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1. INTRODUCCION

La acuacultura, como disciplina cientifica y tecnoldgica ha tenido un desarrollo relativamente
reciente#y Adas investigaciones en particular con las especies nativas han estado dirigidas
principalmenteshacia el conocimiento del ambiente en el que viven los organismos acuaticos y
hacia aspectossfundamentales como son la biologia, fisiologia y ecologia. De esta manera, es
una actividad muy importante por su capacidad de generar alimentos basicos para el consumo
humano, empleos y.divisas, por medio del cultivo de organismos acuaticos (peces, crustaceos
moluscos, etc.) en congdiCiones controladas y en diversos ambientes (agua dulce, salobre o
marina), aplicando tecnolegia con distintos niveles de complejidad (Marquez-Couturier et al.,
2006).

La piscicultura en México se ha sustentado desde hace muchos afios en el cultivo de unas
cuantas especies como las tilapias, bagres, carpas, truchas, entre otras las cuales son especies
introducidas. Por este motivo, n0 se le' ha dado el impulso necesario a los estudios para el
desarrollo de la tecnologia de cultive de las especies nativas. En el caso del estado de Tabasco se
cuenta con una gran variedad de espegies nativas,entre ellas la mojarra tenguayaca (Petenia
splendida), la mojarra castarrica (Ciehlasoma ¢uruphthalmus), la mojarra paleta (Vieja
bifasciata) y el pejelagarto (Atractosteus‘tropicus) siendo las especies con mayor tradicion de

consumo en la region sureste del pais (Tello, 1998).

El pejelagarto pertenece a la familia Lepisosteidae, la cual fue’descubierta en Sudamerica segln
Wiley (1976), las especies vivientes de los Unicos dos géneros (Lepisosteus y Atractosteus)
datan de hace 75 millones de afios (Cretacico tardio). El pejelagarto_habita en rios, lagunas y
pantanos del sureste de México. Ha sido reportado en la cuenca del rig Coatzacoalcos en
Veracruz, en las cuencas de los rios Tonala, Mezcalapa y Grijalva-Usumacinta para Tabasco, en
el rio Palizada del estado de Campeche y en dos cuencas mas en Chiapas.zSu<distribucion se
extiende hacia Centroamérica: Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica”(Reséndez y
Salvadores, 1983).



El pejelagarto Atractosteus tropicus es considerada como una de las especies aptas para la
realizacion de actividades de acuacultura, ya se ha observado que es resistente al manejo y que
de forma natural habita en ambientes en los que otras especies de peces no pueden sobrevivir.
Por otro ladosse ha notado una disminucion de la poblacidn silvestre aparentemente debido a su
sobreexplotacién.en las épocas de desove que es cuando estos organismos se congregan y son
faciles de capturar (Contreras et al., 1989). Esta especie es utilizada en la cocina tradicional
tabasquefa, en artésanias y como pez de ornato tiene amplias posibilidades de ser incorporado
en la acuacultura comercial (Gomez, 1989; Mendoza et al., 2005). Su carne es apreciada y
consumida en el Estado/donde el comercio de alimentos para el turismo tiene una demanda

permanente y por lo tanto requiere de un suministro seguro de este recurso.

La produccion de pejelagarto peryacuacultura es una alternativa que ayudaria a resolver el
problema de la amenaza de extinciongpara lograrlo se requiere generar conocimientos basicos
sobre su biologia y fisiologia, asi come»su alimentacién y nutricion respectivamente. Los
estudios sobre la alimentacion+y nutricion.de-arganismos acuaticos son necesarios ya que este
rubro representa en ocasiones mas del60% del“costo de produccion, por lo que si se pretende
lograr que la acuacultura sea rentable,..se requiere profundizar en los aspectos fisioldgicos
basicos durante sus etapas de desarrollo (Facon, 1993) y en la etapa juvenil (Alvarez et al.,
2007).

Los conocimientos generados sobre alimentacion y nutricion por varias generaciones de
investigadores han permitido obtener importantes avances en‘laxdomesticacion del pejelagarto
para establecer su cultivo, sin embargo se requiere abarcar estudio$ mas precisos con respecto a
la fisiologia digestiva desde el punto de vista nutricional y requérimentos energeticos que
permitan maximizar su crecimiento en un menor tiempo promoviendo asi susCultivo a una mayor
escala y se establezca como una alternativa productiva que garantiza la rentabilidad de su cultivo

y la conservacion biologica de la especie A. tropicus.

