguiente: 1= planta sana, 2= de |
a 25 % de area dafiada del raquis de la panoja, 3= de 26 a 50 % de area dafada, 4=
de 51 a 75 % de area danada y 5= mas del 75 % de area dafiada.

Influencia de las condiciones ambientales sobre la infestacién de chin-
che de la panoja del sorgo O. mexicanus y el grado de enfermedad. Los
experimentos de fechas de siembra se usaron, ademas, para evaluar la relacién entre la
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incidencia de chinche con el grado de la enfermedad. Se tomé nota sobre las condicio-
nes de temperatura y humedad del alre; para esto, se establecié una pequena estacién
climatolégica dotada de sensores, data logger marca HOBO XT para temperatura, y
HOBO RH, para humedad relativa; éstos se colocaron a la altura de la cubierta del
sorgo para que fuesen mas representativos del microclima de la planta. Ademass, se
colectaron las chinches presentes en 10 panojas tomadas al azar en cada una de las
unidades experimentales. Se registraron los datos de temperatura y humedad ambien-
tal, cada hora, durante el dia de colecta de los insectos; posteriormente, se analizaron
mediante analisis de varianza y regresién.

Material genético. Para este experimento se utilizé semilla del hibrido Dekalb
D55, que es susceptible al ataque de F. moniliforme y uno de los cultivares que llevan
mas tiempo sembrandose en la regién. La siembra se hizo a mano, colocando 15 g de
semilla por surco de 10 m de largo.

Para combatir las plagas del suelo (gallina ciega —Phyllophaga sp—, diabréticas
—Diabrotica sp— y nematodos), y evitar infecciones de F. moniliforme por medio de
heridas en el sistema radicular, se aplicé Carbofuran 3G, a una dosis alta de 80 kg/ha.

Resultados

Epidemiologia del tizén de la panoja del sorgo. Plantas hospederas. En
las cajas de petri, con medio de cultivo PDA, se aislaron cinco hongos de las muestras
de zacate pitillo, I. unisetus, con sintomas de tizén en la espiguilla. Uno de los hongos
que aparecié en un 100% de las cajas, con una coloracién que varié desde el blanco
hasta el tono violeta, presenté un micelio septado con microconidios unicelulares en
cadena y macroconidios septados con forma de canoa. Al identificarlo con las claves
taxonémicas de Barnett y Hunter [1972], para género y las de Booth [1971], y las
de Nelson et al. [1983], para especie, fue determinado como F. moniliforme, patége-
no causante del tizén de la panoja del sorgo. LLa frecuencia con que se aislé el hongo
fue en 21 de las 50 muestras. LLas demas especies de pastos (E. colonum, C. echinatus,
E. indica, y C. dactylon), no presentaron sintomas ni se aislé al hongo.

Este resultado sugiere que el zacate pitillo es hospedero natural de F. moniliforme
y que se puede considerar importante como fuente de inéculo primario, ya que es mas
precoz que el sorgo y también es muy visitado por la chinche de la panoja.

Influencia del medio fisico para el desarrollo de F. moniliforme
Efecto de las fechas de siembra sobre la enfermedad. El analisis de regre-

si6n de dafio contra nimero de chinches para 1996, muestra que, efectivamente, el
dafo que sufre la panoja ests relacionado —en forma positiva— con el nimero de
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chinches que estan presentes (R® =0.85, P< 0.0001, F=33.6). Esto indica que la
enfermedad esta fuertemente ligada a la incidencia del insecto.

El analisis de regresién de dafio contra niimero de chinches, para 1997, indica de
nuevo que el nimero de chinches es el factor que mas influye en la presencia del dafo
(R* =0.85, P=0.0001, Coeficiente=0.14, t=8.8, F=78.49).

Influencia de las condiciones ambientales sobre la infestacién de chin-
che de la panoja del sorgo O. mexicanus y el grado de enfermedad. La
regresién miltiple sugiere que el nimero de chinches es el factor que mas contribuye al
dafio por tizén de la panoja (R2 =0.87, P =0.0007, Coeficiente =0.14, t =6.41)
y que de las variables microclimaticas, inicamente la temperatura minima afecta mas el
comportamiento de los insectos; de tal manera que, a medida que la temperatura mini-
ma disminuyd, se colectaron menos chinches (R2 =0.55, P =0.034, Coeficiente

=121, t =2.72).

Discusién

El demostrar que el zacate pitillo, L. unisetus, es hospedero silvestre de F. monili-
forme, es una aportacién importante al conocimiento epidemiolégico del tizén de la
panoja del sorgo y de utilidad para los productores de la Ciénega de Chapala. Aunque
no se encontraron antecedentes —en la literatura— que mencionen hospederos silves-
tres de F. moniliforme, se puede considerar el hecho como significativo e inferir su
importancia sl se compara con otros hongos fitopatégenos que tienen hospederos sil-
vestres, como por ejemplo, la roya del tallo del trigo y el agracejo [Romero, 1988], o
con el carbén Karnal del trigo y el zacate ryegrass [Cunfer y Castlebury, 1998].

Se sabe que F. moniliforme es patégeno de numerosos cultivos tanto de zonas
templadas como tropicales [Booth, 1971]. A pesar de ser un hongo que no forma
estructuras de supervivencia, como clamidosporas, esclerocios o hifas de paredes grue-
sas, éste puede soportar condiciones ambientales muy adversas, pues persiste por seis
meses en trozos de tallo de sorgo a temperaturas inferiores a 16°C bajo cero. También
puede pasar el invierno con temperaturas de -30°C [Manzo y Claflin, 1984]. Asimis-
mo, en residuos de tallo de maiz incorporado al suelo F. moniliforme y otras especies
como F. proliferatum y F. subglutinans, pueden sobrevivir, cuando menos, por 630
dias; lo anterior demuestra que los residuos son una importante fuente de inéculo a
largo plazo, sobre todo, para infecciones de raiz y tallo [Cotten y Munkvold, 1998].
Tomando en cuenta estos antecedentes y los resultados obtenidos, se puede afirmar
que el tener al zacate pitillo como hospedero silvestre, E moniliforme aumenta sus
probabilidades de supervivencia y que I. unisetus se puede convertir en fuente impor-
tante de inéculo primario.
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Los analisis de regresién realizados entre dafio y nimero de chinches para los afios
1996 y 1997, indican que la incidencia de la enfermedad se explica por la abundancia
de O. mexicanus. Las variables climaticas, principalmente la temperatura minima afec-
ta la movilidad de las chinches y en conjunto resultaron significativas reflejando su
efecto en el grado de dafo por F. moniliforme. El hongo, ademas de poseer una gran
capacidad de supervivencia [Cotten y Munkvold, 1998; Manzo y Claflin, 1984], fue
favorecido por la interaccién con el insecto, que lo coloca en una posicién ventajosa
para penetrar rapidamente las células del hospedero. Ya dentro de la célula, el hongo no
es afectado notoriamente por las condiciones ambientales de manera similar a como
pasa con las infecciones por virus, en donde el clima influye més en la dindmica de
poblaciones y migracién de los vectores, misma que se refleja sobre el desarrollo epide-
miolégico de la enfermedad [Brown y Poulus, 1990; D’Arcy y Nault, 1982; Sether
et al., 1998].

Las interacciones planta-patégeno-vector que se identificaron en el presente estu-
dio, explican algunos de los factores mas importantes de la epidemiologia del tizén de
la panoja del sorgo en la Ciénega de Chapala. El hongo permanece en el suelo en
residuos de la cosecha anterior; este inéculo invade plantas de zacate pitillo donde
permanece completando su ciclo de vida. En el periodo de siembra de sorgo siguiente,
O. mexicanus adquiere al hongo, lo transporta y disemina entre las plantas sanas de
sorgo, generando epidemias, donde se completa el ciclo nuevamente.

Conclusiones

Los principales componentes epidemiolégicos del hongo F. moniliforme causante
del tizén de la panoja del sorgo que se comprobaron fueron:

1. El zacate pitillo Ixophorus unisetus es hospedero silvestre de F. moniliforme y
puede jugar un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad como fuente de
inéculo.

2. La chinche de la panoja Oebalus mexicanus, al actuar como vector o disemina-
dor de F. moniliforme, es el principal factor en el desarrollo de epidemias en la Ciénega
de Chapala. 3. La temperatura y humedad ambiental afectan la dindmica poblacional
de la chinche de la panoja.
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Boccardia sp. (Polychaete: Spionidae) presence in
Crassostrea gigas [Thunberg, 1873] oysters reared in the
mid coast of the Mexican Pacific

Presencia de Boccardia sp. (Polychaete: Spionidae) en el ostién
Crassostrea gigas [Thunberg, 1873] cultivado en la costa media del
Pacifico mexicano
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Abstract

Several studies on the culture of the Pacific
oyster Crassostrea gigas have been carried out sin-
ce 1997 in the lagoon of Barra de Navidad (Ja-
lisco, México). The presence of mud blisters in
the oyster inner valves caused by shell-boring po-
lychaetes has represented one of the main culture
problems. Boccardia sp. (Polychaete: Spionidae)
was identified from the mud blisters of 60 oysters.
Despite the commercial significance of this orga-
nism to the oyster culture, there is a lack of infor-
mation about its impact over the Mexican shell-
fish industry. This paper represents the first report
on the presence of this worm in an oyster culture

facility located at the mid coast of the Mexican
Pacific.

Keywords

Shell-boring worms, Boccardia sp., Pacific
oyster, Jalisco, México.

* carmengallo@starmedia.com
® Nota técnica

Resumen

Desde 1997 se han realizado varios estudios
acerca del cultivo del ostién del Pacifico, Crassos-
trea gigas, en la LLaguna de Barra de Navidad
(Jalisco, México). La presencia de ampollas de
lodo en las valvas internas del ostién causadas por
gusanos barrenadores de la concha, ha represen-
tado uno de los principales problemas en el culti-
vo. Boccardia sp. (Polychaete: Spionidae) fue
identificado de una muestra de 60 ostiones estu-
diados. A pesar del efecto de este gusano en el
cultivo de ostién, se carece de informacién sobre
suimpacto en la industria ostricola mexicana. El
presente trabajo representa un primer reporte so-
bre la ocurrencia de este poliqueto en los cultivos
de C. gigas que se localizan en la costa media del
Pacifico mexicano.

Palabras clave

Gusanos barrenadores de concha, Boccar-
dia sp., ostién del Pacifico, Jalisco, México.
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he polychaete worms represent one of the largest infaunal communities found

in benthic environments world-wide. Some species are able to bore into and

live inside living and non-living substrates of calcareous nature, including mollusc
shells [Blake, 1996; Martin and Britayev, 1998]. Although these organisms do not
feed directly from the host, they are considered a nuisance for shellfish industry due to
the damage produced to several oyster, mussel, scallop and pearl oyster species. Irritation
produced by the worm penetration into the inner shell layers leads to the secretion of
nacreous and chitinous material, which isolates it into a “mud blister” [Glasby et al.,
2000]. It 1s believed that the energy expenditure that results from the nacreous secretion
leads to a poor growth and meat quality, increasing morbidity and decreasing the ability
to accumulate nutritional reserves [Wargo and Ford, 1993]. For bivalves of commercial
value, the disgusting appearance of these blisters makes the molluscs less attractive to
potential consumers, therefore lowering their market value [Martin and Britayev, 1998].

The Pacific oyster Crassostrea gigas [Thunberg, 1873] dominates the market as
the major mollusc species in the world to be commercially cultured. In México, the
Pacific states of Baja California, Baja California Sur, Sonora and Sinaloa are the
major oyster producers, and the most common technologies used for production are
suspension systems, floating rafts, racks and baskets [Mazén, 1996]. Opyster seed is
produced in hatcheries located at the north of México, or imported from other coun-
tries. Several attempts have been made to encourage oyster culture in the Pacific state
of Jalisco, México. Since 1997, the Laboratorio de Ciencias Marinas (L.C.M.) has
developed several experiments with C. gigas in the lagoon of Barra de Navidad, Jalis-
co, 1n order to evaluate its farming in this region [Garcia-Ulloa et al., 1998; Gallo-
Garcia et al., 2001]. However, several significant problems, such as the growing
presence of mud blisters related to boring worms, could restrict further commercial
cultures. As a part of a general project, the present work was carried out to identify the
burrowing worms that affect the L..C.M. oyster stock.

The study was developed with 60 oysters, randomly collected from the culture
stock, of an average height of 2.75 + 0.73 cm and a mean wet weight of 3.55 *+ 3.45
g. Bivalves were grown from spat in modules of stack trays (Nestier boxes) suspended
with ropes, at a 1.5 m depth, from a floating raft placed in the lagoon. Oysters were
sacrificed and polychaetes were collected directly from the mud blisters located on the
inner valves surface. To avoid worms dying during collection, valves were kept into
containers filled with salt water taken from the lagoon. Nacre from the blister perimeter
was carefully broken with a common needle, and salt water was applied by dropping, in
order to clear off mud and allow internal inspection. All worms were manipulated,
narcotised, fixed and preserved with the techniques proposed by Salazar et al. [1988].
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From 20 polychaetes isolated from the total oyster sample, three specimens were
identified as spiomid polychaete worms (Figure 1).

Figure 1. Shell-boring polychaete worm (Family Spionidae, Grube, 1850),

found 1n the oyster C. gigas cultured at the mid coast of the Mexican Pacific
(50X).

Taxonomical identification to the genus Boccardia [Carazzi, 1895] was carried
out by means of keys to family and genera published by Salazar et al. [1988]. The rest
of the polychaetes belonged to other families, and it is believed that they could be
opportunistic species. Boccardia is member of the family Spionidae and can be found
in almost any benthic marine soft bottom sample taken from anywhere in the world
[Fauchald, 1977]. A review of symbiotic polychaetes given by Martin and Britayev
[1998], showed a list of polydorids related to C. gigas. Although, Boccardia was not
cited as a boring agent for C. gigas in their work, four species of this genus (B. accus,
B. chilensis, B. knoxi and B. outakouica) were recorded as damaging oyster cultures in
New Zealand (Handley, 1998).

Despite the commercial significance of these organisms to the oyster farming, the-
re 1s a lack of information about its presence in México. Caceres et al. [1998], repor-
ted Polydora sp. infestation in Baja California, which is one of the major producers of
C. gigas in the country. We should point out that although information about polychae-
tes has grown enormously in recent years, further research has to be done in order to
assess the economical impact of these organisms over the growing Mexican shellfish
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industry. This paper represents the first report on the presence of Boccardia sp. in an
oyster culture facility located at the mid coast of the Mexican Pacific.
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Growth of angel fish Prerophyllum scalare [Gunther,
1862] juveniles fed inert diets
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Abstract

The growth, feed conversion ratio (FCR),
survival and stress resistance of angel fish Ptero-
phyllum scalare juveniles fed different diets (de-
capsulated Artemia cysts DAC, commercial flakes
CF, commercial pellets CP, and a commercial
starter diet for tilapia CSDT), were investigated.
Diets were studied with three replicates and adjus-
ted at 8% of daily feeding ratio. Fish had an ave-
rage initial wet weight of 0.44 g. Diets showed a
significant effect on fish growth performance from
the first sampling day onwards. After 45 culture
days, fish fed with the DAC diet showed the hig-
hest mean standard length, wet weight and speci-
fic growth rate (3.64 = 0.07 cm, 3.19 = 0.24
gand 4.36 % body weight/day, respectively), com-
pared with the rest of the treatments. The FCR
fluctuated from 1.26 £ 0.01 for the DAC group
to 2.01 = 0.17 for the CP diet, showing signifi-
cant differences (P < 0.05) among treatments.
Survival was similar for all diets. Fish fed with the
DAC diet displayed higher stress resistance com-
pared with the rest of the treatments. Although
DAC seem to improve growth performance of
angel fish juveniles, further trials are required to

E-mail: turbotuag@hotmail.com

Resumen

Se investigé el crecimiento, conversién ali-
menticia (FCR), sobrevivencia y resistencia al
estrés de juveniles del pez angel Pterophyllum sca-
lare, alimentados con diferentes dietas inertes (quis-
tes decapsulados de Artemia DAC, hojuelas co-
merciales CF, pelets comerciales CP y una dieta
comercial iniciadora para tilapia CSDT). Las
dietas fueron estudiadas con tres réplicas y la ra-
ci6n alimenticia fue ajustada al 8% de la biomasa
total. Los peces pesaron 0.44 g en promedio, al
inicio. Las dietas mostraron un efecto significati-
vo sobre el crecimiento de los peces desde la pri-
mera biometria. Después de 45 dias de cultivo,
los peces alimentados con DAC mostraron los
valores promedio mas altos en la longitud estan-
dar, peso htimedo y crecimiento especifico (3.64
+ 0.07 cm, 3.19 = 0.24 gy 4.36 % peso cor-
poral/dfa, respectivamente), comparado con el
resto de los tratamientos. EEl FCR fluctué desde
1.26 = 0.01 para el grupo DAC, hasta 2.01 =+
0.17 para la dieta CP, mostrando diferencias sig-
nificativas (P < 0.05) entre los tratamientos. L.a
sobrevivencia fue similar para todas las dietas.
Los peces alimentados con DAC mostraron la
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1dentify other factors (nutritional biology, feeding
techniques and strategies) associated with its most
economic use.

Key words

Ornamental fish, Pterophyllum scalare, nu-

mayor resistencia al estrés comparado con el resto
de los tratamientos. Aunque la dieta DAC mejo-
16 el crecimiento de los juveniles del pez angel, se
requieren de estudios posteriores para identificar
algunos factores (biologia nutricional, técnicas y
estrategias de alimentacién) asociados a su mejor

trition. uso econoémico.
Falabras clave

Pez ornamental, Pterophyllum scalare, nu-
tricién.

Introduction

reshwater ornamental fish trade is a million-dollar industry [LLim and Wong,
1997]. Among the most popular freshwater fish species in the aquarium trade
industry, 1s the angel fish Pterophyllum scalare [Gunther, 1862], which is
originated from a branch of the Amazonas River [Tapajoz River], at the north of
Brazil [Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo, 2002]. Due to its body coloration,
shape and economical value [Luna-Figueroa, 2003], the angel fish represents one of
the most important ornamental cichlid species, but amongst the main constraints to its
optimal commercial production, is the lack of knowledge on proper diets for the different
life stages [Luna-Figueroa et al, 2000]. P scalare is considered an omnivorous fish
since in nature, its feeding is based on the consumption of plankton, larvae of insects
and crustaceans, plants and worms [Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo, 2002].
In captivity, the common live larval food used for growing of most ornamental fish is
limited to macro-zooplankton such as Moina, Daphnia and Artemia nauplii [Lim and
Wong, 1997]. Artificial diets, which are normally elaborated with dried live organisms
that are processed in different presentations such as ﬂakes, meals or small pellets, are
also used. Although it is known that the angel fish accepts artificial diets [Luna-Figueroa
et al., 2000], lower growth and survival rates of P scalare are commonly obtained
when such diets are used as the sole feed [Luna-Figueroa, 1999], mainly during the
fry and juvenile stages [Hofer, 1985].
In general, it is well accepted that fish nutritional requirements vary with some
factors such as the relationship between the diet and life stage [Ricker, 1979] and
therefore, the dietary content for feeding larvae is different to that needed for repro-
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duction or for growth of juveniles. But as a common practice for culturing angel fish,
on-growing diets are also used to promote its reproduction [Pérez et al., 2002; Luna-
Figueroa, 2003]. Thus, the undiscriminating use of diets for the different live stages
of P, scalare is normally associated to different biological responses, as pointed out in
few nutritional reports [Luna-Figueroa et al., 2000; Soriano-Salazar and Hernandez-
Ocampo, 2002; Luna-Figueroa, 2003]. Since angel fish is valuated by its individual
characteristics such as the skin coloration, body shape and size, obtaining of the maxi-
mum expression of these phenotype traits by supplying the proper and optimum diet,
should be a topic of growing interest and priority to producers. Therefore, the present
work evaluates the effect of different commercial diets on growth and survival of P,
scalare juveniles, under controlled conditions.

Materials and Methods

Juvenile angel fish (250 fish with an average wet weight of 0.30 = 0.02 g) were
obtained from a local supplier (Acuario Arboledas, Guadalajara, Jalisco, México)
and transported to the lab in plastic bags filled with oxygen. Fish were acclimated by
placing the bags in a 400 | fiber glass container until water temperature was equalized
inside the bags at 27 £ 1 C [Axelrod et al.,1997]. The container was supplied with
tap water passed through a cartridge filter (5 Mm diameter), and gentle aeration was
provided by two airstones. Water temperature in the container was kept constant (28
°C) by introducing an electrical heater (100 W, Rena Submersible Heater, RH 100,
Apopka, FL., USA), and photoperiod was adjusted at 12 hours light and 12 hours
dark during acclimating time. Fish were divided in four groups and kept in 4 contai-
ners for one week feeding them in excess with each experimental diet. Food ration was
given three times at day (09:00, 13:00 and 17:00 h). Each day, 50% of the total
water volume of the container was exchanged, extracting out feces and food waste by
siphoning.

To evaluate the experimental diets, twelve 113 | glass aquaria were used. Each
aquarium was provided with a self-filtration bottom system, consisted in a 3/8 inches
PVC tubes net perforated at its bottom side with 1/16 inches diameter holes. The
tubes net was covered, with a 0.3 cm diameter plastic mesh and then, with an 8 cm
layer of small stones (0.5 cm diameter). Dissolved oxygen was maintained by a 3/8
inches PVC ailift standpipe connected to the bottom tubes net. This way, water was
forced to flow down through the stones layer where suspended solids (feces and food
waste) were retained.