Por lo que se ha implementado el disefio de alimentos con los requerimentos necesarios para
cada etapa de vida de la especie, utilizando fuentes alternativas proteinicas que les aporten los

nutrientes necesarios para su crecimientos y supervivencia (Frias-Quintana et al., 2010). A partir



de estudios en peces se ha demostrado que el mejor uso de la energia procedente de los
carbehidratos del alimento depende de la composicion de macronutrientes presentes en la dieta.
Los peees, carnivoros como los salménidos, son alimentados con niveles altos de lipidos
presentes en.la dieta, ya que tienen un mejor efecto la proteina que los carbohidratos en un nivel
similar sobre.la.ingesta de energia digerible (NRC, 2011). Sin embargo, las dietas altas en
lipidos reducen la digestibilidad del almiddn, de acuerdo con estudios realizados en el salmon
del Atlantico (Grisdale-Helland y Helland, 1997) y esto puede ser debido al hecho de que los
lipidos pueden influiren’la velocidad de absorcidn de todos los nutrientes que pasan a través del

tracto gastrointestinal.

En general, si la eficiencia de ‘utilizacion de carbohidratos se estima estrictamente con base a la
velocidad de suministro de glucosa“apartir de la digestion y la eliminacion de la glucosa de la
sangre, los peces carnivoros principalmente, tienden a ser los menos beneficiados de las dietas
que contienen carbohidratos (NRC, 2011):"Sin embargo, cuando se hacen estudios de fisiologia
comparada con otros vertebrados,_es, impertante tener en cuenta la naturaleza poiquilotermica
del pez, la baja tasa metabolica, lasdisponibilidad de habitat de oxigeno y la adaptacion de su

metabolismo a la privacion de alimentos-a largo plazo (Polakof et al., 2012).

Sin embargo, para regular los niveles def glucosa en _la, sangre, producto de la ingesta de
carbohidratos, es necesaria la intervencion de dos principales®hormonas endocrinas pancreéticas;
la insulina y el glucagbn que se encargan de regular lossniveles ésta en la sangre y el
metabolismo subyacente en los vertebrados superiores. En“peces, aunque propensos a la
hiperglucemia, definitivamente si tienen estas hormonas con algunas-similitudes funcionales y
muchas otras caracteristicas distintas (Moon, 2004). Los niveles de insulina en el plasma de los
peces se encuentra en rangos de 0.2 a 5 nmol/l o incluso superior después’de una comida y se

secreta en respuesta a varios estimulos, principalmente nutricionales.

La insulina (INS) y los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)rsen péptidos
relacionados evolutivamente que se derivan de un gen ancestral comin (Chan y Steiner) 2000).
Un solo gen de INS ha sido descrito para casi todos los grupos existentes de los vertebrados
estudiados hasta la fecha (Irwin et al., 2012). Sin embargo, estudios recientes revelan que ciertas



espeeies de peces (por ejemplo, el salmon, el fugu y el pez cebra) poseen multiples copias del
gensINS, posiblemente como resultado de una duplicacion de genes asociados con la aparicion
de los teledsteos (Kavsan et al., 1993; Conlon, 2001; Irwin et al., 2012). La produccién y
procesamiente del precursor del INS, la preproinsulina, se llevan a cabo en las células de los
islotes pancreaticos en respuesta a los cambios en los niveles de glucosa en la sangre a través de
dos escisiones prateoljticas antes de formar un péptido funcional del INS que se libera de las
glandulas secretoras.en, el torrente sanguineo (Chan y Steiner, 2000). Sin embargo, el efecto de
los carbohidratos presentes en las dietas sobre la fisiologia de larvas y juveniles de A. tropicus
aun no esta claro, con respecte a la disponibilidad de los nutrientes y su efecto en el crecimiento

y supervivencia.