Aquaria were stocked with 15 fish each, randomly selected from the initial group.
The initial mean wet weight was 0.44 = 0.08 g. Four diets were tested with three
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replicates: Commercial flakes (CF) with 43% crude protein (wardley total tropical,
USA); commercial pellets (CP) with 45% crude protein (azoo, 9 in 1 drawf cichlid
pellet, China); decapsulated Artemia cysts (DAC) with 54% crude protein (Artemia
shell-free, inve aquaculture, USA); and a commercial starter diet for tilapia (CSDT)
with 40% crude protein (API-ABA, MaltaCleyton de México, S. A de C. V.,
Meéxico, D. F.). The proximal composition of experimental diets 1s shown in Table 1.
Feeding ration was adjusted at 8% of the total biomass/day [Garcia-Ulloa, 2004] and
given at same hours than acclimation time. The experimental diets were tested for 45

days.

Table 1. Proximal composition of tested diets (% dry weight) given by the food

suppliers.
DAC CF
Dry matter 95 91
Crude protein 54 43
Lipid 9 5
Fiber 6 4

Ash 4

Nitrogen-free extract

DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial ﬂakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, AZOO, 9 in 1 drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial

starter diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México.

* Information not given by the producer.

All fish from each replicate were individually measured and weighted at the begin-
ning and every two weeks until the end of the experiment. Wet weight (g) and standard
length (cm) were determined at each sampling day, with an eletronic balance (Naviga-
tor, Scout, 100 g x 0.1 g, Apopka, FL., USA) and a domestic scale, respectively.
Prior of weighing, fish were placecl on absorbent paper to remove excess of water. The
total weight gain (TWQ) was calculated as final fish weight-initial fish weight. The
daily growth rate (DGR) was calculated as DGR = TWG/culture days. The specific

52 e Garcfa-Ulloa, M. and Gémez-Romero, H. J. 2005. Rev. AIA. 9(3): 49-60



AVANCES EN INVESTIGACION AGROPECUARIA %

growth rate (SGR, % body weight/d) was calculated as SGR = 100 (In WfIn Wi/t),
where Wf = mean weight at the end of sampling, W1 = mean weight at the beginning
of the sampling, and t = time in days of the sampling period [Ricker, 1979]. The feed
conversion ratio (FCR) was calculated as FCR = total weight of dry feed given/
TWG. Survival was obtained by counting total animals per diet at the end of the
experiment. All data were tested for normal distribution and homogeneity of variance
before ANOVA was performed (Sokal and Rohlf, 1969). An analysis of covariance
was used with initial wet weights as covariate to detect possible differences among the
diets at the beginning of the experiment [Johnson, 1976].

The percentages of fish survival values were arcsine transformed to make the va-
riance independent of the mean [Reyes, 1982]. Figures present untransformed data
of mean percentage *+ standard deviation. A stress test was used to evaluate the stress
resistance of the angel fish fed with the different diets, according to the procedure
described by Lim et al. [2000]. The test consisted in the exposition of the fish to
osmotic shock in a saline solution, and the cumulative mortality of the fish was monito-
red at 3-min intervals over a 2-h period. After a previous test to determine the optimal
saline solution for the stress test (30 %o), five fish from each replicate were exposed to
the stress salinity concentration to obtain the cumulative mortality per treatment expre-
ssed as stress index. ANOVA analysis was performed and differences between means
were compared for significance (a = 0.05) using the Tukey’s multiple range test

[Reyes, 1982]. The statistical analyses were performed using Jandel SigmaStat 2.0
statistical software (Jandel Co., USA).

Results

All experimental diets were eagerly consumed by angel fish. Mean body wet weight
and standard length were significantly different (P < 0.05) among diets from the first
sampling day (day 15) onwards (Figure 1). At the end of the experiment, fish fed
with the CP diet obtained the lowest mean standard length (2.71 + 0.01 c¢m) and
weight (1.49 = 0.15 g), meanwhile the DAC group showed the highest growth
values (3.64 £+ 0.07 cm and 3.19 + 0.24 g, for the standard length and wet weight,
respectively). Growth responses were significantly different (P < 0.05) for TWG,
DGR and SGR among the treatments (Table 2).

Angel fish from the DAC diet obtained the highest mean final TWG (2.75 *=
0.24 g), DGR (0.061 % 0.005 g/d) and SGR (4.36 = 0.17% BW/d). The FCR
among the treatments showed differences, and ranged from 1.26 = 0.10 for the DAC
group to 2.01 = 0.17 for the CP diet. The mean final survival of juvenile angel fish
(Table 2), fluctuated from 88.88% for the DAC treatment, to 97.77 % obtained for
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the CF diet, after 45 culture days. After two hours of osmotic stress challenge, there
were not significant differences (P > 0.05) for the cumulative mortality among the
dietary groups (Table 2).

Table 2. Mean final total weight gain (TWG), daily growth rate (DGR),
specific growth rate (SGR), food conversion ratio (FCR), survival and
cumulative mortality of angel fish juveniles fed with different diets.

DAC CF 1
TWG (g) 2.75 1.71

(0.24)° (0.02)® (
DGR (g/d) 0.061 0.037 (

(0.005)° (0.001)™ (
SGR (%BW/d) 4.36 3.50 :

0.17)° (0.02)™ (
FCR 1.26 1.44 :

0.01)? (0.03)° (
Survival (%)  88.88 97.77 s

(6.28) (3.14) (
Cumulative 170.00 178.33
mortality (1.63) (1.69)° (

(stress index)

(DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial ﬂakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, azoo, 9 in 1 drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial starter
diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México). Values in parenthesis indicate = standard deviation. Mean in

each line with same superscript are not significantly different (P > 0.05).
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Figure 1. Mean standard length (A) and wet weight (B) of Pterophyllum
scalare juveniles (mean = standard deviation of three replicates) fed with
different diets.

Standard length (cm)
N

Day 15 Day 30 [
A Culture time (d)

Wet weight (g)
N
(¢]

Day 15 Day 30 [
B Culture time (d)

(DAC = Decapsulated Artemia cysts, shell-free inve aquaculture, USA; CF = Commercial flakes, wardley total
tropical, USA; CP = Commercial pellets, azoo, 9 in | drawf cichlid pellet, China; CSDT = Commercial starter
diet for tilapia, API-ABA, MaltaCleyton de México). For each sampling day, different letters at the top of the bars

indicate a significant difference (P < 0.05) between treatments.
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Discussion

For selecting an adequate fish diet, some physical and chemical criteria related to
feed intake should be carefully reviewed [Léger et al., 1987]. For the former, the
ingestion of food by fish 1s probably affected by its size and palatability. Size is thereby
considered as one of the most important aspect. As food preference is closely related to
the match between food and mouth size, the selected food changes with the growth of
fish [Verreth, 1994]. In this study, it was observed that despite of the differences in
size and presentation, all tested diets were eagerly consumed by fish at the different
sampling times registered along the experiment, and consequently, at different growing
stages (from 1.65 = 0.21 mm, to 3.12 £ 0.34 mm of mean nitial and final standard
lengths, respectively). In the case of the latest, the relationship between digestibility
and biochemical composition of diet is considered as a crucial selecting criterion. Due
to its high affinity to be metabolized and retained, protein is considered the most
important energy component for fish growth [Halver, 1972]. In the case of cultured
carnivorous fish, dietary protein requirement usually accounts for 40 to 50% of feed
fry matter [NRC, 1993].

Although there is evidence that high protein diets promote good feed utilization
and growth in different fish species, mostly in human consumption species [Morais et
al., 2001; Ruohonen et al., 2003], information about the protein requirements on
angel fish growth rate is scarce. Soriano-Salazar and Herndndez-Ocampo [2002],
evaluated the use of live food and two inert commercial diets on the growth of P,
scalare, concluding that live food (Daphnia pulex) with the higher protein content,
produced better fish growth performance and survival, which coincides with observa-
tions made by Luna-Figueroa [2003], who compared two live foods (D. pulex and
Culex quinquefasciatus larvae, with 50.15 and 40.18% crude protein, respectively)
and three commercial flakes with different protein levels (45, 43 and 27% crude
protein) for on-growing angel fish juveniles. In both cases, there was a direct relations-
hip between the fish growth performance and the dietary protein content. In this
experiment, proximal composition of tested diets given by the food suppliers showed
comparable protein content (from 40 % for the CSDT group, to 54% for the DAC
dietary treatment) with the above mentioned works, but growth of P scalare juveniles
did not show a direct relationship with the protein level of the tested diets.

After 45 culture days, angel fish from the DAC group showed the highest TWG
and DGR values, and the better FCR compared to the other treatments (Table 2),
being similar to those reported by Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo [2002]
and Luna-Figueroa [2003], feeding P, scalare juveniles with live food (Daphnia pulex
or mosquito larvae) as sole diet. The SGR values obtained for all tested diets in this

56 e Garcfa-Ulloa, M. and Gémez-Romero, H. J. 2005. Rev. AIA. 9(3): 49-60



AVANCES EN INVESTIGACION AGROPECUARIA %

experiment fluctuated from 2.67 %BW/d for the CP diet, to 4.36 %BW/d for the
DAC group, lower to those reported by Soriano-Salazar and Hernandez-Ocampo
[2002] and Luna-Figueroa [2003], for the live diets, but similar to the obtained with
the inert diets. It has been established that the SGR decreases when the fish size
increases [Verreth and Den Bieman, 1987], since fish metabolism 1s reduced when
body size increases. Sortano-Salazar and Hernandez-Ocampo [2002] and Luna-Fi-
gueroa [2003], used smaller fish at initial stocking (0.1 and 0.058g, respectively)
compared to the mean weight at the beginning of the present experiment (0.44 g),
which could partially explain the differences in the SGR. For all groups, final survival
were above 88.88% (Table 2), similar to the obtained by Luna-Figueroa et al. [2000],
who fed the angel fish juveniles with D. pulex, but higher compared with the values
reported with the use of inert diets.

Lim et al. [2002] mention that fish resistance to stress can be affected by sub-
optimal physiological conditions arising from factors such as infection diseases, poor
water quality and nutritional deficiencies, among others. In our study, the higher stress
resistance was observed for the fish fed with the DAC diet, suggesting that its nutritio-
nal composition covered the physiological requirements at the fish age and salinity
concentration evaluated.

Since water parameters (7.2-7.8 pH, 27 £+ 1°C and > 4 mg/LL. DO) were cons-
tants and proper for the angel fish [Axelrod et al.,1997] throughout the experiment,
and diets were given at same daily ration and readily consumed by fish, it is suggested
that overall results in this study were influenced by the nutritional quality of the tested
diets. The nutritional value of one food for a species is related to the degree of corres-
pondence between food biochemical composition and nutritional requirements of that
species. This correspondence can change depending on the individual target species,
its developmental stage [Walker et al., 1998], or physiological condition, and as a
function of the fish growth phase and culture conditions. The better growth results
with DAC suggest that its composition 1s more related to the nutritional requirements
of angel fish juveniles, but the gross biochemical composition of the diets tested does
not properly explain these results.

Sorgeloos et al. [1986] and Vanhaecke et al. [1990], mentioned that DAC are
suitable as unique food for some fish species at early life stages, because they are able
to combine the advantages of live and inert diets, being a more hygienic and highly
nutritional feed that can be processecl for long-tenn storage, and compared with the use
of live food, direct feeding of DAC would represent a labor saving strategy [Lim et al.,
2002]. Besides, Verreth et al. [1987], concluded that the differences in physical
properties and ingestion of the feed can be eliminated when DAC are used as sole
food, which was corroborated in this study since the cyst diet was eagerly consumed by
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angel fish juveniles throughout the 45 experimental days. On the other hand, the nutri-
tional value of DAC can be compared with that found for newly-hatched Artemia.
Garcia-Ortega et al. [1998], mentioned that both naupli larvae and DAC have simi-
lar biochemical composition regarding all major nutrients, concluding that there is no
difference in feeding Artemia cysts or nauplii to fish.

Inferring, DAC seem to improve growth performance of P. scalare juveniles, howe-
ver much research is still required on the fish nutritional biology related to its feeding
techniques and strategies using such diet.

Conclusions

The overall results show that the DAC diet improved the angel fish growth perfor-
mance at the cultured conditions described, nevertheless, much attention should be still
paid on its nutrition, as well as economic considerations, in order to optimize the
utilization of DAC at commercial level.
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Resumen

Los mecanismos que favorecen el aislamien-
to reproductivo es tema de estudio en el proceso de
evolucién de plantas. Las plantas domesticadas,
al ser sometidas a seleccién artificial, pueden ser
consideradas como modelos biolégicos en la es-
peciacién simpatrica. Se estudié la morfologia
floral y la etapa fenolégica de floracién de Hyptis
suaveolens: formas silvestre, arvense y domestica-
da. Se observaron diferencias significativas en las
estructuras florales (P<0.05): en el tamafio del
tubo de la flor (mayor en domesticada), longitud
del estilo (mayor en silvestre), filamento de estam-
bres y anteras (mayor en silvestre). Respecto a la
duracién del periodo de floracién, las diferencias
también fueron significativas (P<0.02): 19.6y
24 dias en las formas domesticada y silvestre, res-
pectivamente. Las poblaciones arvenses mostra-
ron valores intermedios en la mayorfa de los ca-
racteres sugiriendo hibridacién silvestre-domesti-
cado e infiltracién genética. Se sugiere que la se-
leccién artificial produjo cambios que facilitan la
autogamia en la variedad domesticada de H. sua-

* Correspondencia: vergara(@cgic.ucol.mx

Abstract

The mechanisms that favor reproductive iso-
lation are a topic of study in the evolutionary pro-
cess of plants. Subjecting domestic plants to artifi-
cial selection could be considered as a biological
model in sympatric speciation. The morphology
of the flower and the phenological stage of
blooming of Hyptis suaveolens: wild, weed and
domesticated forms were studied. Significant di-
fferences were observed in the floral structure
(P<0.05): in the size of the flower tube (highest
in the domesticated form), length of style (highest
in the wild form), filament’s stamens and anthers
(highest in the wild form). There was also a signi-
ficant difference in respect to length of the blooming
period (P<0.001): 20.2 and 24 days in the do-
mestic and wild forms, respectively. The weed po-
pulation showed intermediate values suggesting
wild-domestic hybridizing and genetic infiltration.
It was inferred (suggested) that artificial selection
produces changes that allows autogamy in the
domestic variety of H. suaveolens, thus favoring
the process towards reproductive isolation.
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Introduccién

no de los grandes problemas en biologia, es el determinar cémo puede un

proceso continuo de evolucién producir grupos morfolégicamente

discontinuos conocidos como especies: el problema de la especiacién [Coyne,
1996], que en biologia evolutiva es una de sus areas mas activas [ Turelli et al., 2001].
En los afios recientes se han producido grandes avances relacionados con la especiacién
genética, tanto en lo conceptual como en lo técnico [Lexer et al., 2005]. En este
campo se pretende conocer las causas y mecanismos que contribuyen al aislamiento
reproductivo [Barton, 2000], dando énfasis a la identificacién de caracteristicas dife-
rentes, responsables de este aislamiento entre dos taxa cercanamente relacionadas
[Howard, 1999], es decir, entre especies simpatricas.

Entre los factores que afectan la velocidad y direccién del proceso de especiacién
simpatrica en plantas, se encuentra la evolucién del sistema reproductivo [Lande y
Schemske, 1985; Charlesworth y Charesworth, 1987; Iwasa y Pomiankiwski, 1995].
LLa morfologia floral, como complejo, permite realizar inferencias acerca de su evolu-
cién y consecuencias en el sistema de reproduccién [Endress, 1992]. La morfologia
floral también se relaciona con la actividad de los meristemos, sobre los cuales —se
infiere— poseen un componente genético sujeto a seleccién natural [Coen y Meye-
rowitz, 1991].

El tiempo que una planta permanece en floracién también influye en su comporta-
miento reproductivo. Se ha observado que existe una diferencia en el tiempo de flora-
cién entre las poblaciones con tendencia al cruzamiento (alégamas) con respecto a las
de autopolinizacién (autégamas): las alégamas florecen mas tarde y permanecen mas
tiempo en periodo de floracién que las flores con tendencia a la autogamia [\X/yatt,
1984]. Ambos tipos de reproduccién pueden observarse en plantas silvestres.

En el medio natural, las plantas silvestres presentan caracteristicas diferentes a las
plantas de la misma especie sujetas a seleccién artificial a través del proceso de domes-
ticacién; en estas dltimas, su constitucién morfolégica, fisiolégica y genética, se altera.
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Al conjunto de caracteristicas diferentes entre el progenitor silvestre y el descendiente
cultivado, se le denomina “sindrome de domesticacién” [Koinage et al., 1996]. Entre
estas caracteristicas se encuentran: 1) pérdida de mecanismos naturales de dispersién,
2) germinacién rapida y simultdnea de la semilla, 3) propagulos largos, 4) alargamien-
to del producto deseado, 5) maduracién simultinea de frutos y semillas, 6) pérdida de
mecanismos de proteccién, 7) pérdida de toxicidad o de propiedades gustativas no
agradables, 8) cambios de coloracién en el fruto o semilla, y 8) cambios en la constitu-
cién genética [Harlan, 1992; de Wett y Haxlan, 1975].

La seleccién artificial puede provocar cambios fenolégicos en la planta [Wright et
al., 2005], que pueden incidir en su sistema de reproduccién a través de modificacio-
nes en su morfologia floral y etapa de floracién. La identificacién de caracteristicas
que favorecen estos cambios, permitiria ampliar el conocimiento de la especiacién
simpatrica [Howard, 1999]. Por este motivo, las plantas domesticadas han sido pro-
puestas como modelos de estudio en el proceso evolutivo [Van-Raamsdonk, 1993,
1995], ya que tienen la ventaja que tanto el ancestro silvestre (o su descendiente
mmediato) y el descendiente cultivar, son frecuentemente conocidos y estan disponi-
bles para realizar las investigaciones [Koinage et al.,, 1996], y la escala de tiempo
sobre la cual esta evolucién ocurre, esta frecuentemente bien documentada [Burke et
al., 2005].

Entre las plantas silvestres sometidas a proceso de domesticacién, se encuentra el
Huyptis suaveolens, especie de la familia Labiatae, que fue ampliamente cultivada en la
época prehispanica de México debido a sus semillas comestibles, y actualmente catalo-
gada como un “pseudocereal”, con probable origen en Mesoamérica y Norte América
[Harlan, 1992]. Esta planta presenta una amplia distribucién geogréfica, y en la ma-
yoria de los lugares donde se encuentra establecida, lo hace como componente de la
vegetacién natural. En el estado de Colima se localizaron tres formas biolégicas de H.
suaveolens: la que crece dentro de la vegetacién natural o forma silvestre, una forma
arvense o hibrida, sembrada por el agricultor y poco frecuente en vegetacién natural, y
la variedad domesticada sélo presente en campos cultivados. Apoyados con la propues-
ta teérica de Van-Raamsdonk [1993, 1995], Koinage et al. [1996] y Burke et al
[2005], y con el material biolégico de H. suavoelens, se infirié que estudios morfolé-
gicos y de comportamiento reproductivo en el complejo silvestre-arvense-domesticado,
permitirfan conocer aspectos sobre la tendencia evolutiva relacionada con el aislamien-
to reproductivo; para ello, se inicié con la determinacién del posible efecto de la selec-
cién artificial en la morfologia floral y tiempo de floracién de dicho complejo.
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Materiales y métodos

Las semillas de Hyptis suaveolens, fueron colectadas de la vegetacién natural y en
una unidad de produccién localizada en la zona central del estado de Colima, México,
donde se manejaban como cultivares la arvense y la variedad domesticada [Vergara-
Santana, 1994]. Los experimentos se llevaron a cabo en el Instituto Tecnolégico de
Colima, ubicado entre las coordenadas 19°15 de latitud Norte y 103°43’ de longitud
QOeste, con temperatura media anual de 25.1°C y promedio de precipitacién total
anual de 1,026.9 mm; en un clima calido subhimedo [INEGI, 1997]. Las observa-
ciones se realizaron en una parcela experimental con un disefio estadistico de bloques
al azar con cuatro repeticiones.

Las observaciones iniciales se centraron en el color de la corola y gufas de néctar
de cada una de las flores de las tres formas estudiadas. Para la toma de muestra en la
medicién de las estructuras ﬂorales, se siguic’) el protocolo 1, de “eventos en una flor
simple” que propone Dafni [1992]: se marcaron 5 flores en fase de botén floral en
cinco plantas, se seleccionaron de manera aleatoria y en diferentes partes de la planta
(inferior, media, superior y laterales). En total de 25 flores por variedad. Para las
estructuras a medir, se consideraron las sugerencias de Kearn e Intuye [1993], y el
trabajo de Wyatt [1984]. Las variables que se observaron con ayuda de un microsco-
pio estereoscépico con lente micrométrico, fueron las siguientes (Cuadro 1, Figura

).
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Cuadro 1. Caracteristicas que se observaron en las estructuras florales de

Hyptis suaveolens.

Caracten”stica que Procedimiento para su medicion

se observo

Ciliz El caliz se midi6 desde su base hasta el inicio de la prolongacion
de sus dientes
LCI1=longitud del caliz, porcion ventral. LC2= Longitud del caliz,
porcion dorsal

Tubo de la flor Se extrajo la flor del caliz, se midio el tubo de la flor considerando
¢éste desde su parte basal hasta donde la corola se divide

Corola Se midi6 en uno de los pétalos que lo conforman, desde el punto
de bifurcacién a su parte apical. LLS. Longitud del 16bulo superior
de la corola e inferior (LLI)

Bractea Longitud de la bractea presente en la parte inferior del caliz

Estambres Se midio la longitud del filamento desde su parte basal a la apical
LES= Longitud de estambres superiores. LEI= Longitud de
estambres inferiores

Anteras Se midid la longitud de las anteras maduras, ya abiertas.
LAS = Longitud de anteras de los estambres superiores.
LAI= Longitud de las anteras de los estambres inferiores

Estilo Longitud del Estilo. Se midié desde su parte basal a la apical

Ovario Longitud del ovario
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Figura 1. Esquema de la flor de Hyptis suaveolens.
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Con los datos obtenidos, se realizé un analisis de varianza, con prueba de Duncan,
empleando el paquete estadistico SAS [1992].

Para conocer los tiempos de floracién, la toma de datos inici6 cuando las plantas
tenfan 63 dias de haber sido sembradas (inicio de su floracién). Se consideraron las
sugerencias de estudios de dinamica de floracién que propone Dafni [1992]: selec-
cién y marcaje de plantas con cinta durable; en este caso se eligieron al azar 5 plantas
por variedad. En cada planta se seleccioné una rama. Los registros fueron todos los
dias por la manana (entre las 7:00 y 10:00 h); se inici6 contabilizando las primeras
flores presentes en las ramas marcadas; posteriormente, y dia con dia, hasta completar
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33 dias, las flores contabilizadas se desprendian de su inflorescencia para evitar ser
consideradas en el conteo del dia posterior. Se obtuvo un promedio por dia de las
flores presentes en las 5 ramas por cada una de las 3 formas de H. suaveolens en
estudio. Con los datos obtenidos, se realizé un analisis de varianza, con prueba de

Tukey, empleando el paquete estadistico SAS [1992].
Resultados

Color de corola y guias de néctar

Las flores de las tres formas de H. suaveolens presentan dos gufas de néctar, una en
cada lébulo superior. El color de la corola y gufas de néctar es diferente. LLa forma
silvestre presenta corola de color violeta con guias de néctar del mismo color pero mas
intenso. En la arvense la corola es de color blanco con guias de néctar color violeta, en
tanto que en la variedad domesticada la corola y guias de néctar son de color blanco, lo
que hace poco visible a estas gufas, quedando sélo a manera de huellas o marcas pre-
sente en los l6bulos.

Morfologia floral

Las diferencias morfométricas de estructuras florales entre Hyptis suaveolens, sil-
vestre, arvense y domesticada, se centran principalmente en el tamafio de los 6rganos
reproductores de la flor (Cuadro 2). Tomando como patrén de comparacién a la
forma silvestre, en la domesticada se incrementa el tamafio del caliz y tubo de la ﬂor,
mientras que los 16bulos no presentan diferencia significativa. Se esperaria que en la
forma silvestre la desviacién estandar fuese mayor debido a su estructura genética,
menos sujeta a la seleccién direccional presente en la condicién domesticada; situacién
que se cumple en la mayoria de los caracteres medidos, con excepcién del tubo de la
flor. Probablemente se trate de un caricter atn inestable o independiente, no ligado al
rendimiento de grano.

En la domesticada se presenta una disminucién en el estilo, el tamafio de los fila-
mentos de estambres superlores, as{ como en las anteras tanto de los estambres superio-
res como de los inferiores. Estos caracteres tienen relacién con la cantidad y el traslado
de granos de polen, en donde menor tamafio de anteras puede significar menor canti-
dad de granos de polen. En el caso del ovario, aumenta pero no con diferencia signifi-
cativa.
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Cuadro 2. Medias, desviacién estdndar y an4lisis de varianza que se
presentaron en las diferentes estructuras florales del complejo silvestre-arvense-
domesticado de Hyptis suaveolens.

Silvestre Arvense
Variable Media* y Media* y
(longitud) desviacion desviaciol
estandar (mm)  estandar (m
Region ventral del 251 b£0.342 230c+0.3
caliz
Region dorsal del cdliz 2.74 b+0.325 2.57b+04
Tubo de la flor 463 b+0.380 422c¢+0.3
Lobulo superior de la 299a+0.173 293a+0.3
corola
Lobulo inferior de la 2.55a £0.183 2.62a £0.Z
corola
Bractea 1.83b+0410 2.184a=+0.
Filamento de los 1.40a+0.160 1.18 ¢+ 0.1
estambres superiores
Filamento de los 1.26a + 0.171 1.12b+0.1
estambres inferiores
Anteras de los 0.56 a £0.154 0.58a=+0.1
estambres superiores
Anteras de los 0.48 a+0.109 0.0.52a=+0.

Actnrnlavan 1 famiaraa

n = 25 flores. *Valores seguidos por letra diferente dentro de la linea, son significativamente diferentes de acuerdo con la

prueba de Duncan P<0.05.
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Aunque no se reporta diferencia significativa entre la silvestre y arvense, las medi-
ciones promedio muestran una tendencia de disminucién de tamafio del céliz y no asi
en el tubo de la flor en la arvense. No se encontraron cambios en los tamafios de la
corola, brictea, ni longitud del ovario entre la silvestre, arvense y domesticada.

Floracién

El registro diario de apertura de flores de cada variedad permitié conocer que el
inicio de floracién para cada una de ellas es diferente: en la arvense, a los 63 dias de
haber sido sembrada la semilla; en la domesticada, a los 66 dias; y en la silvestre, a los
68 dias.

Respecto al periodo floracién, se encontraron diferencias significativas (P< 0.02)
en la forma silvestre (promedio de 24 dias), con respecto a la domesticada (19.6 dias)
y la arvense (20.2 dias); estas dos ultimas se comportan de manera similar.

En cuanto al periodo de maxima floracién, en las formas domesticada y arvense, lo
presentaron a los 75 y 79 dias después de la siembra, mientras que la silvestre lo fue
entre los 79 y los 83 dias después de la siembra. Se observa, entonces, un desfase de
8 dias (heterocronia) en la presentacién del periodo de mayor floracién. Es a partir de
los 79 dias en que se presentan las diferencias estadisticas entre las tres formas, presen-
tando comportamientos similares entre las formas arvenses y domesticadas, y diferen-
tes entre esta Gltima y la silvestre (Gréfica 1).

Griéfica 1. Dindmica de floracién de tres formas biolégicas de Hyptis
suaveolens.

030.6a 066
042.4a

79

Dias a floracion
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La planta silvestre, al permanecer mayor tiempo en floracién, puede favorecer la
reproduccién alogdmica.

Discusién

La seleccién artificial a través del proceso de domesticacién en H. Suaveolens, al
parecer, provocé cambios en la coloracién de sus flores, en su morfologfa y dinamica
de floracién. El color de las flores es empleado por las plantas como medio de atraccién
para sus posibles polinizadores: los colores que mayor reflejan la luz ultravioleta pue-
den incrementar la posibilidad de ser visitadas que las flores con colores que menos la
reflejan, como lo es el color blanco [White et al, 1994]. En el H. suaveolens, el color
de la corola y guias de néctar en la planta silvestre es méas llamativo que el color blanco,
presente en la variedad domesticada, proporcionandole a la silvestre una ventaja para
asegurar su reproduccién en el medio natural.

Respecto a la morfologia floral de H. suaveolens, la domesticada presenta —con
relacién a la silvestre— una reduccién en los érganos reproductores. Pueden observar-
se ciertos caracteres de hercogamia: de estambres mas largos o mas cortos que el pisti-
lo, a estambres igual al pistilo; de pistilo exerto a pistilo, incluso. Estas caracteristicas
favorecen la presencia del sistema de reproduccién de autogamia [Carr et al., 1997;
Karoly, 1994]. Por el contrario, las plantas con estigmas mas exerto tienen una mayor
tendencia a la reproduccién por alogamia, ya que podiian recibir una mayor propor-
cién de visitas de polinizadores, y sus largos estambres podrian donar mas polen,
preferentemente, a flores con estilos largos; mientras que flores con estambres cortos
donan, en forma preponderante, a flores con estilos cortos [Campbell, 1989].

Los cambios en el sistema reproductivo de las plantas no evolucionan indepen-
dientemente de otros aspectos de su ciclo de vida [Stocklin y Favre, 1994]; asi, en H.
suaveolens se presentaron cambios en los tiempos de floracién (heterocronia), en su
Inicio y permanencia: la silvestre, inicia su floracién méas tarde y su permanencia en
esta fase es mayor con relacién a la domesticada. Un mayor tiempo de permanencia en
floracién, incrementa la posibilidad de wvisitas de polinizadores.

Se ha relacionado el inicio de la floracién entre especies semejantes, con el sistema
de reproduccién empleado: en las endogamicas se presenta de manera precoz respecto
a las alegamas [Jacquemart y Thompson, 1996; Solbrig y Rollis, 1976], y entre las
posibles explicaciones, se sugiere que la maduracién del estigma tiene relacién con la
floracién temprana, en donde el estrés hidrico favorece tal condicién [Moore y Lewis,
1995; O’neil, 1997].

En el caso de las formas domesticada y arvense de Hyptis suaveolens, que se
desarrollan —predominantemente— en campos cultivados (habitats preparados por el
hombre), las condiciones ambientales a las que estan sometidos, son diferentes a las
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establecidas en ambientes naturales. [Los campos de cultivo podrian considerarse tam-
bién como lugares que presentan disturbio, y en donde las plantas que ahi se desarro-
llan tienen ambientes similares a las que se desarrollan en ambientes naturales disturba-
dos o marginales. Durante su desarrollo, estas plantas pueden estar sometidas —por
causas diversas— a estrés hidrico, favoreciendo, de esta manera, los cambios en los
patrones de floracién.

Considerar al sistema reproductivo de las plantas como un sistema integrado, faci-
lita, a su vez, la integracién de conocimientos para un mejor entendimiento del proceso
evolutivo. En el H. suaveolens, el conjunto de diferencias morfolégicas y fenolégicas
encontradas en las formas silvestre y domesticadas estudiadas, permitié establecer que
el proceso de domesticacién (seleccién dirigida), pudo favorecer los cambios en la
planta que le confieren —a esta forma— caracteristicas claramente distintivas, unifor-
mes y estables, las cuales retiene cuando es propagada. Caracteristicas todas ellas nece-
sarias para ser considerada como un cultivar [Trehane et al., 1995]. En la forma
arvense, los resultados indican que podria ser el resultado de una hibridacién o infiltra-
cién genética entre las poblaciones silvestres y domesticadas.

Asi, los estudios morfolégicos y de comportamiento reproductivo en complejos de
plantas silvestre-arvense-domesticada, permiten conocer aspectos evolutivos ocurridos
durante la domesticacién que apoyan la generacién de conocimiento para comprender
mecanismos de especiacién.

Conclusiones

Las plantas domesticadas, al ser sometidas a seleccién artificial (llamada también
seleccién direccional), a través del proceso de domesticacién, pueden ser consideradas
como modelos biolégicos en estudios evolutivos, como el relacionado con el aislamien-
to reproductivo en plantas de la misma especie que comparten su hébitat (especiacién
simpatrica).

Se sugiere que la seleccién artificial produjo cambios que facilitan la presencia de
autogamia en la variedad domesticada de H. suaveolens, forma de reproduccién que a
su vez promueve una tendencia hacia el aislamiento reproductivo entre especies simpa-
tricas. Asimismo se concluye que la forma arvense, podria ser el resultado de una
hibridacién o infiltracién genética entre las poblaciones silvestres y domesticadas de
H. suaveolens.
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Animal behavior as a shield against sickness and a way to

healthiness (some physiological basis)
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Apartado postal 5-78 Cuernavaca, Morelos 62240, México.

Resumen

Los animales viven en ambientes donde esta
presente, de manera permanente, la amenaza de
enfermar. Para evitarlo, se alimentan lejos de las
heces y reconocen las plantas o zonas del potrero
que deben evitar. Aprenden, también, a ingerir
especies o realizar conductas especificas con fines
profilacticos. Si esto falla, entonces el animal ma-
nifiesta otras conductas y respuestas fisiolégicas
como: anorexia, inactividad, dolor y fiebre. El
dolor obliga al animal a proteger el 4rea dafiada,
evitando el apoyar una pata herida o inutilizando
un musculo dafiado, mientras los tejidos son repa-
rados. La fiebre representa un alto costo energéti-
co, y para ahorrar energia, el animal tiende a
permanecer inmévil, estrategia de gran utilidad
para controlar el crecimiento y reproduccién de
bacterias patégenas. En el comportamiento de
los animales enfermos se han descubierto sustan-
clas involucradas denominadas citocinas, que jue-
gan un papel muy importante en la induccién de
este tipo de conductas; por ejemplo, se puede in-
ducir una disminucién del consumo de alimento y

* Correspondencia: aorihuela@prodigy.net.mx
® Publicacién por invitacién

Abstract

Animals live in environments where threaten
of sickness is always present. To avoid becoming
sick, animals graze away from manure deposits
and recognize plants and/or grazing areas that
should be avoided. They also learn to eat certain
plants or display specific behaviors that might have
some prophylactic effects. If this fails, animals dis-
play other behaviors and physiological responses
like: anorexia, inactivity, pain and fever. Pain in-
duces an animal to protect a damage area, avoi-
dinglean body weight on a hurt leg, or helpingin
the isolation of an injured muscle while the dama-
ged tissue is repaired. Fever implies a high energy
cost and to save energy, animals try to stay immo-
bile, strategy that is useful in the control of growing
and reproduction of pathogen bacteria. Substan-
ces called cytokines have been discovered involved
with the behavior of sick animals. Experimentally,
a decrease in food consumption and physical acti-
vity can be induced by the injection of substances
from the cellular walls of bacteria or toxins. The
knowledge on behavior and its physiological basis
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en la actividad fisica inyectando sustancias prove- | against sickness offers promising expectative in the
nientes de paredes celulares de bacterias o deter- | future diagnosis and treatment of diseases.
minadas toxinas. El conocimiento de la conducta
y sus bases fisiolégicas en la lucha contra la enfer- Key words

medad oﬁjecen expect.ativas pr.ometedoras en la Animal behavior, Sickness, Cytokines.
investigacién para mejorar el diagnéstico y trata-
miento de enfermedades.

Falabras clave

Conducta animal, enfermedad, citocinas.

Introduccién

os animales, por lo general, viven en un ambiente donde siempre est4 presente

la amenaza de enfermar. Bajo esta situacién, las estrategias efectivas para evi-

tar y combatir las enfermedades, se convierten en parte del desarrollo de una
seleccién genética y dentro de ésta, se incluyen ciertos patrones de comportamiento y
otros mecanismos propios del organismo, como su sistema inmunolégico, los cuales
permiten sobrevivir al animal [Hart, 1992].

Para no enfermarse los animales, primeramente, exhiben una serie de conductas
encaminadas a disminuir los riesgos de adquisicién del patégeno. Dentro de éstas,
podemos mencionar estrategias tales como: alimentarse lejos de las heces y orina. Asi,
un comportamiento tipico de los rumiantes es el no pastar cerca de donde existe la
presencia de materia fecal [Suarez y Orihuela, 2002], convirtiéndose esto en una
estrategia para evitar ingerir —en el forraje— parésitos gastro-entéricos.

Otro ejemplo es la eliminacién de heces por parte del cerdo confinado en el extre-
mo opuesto del corral en donde se encuentran los comederos; de esta manera, se evita
la contaminacién de los alimentos con su propia materia fecal. El macho cabrio se lame
el pene después de la cépula [Morga y Orihuela, 2001], disminuyendo la presencia de
bacterias tanto por el efecto fisico como por propiedades antibiéticas de la saliva y
reduciendo asi la posibilidad de adquirir infecciones genitales.

Como un paso adelante, algunos herbivoros llevan a cabo algo que se puede deno-
minar automedicacién, la cual consiste en la ingesta de plantas que pueden tener efecto
profilactico en contra de los parasitos, o aprenden a evitar el consumo de ciertas espe-
cies vegetales téxicas. Desafortunadamente, éstas y otras estrategias no siempre salvan
al animal de que enferme, de manera que cuando estas defensas son vencidas, entonces
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el individuo manifiesta un comportamiento y respuesta fisiolégica que ayuda al sistema
inmunolégico a entrar en una lucha en contra del agente causal de la enfermedad, y asf,
facilitar que el enfermo recupere su salud.

El comportamiento de los animales es, sin lugar a duda, la manifestacién de los
procesos fisiolégicos que suceden en su interior, mismos que estan determinados gené-
ticamente pero influenciados por diversos factores externos.

El proceder del animal enfermo puede ser una respuesta altamente organizada,
caracterizada también por fatiga y debilidad, resultado debido a que el organismo
ahorra energia de otros sistemas no relevantes, privilegiando el consumo de ésta por el
sistema inmunolégico, puesto que éste es el encargado de defendero de agentes patoge-
nos, convirtiéndose en una estrategia importante que ayuda a que el animal recupere su
salud [Kent et al, 1992; Hart, 1992].

Aunado a los signos anteriores, en el animal enfermo también podemos observar
signos caracteristicos de: dolor, depresién, estado letargico, pérdida de apetito y pérdi-
da del interés en el cuidado corporal, entre otras [Jhonson, 2002]. Al parecer, para-
lelamente con la disminucién del apetito también existe una modificacién en la acepta-
cién de clertos alimentos, ya que se ha propuesto que se evitan los alimentos ricos en
calorfas cuando existe la presencia de citocinas proinflamatorias [Jhonson, 2002].

Al analizar las conductas que despliega un animal enfermo, podemos observar
diferentes estrategias de las que el animal se vale para restablecer su salud en un tiempo
relativamente corto. El dolor obliga al animal a la proteccién del 4rea dafiada, evitando
—por ejemplo— mediante la cojera el apoyar una pata herida, o inutilizando un misculo
danado mientras los tejidos son reparados, y asi evade el que pueda sufrir mayor dafo.

Cuando existe una infeccién, uno de los mecanismos para combatirla consiste en
elevar la temperatura, lo que normalmente se conoce como fiebre. Esto, en términos
generales, trae las siguientes consecuencias:

a) Potencializa la respuesta inmunolégica

b) Favorece y acelera la respuesta de proliferacién de linfocitos en respuesta a
antigenos

¢) Incrementa la destruccién de bacterias por los neutréfilos y favorece la sintesis
de anticuerpos

Como es de suponerse, lo anterior incide de manera directa en el sistema Inmuno-
légico, permitiendo que se dé una lucha mas eficiente en contra de los agentes que
estan causando la enfermedad.

Asi, cuando el proceso vence sobre la enfermedad, el dolor y/o la fiebre ceden, la
depresién se revierte y el individuo adquiere un apetito voraz [Jhonson, 1998]. Sin
embargo, si la enfermedad continuara por un periodo prolongado, el mismo comporta-
miento encaminado a restablecer la salud (anorexia e inactividad, entre otros), se
convertiria en un arma letal contra el animal [Rothwell, 1999].
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El incremento en la temperatura representa un alto costo energético. Veinticinco
por ciento de incremento metabélico por cada dos a tres graclos centigrados de eleva-
cién en la temperatura corporal. Con el fin de ahorrar energia de otros eventos, es por
lo que el animal tiende a permanecer inmévil.

Sumado a lo anterior, el animal deja de comer, aunque esto parezca contradictorio,
ayuda a que éste se recupere al evitar la ingesta de hierro, elemento esencial para que
las bacterias se multipliquen [Bullen, 1981]. Ademas, el animal limita su movimiento,
ya que al no sentir hambre, no gastara energia al buscar alimento como normalmente
sucede [Larson y Dunn, 2001].

Cuando un animal enferma, el pelo es un indicativo de ello. Este se observa sucio
y descuidado. Lo que nuevamente se debe a un ahorro de energia por parte del indivi-
duo enfermo al reducir la actividad muscular requerida para su acicalamiento y limitar
la pérdida de agua a través del sudor y la saliva.

Lo anterior sugiere que existe una relacién funcional entre el sistema iInmunolégi-
co y el sistema nervioso, que finalmente afecta el consumo de alimento [Larson y

Dunn, 2001].

Bases fisiolégicas de la conducta

Experimentalmente se puede inducir una disminucién del consumo de alimento
cuando se inyectan lipopolisacaridos provenientes de las paredes celulares de las bacte-
rias.

De manera general, usando al ratén como modelo experimental, se observa que al
inyectar endotoxinas-toxinas secretadas por las bacterias, los ratones disminuyen su
actividad fisica y entran en un proceso depresivo [Danzer et al., 1998]. Recientemen-
te, se ha tratado de asociar una baja expresién de colecistocinina como un mediador
quimico, que funciona como un intermediario entre la comunicacién del sistema inmu-
nolégico y nervioso. Esto se ha tratado midiendo las concentraciones séricas de cole-
cistocinina en tejidos como el duodeno e hipotdlamo, después de una y 12 horas de la
Inyeccién intraperitoneal de lipopolisaciridos [Weiland et al., 2005].

En el comportamiento de los animales enfermos, se ha descubierto que existen
sustancias denominadas citocinas, que juegan un papel muy importante en la induccién
de este tipo de conductas [Danzer et al.,, 1999; Bluthé y Danzer, 2000; Danzer,
2001; Danzer, 2004].

En 1980 se dieron a conocer las secuencias nucleotidicas de las interleucinas (IL.-
| e IL-2), sustancias que pertenecen a un grupo mayor que se denominan citocinas;
las cuales, en general, son compuestos de origen proteico, que poseen la capacidad de
actuar de manera local o sistémica, es decir, en el lugar en donde se producen o a
distancia.
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Las citocinas, por lo regular, poseen efectos sobre la proliferacién y diferenciacién
celular, la inflamacién y respuesta inmunolégica. También pueden actuar sobre diver-
sos sistemas, pero sobre todo cuando el animal estd enfermo [Bluthé y Danzer, 2000;
Danzer, 2001].

En respuesta a la sospecha de la existencia de una comunicacién entre el sistema
inmunolégico y el nervioso, se propuso que precisamente estas sustancias funcionaban
como un vehiculo para alertar a este tltimo de la presencia de microorganismos y
modificar la conducta [Kosman et al., 2002].

A su vez, iicialmente las citocinas son producidas por células de la respuesta
Inmunitaria como son los macréfagos, encargados —principalmente— de fagocitar a
los microorganismos. Estas, de manera general, reciben el nombre de citocinas pro
inflamatorias, ya que provocan o facilitan que se lleve a acabo un proceso inflamatorio
[De la Garza, 2005]. El entendimiento de estos mecanismos, hoy dia es mas amplio.
Sin embargo, alin no estan completamente conocidos.

Si una citocina como la IL-1b (interleucina uno beta) y el interferén son inyecta-
dos en el cerebro de roedores, estos tltimos modificardn su conducta de una manera
radical, presentando falta de apetito, acompaflada de los sintomas caracteristicos del
animal enfermo, mismos que pueden acentuarse en respuesta a la cantidad del farmaco
utilizado.

Las citocinas también pueden afectar al suefio. Un claro ejemplo de este efecto fue
evidenciado al administrar dosis bajas de IL.-1b a ratas, favoreciendo la presentacién
del suefo superficial que es la fase no REM. Sin embargo, la misma citocina adminis-
trada en dosis altas inhibe esta fase de suefio [Hutchings et al., 2003].

En el caso del ratones knockout (donde se ha desactivado su IL.-6), después de
administrar lipopolisacaridos, se observé que induce a la fase no REM, en un periodo
mas corto con relacién a los animales intactos C57 BL/ 6] |, que provoca fiebre en los
ratones intactos e hipotermia en los knockout, Yy que estos efectos son modulados por
los ciclos de luz-oscuridad [Morrow y Opp, 2005].

Actualmente el comportamiento asociado a la enfermedad, ha sido bien docu-
mentado y estudiado en diversas especies [Warren et al., 2005; Henessey et al., 2004].
Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la interaccién de las citoci-
nas con sus receptores en el sistema nervioso central no se conocen completamente. Lo
que si conocemos, es que el comportamiento asociado a la enfermedad es producido
por las citocinas que se secretan en respuesta a la presencia de agentes patdgenos
[Watkins y Maier, 1999], que en este proceso participan otros elementos como el
factor comin a insulina (IGF -1), hormonas como glucocorticoides y neuropéptidos,
la vasopresina y la alfa-melanotropina [Danzer, 2004] y que podemos inducir el com-
portamiento del animal enfermo mediante la aplicacién de estas sustancias.
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Implicaciones prdcticas

Hoy en dfa, las citocinas como tal han sido ya emp]eadas como agentes terapéuti-
cos. Dentro de éstas principalmente aquellas denominadas citocinas anti inflamatorias,
cuya funcién es inhibir el proceso inflamatorio. Tal avance médico se debe, en gran
parte, al estudio y conocimientos generados a partir del comportamiento del animal
enfermo. Ahora vemos cémo, a partir de aqui, este conocimiento ha evolucionado
hasta el disefio de medicamentos basados en el uso de citocinas que pueden ser emplea-
dos tanto en animales como en humanos, asi como ofrecer posibilidades a futuro para
el tratamiento de aquellas enfermedades que son consideradas como graves por el grado
de sufrimiento y dolor que inducen al paciente, como el cancer.

Por otra parte, dentro de la medicina veterinaria y la zootecnia es util aprender las
conductas que indican cuando un animal estd enfermo, ya que ademas del conocimien-
to en si, en términos pragméticos, esto permite darle un tratamiento adecuado y opor-
tuno, lo cual mejora no tnicamente la produccién de piel, carne, leche y otros subpro-
ductos que lo animales nos brindan, sino también el bienestar de los mismos animales.
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Factores que afectan la produccion de dosis de semen en
centros de inseminacion artificial porcina

Factors affecting production of semen doses in porcine artificial

Insemination centers

Rocha, G.;!" Castaieda, J.2 y Valencia, J. J.3

'Centro Universitario del Sur. Universidad de Guadalajara.

“Direccion General de Educacién Técnica Agropecuaria (SEP).

Resumen

Con el fin de determinar los factores que in-
fluyen en la produccién de dosis de semen de cali-
dad, se llevé a cabo el presente trabajo en centros
de produccién intensiva de semen. Un total de
8,420 eyaculados provenientes de 97 sementales
alojados en dos diferentes postas del centro de la
Reptblica Mexicana fueron evaluados para de-
terminar sus parametros de produccién. De acuer-
do a los datos analizados, la edad maxima en la
que un semental puede ser utilizado para la colec-
cién de semen es de 36 meses y su ritmo de colec-
cién en la edad adulta es de una vez cada 5 dias.
Se encontré también que existe una moderada
correlacién negativa, entre temperatura ambien-
tal y ndmero de dosis obtenidas de cada semental
(r=-0.534,P< .05). Por otro lado, se encontr6
una capacidad de produccién dependiente de la
linea genética, siendo los hibridos de Seghers los
mas productivos contra los sementales de la linea
PIC, que resultaron con baja produccién de se-
men. Otros pardmetros analizados, fueron las
causas de desecho de los sementales, siendo la
principal la baja calidad de los eyaculados (hasta
un 44.11%), seguido por edad avanzada (29%)),

’CEIEPO. UNAM

* Correo electrénico: gonzalor@cusur.udg.mx

Abstract

To determine factors influencing quality of
semen doses in boar studs, the present study was
carried on at intensive semen production centers.
A total of 8,420 ejaculates from 97 boars housed
in two commercial boar studs of central México
were evaluated to determine some performance
parameters. According to the analized data, it
was found that 36 months is the maximum age on
boars to obtain an acceptable performance. Fur-
ther, an ideal collection schedule to optimize se-
men doses output from each boar was set at once
every five days. It was also found that weather
conditions influences semen output with high tem-
peratures reducing semen doses obtained (r =
-0.534, P<.05). Another finding was the rela-
tionship between genetics and production perfor-
mance. Seghers hybrids were the most productive
whereas PIC line boars were the less productive in
terms of semen doses/boar /week. Lastly, it was
determined that the main reason for culling boars
was their low performance reflected as low quality
ejaculates (up to 41.11%) followed by senility

(29%), physical problems on reproductive organs
(12%) and leg problems (6%).
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problemas varios (atrofia de pene, uretra, entre | Key words
otros: 12%) y problemas de locomocién (6%).
Los datos aqui encontrados permiten establecer Boar, stud, semen, doses, performance.
estrategias para optimizar la produccién de se-

men en las postas de sementales.

Falabras clave

Verracos, posta, semen, dosis, parametros.

Introduccién

a inseminacién artificial de la cerda es una técnica que ha innovado los

sistemas de produccién porcicolas en todo el mundo [Althouse y Kuster,

2000]. Actualmente, mas del 60% de las cerdas en produccién en nues-
tro pais son inseminadas artificialmente y esta tendencia va en aumento dia con dia
[Castafieda-Moreno et al., 2000].

Con la modificacién de los sistemas de produccién porcina, llegaron los métodos
de produccién en multisitios. Esto hizo que surgiera la necesidad de generar un nuevo
sitio para procesar las dosis de una manera eficiente. Este sitio, llamado centro de
inseminacién artificial (CIA) o posta de sementales, ha modificado de tal forma la
manera de alojar y manejar los sementales, que han surgido nuevos problemas a raiz de
su implementacién [Flowers y Esbenshade, 1993]. Tal situacién hizo que surgieran
nuevas afecciones en los cerdos para los que el veterinario no estaba preparado [Thac-
ker et al., 1984], como es el caso de problemas de extremidades, disminucién de la
longevidad y afecciones no identificadas con anterioridad, como el PRRS [Dee y Joo,
1994], el Rubulavirus [Solis et al., 2001] o el Circovirus [Iglesias et al., 2002].

Contrario a otros sitios de produccién, las postas de sementales determinan su
eficiencia, como la capacidad de dosis producidas por semental por semana. Sin em-
bargo, el costo de produccién de cada una de esas dosis también es un tema que
preocupa al productor y, por lo tanto, debe optimizarse al maximo [Rozeboom, 2000].
Existen muchos factores que condicionan la calidad de semen de verraco y su conse-
cuente fertilidad potencial al ser utilizado para la inseminacién artificial [Claus, 1990].
Algunos de estos son ampliamente conocidos pero no han sido investigados de manera
objetiva. LLas dudas que atin siguen sin una respuesta cientifica con relacién a las
postas de sementales son: ¢Cual es el porcentaje anual de reemplazos? ¢Cuales son las
causas de baja mas comunes y cémo se pueden prevenir? ¢Hasta qué edad un semental
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puede ser productivo? ¢Qué tanto influyen las condiciones climaticas o la época del
afio en la calidad de semen? ¢Cudl es la frecuencia éptima de coleccién?

Tradicionalmente se ha aceptado, como promedio de vida productiva de un se-
mental, de 3 a 4 afios [Althouse y Kuster, 2000]. En la actualidad los productores
sostienen que un semental de 5 afios puede generar crias suficientes como para justifi-
car su permanencia en la piara; sin embargo, las empresas productoras de pie de cria
sostienen que el semental sélo debe usarse de 18 a 24 meses, ya que después de ese
tiempo, la calidad del semen disminuye a un punto que pone en peligro la productivi-
dad de la empresa [Flowers, 2002]. La frecuencia de coleccién también es tema de
debate. Crabo y Dial [1992], determinaron que la maxima produccién de semen se
alcanza cuando al semental adulto se le colecta cada 3 dias. No obstante, muchos
consultores recomiendan un ritmo de coleccién con intervalos de 7 dias. A la fecha,
muchas opiniones se han vertido con relacién a la capacidad general de produccién de
una posta porcina bajo estos nuevos esquemas de produccién [Rozeboom, 1997].
Sin embargo, muchas de esas opiniones no estan basadas en criterios cientificos y
algunas veces son contradictoras.

El objetivo del presente trabajo fue determinar los factores que influyen en la
capacidad de produccién semanal de dosis para la inseminacién en una posta de se-
mentales porcinos.

Material y métodos

[La presente investigacién es un trabajo observacional, retrospectivo y longitudi-
nal. Se analizaron 8,420 eyaculaciones provenientes de 97 sementales de dos diferen-
tes postas ubicadas en la regic’)n del centro de la repﬁblica. Los datos fueron recabados
desde febrero de 1997 hasta febrero del 2002 en una de las postas; y de abril de 1999
a febrero del 2002, en la otra.

La posta “A” conté con un promedio de 29 sementales activos de las razas Yok,
Landrace, Duroc y dos lineas comerciales Seghers y PIC. Los sementales estuvieron
alojados en corrales individuales en naves con ventilacién natural. LLos animales eran
alimentados con 3 kg de una dieta comercial con el 13% de proteina distribuida en dos
veces al dia. La posta “B” contaba con 22 sementales York, Duroc, Landrace e hibri-
dos terminales de una compania genética comercial, alojados en jaulas individuales de
movimiento restringido y piso con 80% de rejilla. Los sementales también eran ali-
mentados una vez al dia con 3 kg de una dieta con el 13% de proteina. Ambos centros
estan ubicados entre los 18° y 22° de Latitud Norte y 91° y 107° de Longitud Oeste.
El clima estd clasificado como semiseco-semicalido BS1 hw(w) con temperaturas que
fluctdan de los 8° hasta los 30° C, con una media de 19° C. La precipitacién anual

varia de 450 a 630 mm.
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Los eyaculados fueron obtenidos con la técnica de la mano enguantada. A cada
uno de ellos se le asigné un nimero de lote que sirvié para identificarlo durante todo el
proceso. Los pardmetros estudiados fueron: volumen, motilidad, concentracién y mor-
fologia, los cuales sirvieron para determinar el nimero de dosis producidas de cada
eyaculado. El volumen fue determinado usando una balanza electrénica, la motilidad se
realizé6 de manera subjetiva con la ayuda de un microscopio; el analisis de concentra-
cién se realizé con el método del hemacitémetro y las anormalidades se determinaron
con el método de tincién con rosa de bengala. Todas las dosis fueron invariablemente
preparadas con 3,000 millones de espermatozoides viables, ajustando de acuerdo al
porcentaje de motilidad y anormalidades. LLos eyaculados no procesables fueron de-
sechados pero fueron tomados en cuenta para el presente estudio. De cada eyaculado
se registr la identificacién y raza del verraco asi como la frecuencia de coleccién. Se
registré, también, la fecha de coleccién y la temperatura ambiental media del mes de
coleccién. Se agruparon los eyaculados provenientes de cerdos con seis diferentes
categorfas de edad: menores de 12 meses, entre 12 y 18 meses, de 18 a 24 meses, de
24 a 30 meses, de 30 a 36 meses y mayores de 36.

La estadistica descriptiva fue utilizada para organizar y resumir los datos origina-
les. El programa Statistix® [1993], fue utilizado para determinar las medias y desvia-
ciones estandar de los parametros estudiados. Las variables estudiadas fueron la edad
del semental, frecuencia de coleccién, raza y las interacciones entre ellas. El coeficien-
te de correlacién de Pearson fue utilizado para establecer la relacién entre la tempera-
tura ambiental mensual y las dosis producidas por mes. El anélisis de regresién fue
utilizado para buscar la relacién entre edad de semental y el niimero de anormalidades
en los eyaculados. Valores con una P<0.05 fueron considerados como significativos.

Resultados

Con relacién a la edad éptima para utilizar a un semental, se observé que aunque
el volumen del eyaculado tiende a mantenerse conforme la edad avanza, la concentra-
ci6n disminuye y las anormalidades aumentan considerablemente (ver Cuadro 1).
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Cuadro 1. Influencia de la edad del semental en los parametros de calidad del

semen y dosis producidas por eyaculado.

EDAD Concentracion
(MESES) Volumen (ml) (millones/ml)
Media - D. E. Media - D. E.
Menores de 12 197.72-723a 322.2-96.3 a
de 12a18 212.32- 81.7b 4053-852 b
de 18 a24 274.28-569c¢ 386.7-529 b
de 24 a 30 263.25-69.8 ¢ 358.3-65.2 bc
de 30 a 36 247.23-77.5d 330.2-875 ¢
Mayores de 36 253.58-83.8d 349.5-105.3 bc

En cuanto a la frecuencia 6ptima de coleccién, se observé que la mayor produc-

cién de dosis mensuales se obtiene cuando se colecta a un semental cada 5 dias (Gra-

fica 1). Para este analisis s6lo se tomaron en cuenta los animales en su etapa de maxima

produccién (12 a 30 meses).

Griéfica 1. Influencia de la frecuencia de recoleccién en el nimero de dosis

producidas por eyaculado. También se muestran las dosis mensuales por cerdo.
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La época del afio tuvo un efecto sobre la calidad de semen. Se observé que en los
meses de mayor calor, la cantidad de dosis producidas se reduce proporcionalmente.
Sin embargo, se observé que esta reduccién se manifiesta de 6 a 8 semanas después de
miciada la época de calor (Grafica 2).

Gréfica 2. Influencia de la temperatura del mes de coleccién en las dosis
producidas de cada eyaculado.

Al aplicar el coeficiente de correlacién de Pearson para comparar la temperatura
ambiental mensual y las dosis producidas, al tercer mes se encontré que existe una
moderada correlacién negativa entre ellos (r = -0.534, P< .05), lo que sugiere que
conforme aumenta la temperatura ambiental, disminuyen las dosis producidas.

Se encontré una diferencia en la capacidad de produccién dependiente de la raza
y linea genética, encontrando la mayor capacidad en los hibridos terminales Seghers y

la menor en los terminales PIC (22.39 dosis por eyaculado vs 14.2, P< 0.05)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Promedio de dosis por eyaculado de acuerdo a la raza y tipo

genético.
Tipo Dosis/eyaculado
York 17.9
Landrace 17.5
Duroc 15.1
Hibrido Terminal PIC 14.6
Hibrido Terminal Seghers | 22.39

No se encontré diferencia estadistica significativa entre las dosis producidas por
sementales York, Landrace y Duroc. Sin embargo, al separar los sementales de las dos
diferentes postas, se encontré que existe una marcada diferencia en el promedio de
dosis por eyaculado entre las mismas razas. No obstante, la tendencia es la misma. Se
cree que esto pueda derivar del criterio de observacién del técnico que elabora las
dosis o del sistema de conteo de las células para determinar concentracién [Rozebo-
om, 1997].

Independientemente de las tasas de reemplazo que se tengan, las causas de baja mas
comunes entre los sementales de las postas A y B, se pueden observar en la Grafica 3.

Gréfica 3. Causas de desecho en dos Postas de sementales en explotacién
intensiva del centro de la Reptblica Mexicana.
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Se encontré que la principal causa de desecho de sementales es su incapacidad
para cumplir con los estindares de produccién (baja fertilidad) en edad temprana. La
segunda causa de desecho es la edad avanzada y su consecuente reduccién en la calidad
de los eyaculados. Esta es la condicién de desecho normal y bajo condiciones ideales
deberia ser la causa de baja mas comiin, pues reflejaria que un semental ha cumplido
con las expectativas para lo cual fue desarrollado. En el apartado “problemas varios” se
incluyeron sementales que fueron desechados por problemas fisicos diversos, como
atrofia de pene, problemas en uretra, gen de positividad a estrés o problemas cardia-
cos. En algunos casos hubo muerte sibita de sementales cuya causa no fue determina-

da.

Discusién

En ambas explotaciones, las dosis producidas por semental se reducen a partir de
los 36 meses de edad. Esto difiere a lo recomendado por la compafifa Pig Improvement
Company (PIC), que considera como méximo periodo productivo los 18 meses. Flo-
wers y Esbenshade [1993], han sugerido mantener los sementales dnicamente hasta
los 24 meses para poder aprovechar su potencial de produccién de semen. Las reco-
mendaciones vertidas por estos autores también difieren, en cierto modo, con lo obser-
vado en este estudio, ya que se analizé que hasta los 3 afios, los sementales pueden
producir dosis viables. Ein este aspecto, también existe cierta controversia, ya que en el
caso de sementales cuyo desempefio y valor genético son excepcionales, se han explota-
do estos animales hasta un méaximo de 5 afios, al final de los cuales, su capacidad de
produccién se reduce considerablemente. Sin embargo, en estos casos no se toma en
cuenta el valor productivo de un semental, sino el valor de las crias que se obtengan de
él (Rozeboom, comunicacién personal).

Hubo una interaccién entre raza y calidad de semen en edad avanzada. Se encon-
tré que los sementales Seghers tienden a ser mas longevos, pues mantienen su capaci-
dad de produccién de dosis de calidad atin después de los 36 meses de edad. Los
sementales menos durables resultaron ser los de las lineas de PIC, pues su produccién
declina a partir de los 24 meses. En la parte intermedia quedaron las razas puras
[York, Landrace y Duroc], en las cuales esa capacidad declina después de los 30
meses de edad. Los resultados aqui encontrados también coinciden con los de Woll-
mann et al. [2002], quienes conservaron los sementales hasta por 35 meses, no en-
contrando una baja en la produccién de dosis (sin embargo, las recomendaciones no
son validas para todas las razas).

LLa produccién maxima de semen se logré cuando los sementales eran colectados
cada 5 dias. Esto difiere considerablemente de las recomendaciones antiguas, cuando
se utilizaba monta natural, en las que se recomendaba obtener hasta dos montas en un
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dia siempre y cuando se dejara descansar al semental durante un periodo de dos dias.
En ese caso, las montas semanales totales de cada semental podrfan sumar hasta 6-8
por semana [Crabo y Dial, 1992]. Rozeboom [2000], recomienda un ritmo de co-
leccién mas moderado que consiste en una monta por semana. Nuestros resultados
coinciden con los de Flowers [2002], quien ha establecido que una optimizacién del
uso de sementales adultos se logra cuando se colectan 3 veces cada 15 dias. Langendyjk
[2001], Soede et al. [2002] y Steverink [1999], recomiendan usar el semental cada
6 dias, lo que es muy semejante a lo aqui encontrado.

Una reduccién importante en la produccién de semen se observé después de 6 a 8
semanas de iniciado el tiempo de calor (temperatura ambiental >22° C). Esto coinci-
de con Flowers [2002], quien establece que los eventos que le sucedan a un semental
un dia determinado (estrés calérico, por ejemplo) sélo serdn perceptibles cuando el
proceso de espermatogénesis llegue a su fin (en 4 a 6 semanas después del estrés).
También coincide con los hallazgos de Reicks y Yeske [2002] y los de Yeske y Reicks
[2002], quienes estudiaron un brote de PRRS en una posta y no observaron cam-
bios en el semen sino hasta después de 4 semanas de presentados los sintomas.

La observacién del efecto retrasado del calor en los sementales es importante, ya
que utilizando la ecuacién de regresién (Y= .06743 - .02369 X con una = 0.25),
es posible predecir, hasta cierto grado, la capacidad de produccién semanal en las
épocas calurosas y poder prepararse con tiempo para introducir sementales extras. El
presente estudio coincide con el de Wollmann et al. [2002 b], quienes encontraron
diferencias de produccién, de acuerdo a la estacién del afio.

No existen muchos datos publicados que permitan comparar los promedios de
produccién de dosis por raza. Sin embargo, Althouse y Kuster [2000], determinaron
que bajo condiciones de clima controlado, los sementales de razas puras han logrado
promedios de hasta 32 dosis por eyaculado. Esto difiere, en gran medida, con los
promedios de las razas puras de nuestro estudio, probablemente por lo subjetivo de los
métodos empleados en los laboratorios.

Los problemas de locomocién (5.8%) no figuraron como causa importante de
desecho en el presente estudio. Esto difiere de lo encontrado por Althouse [1997],
quien observé hasta un 32% de sementales desechados por causas de problemas de
locomocién. Es importante sefalar que dichos sementales eran alojados en jaulas de
movimiento restringido con pisos 100% de rejilla, condiciones diferentes a las de este
estudio, ya que los sementales fueron alojados en corrales de piso sélido (posta A) o

con sélo el 80% de rejilla (posta B).
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Conclusiones

Bajo las condiciones del presente estudio, se concluye que:

1. La edad 6ptima para obtener el méximo beneficio de sementales es entre 24 y
30 meses.

2. El mejor ritmo de coleccién de un semental es de una vez cada 5 dias.

3. El clima caluroso (mayor de 22° C) disminuye la produccién de semen 6
semanas después de iniciado el cambio de clima.

4. La principal causa de baja de sementales es la baja produccién de dosis de
semen debido a la reduccién en la calidad de los eyaculados.
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