La presente tesis tiene la finalidad de‘agrupar los estudios de fisiologia digestiva, investigando el
efecto de la inclusidn de carbohidratos'en, la dieta de larvas y juveniles de A. tropicus sobre la
actividad enzimatica digestiva, también sobre el crecimiento y supervivencia, asi como en
aspectos morfofisiologicos y la expresion devinsulina y hormona del crecimiento (GH) durante
la ontogenia inicial. Por lo cual, la.presente tesis® esta estructurada con capitulos que agrupan
estas investigaciones en formato de articules basades en las normas editoriales de la revista JCR

“Fish Physiology and Biochemistry”.



2. ANTECEDENTES

2.1 Usosde,carbohidratos en peces

Los carbohidratos son compuestos naturales orgdnicos que contienen carbono, hidrdgeno y
oxigeno en proporciones que por lo general se representan con la férmula empirica (CH20)n.
Entre las diferenteés formas que son abundantes en la naturaleza, sélo azucares y almidones

tienen valor nutritivo‘patayla alimentacion de peces (Kaushik, 2001; Stone, 2003; NRC, 2011).

Los carbohidratos son una excelente fuente de energia y carbono, pero, en principio, como en
otros vertebrados, los peces pueden sobrevivir y crecer cuando son alimentados con dietas sin
carbohidratos quienes no tienen unsrequisito dietético de carbohidratos debido a su capacidad de
sintetizar glucosa de manera eficiemte)a partir de precursores diferentes a los hidratos de
carbono, como los aminoécidos (NRC, 2011), lactato y piruvato.

Sin embargo, la inclusion optima de“carbohidratos en la dieta de los peces de cultivo puede tener
varias consecuencias fisioldgicas posibitidades: 1) aumentar la retencion de proteinas y lipidos
mediante la prevencion del catabolismo de“€stos nutrieéntes caros para las necesidades de energia
(efecto de ahorro); 2) reducir la carga de nitrégeno ensel.desempefio agricola (salvaguardia del
medio ambiente); 3) proporcionar metabolitos para la“sintesis biologicas. En cuanto a las
formulaciones de alimentos de soporte que mantienen el crecimiento a un costo méas bajo por
unidad de ganancia; ayudar a sedimentar de union, la estabitidad, flotabilidad; y facilitar la
eliminacion de las heces a través de sus propiedades de union (Hemre-et al., 2002; Stone, 2003;
Hardy, 2010; Honorato et al., 2010). Por otra parte, es importante \tener en cuenta que la
capacidad de los peces de cultivo para utilizar carbohidratos de la dieta comosfuente de energia
es generalmente menor que en el ganado terrestre e inherentemente sigue’siendo un tema
complicado y controvertido por la diversidad extrema en los habitos ‘des alimentacion,
caracteristicas anatomicas, fisiologicas y habitats agricolas (Kaushik, 2001;#Meon, 2001;
Polakof et al., 2012).



Diversas investigaciones apoyan la posibilidad de utilizacién de carbohidratos en los peces con
la presencia de las principales enzimas que intervienen en la digestion del almiddn, asi como las
de metabolismo de la glucosa (Enes et al., 2009; Krogdahl et al., 2005) y otras funciones como
la presencia.de transportadores de glucosa (Planas et al., 2000; Teerijoki et al., 2000; Krasnov et
al., 2001), la.glucoquinasa inducible y otros componentes de deteccion de glucosa (Panserat et
al., 2000c), y tejidos periféricos (Polakof y Panserat, 2015).

El uso de glucosa come.Sustrato de carbono para los mismos fines que en otros animales, tiene
la funcion de generar ATP.a través de vias oxidativas y ribosa 5-fosfato / produccién de
NADPH a través de la via fosfato pentosa (NRC, 2011) y, en particular, la utilizacion preferente
de la glucosa en el cerebro de peces, el bazo, el rifion y branquias (Blasco et al., 2001; Soengas y
Aldegunde, 2002); la capacidad de“la.glucosa para estimular la secrecién de insulina (Caruso y
Sheridan, 2011); y la sensibilidad de“los niveles de glucosa en sangre para una variedad de
condiciones fisiologicas, ambientales y~farmacoldgicos que indican que los peces tienen un

sistema homeostatico activo de'glucosa (Polakof et al., 2012).

Previos estudios resumen la capacidad-funcional de las especies de peces de cultivo para utilizar
los carbohidratos de la dieta como fuenteyde energia para mejorar los rendimientos en la
produccion (Kaushik, 2001; Moon, 2001; (Hemre et al.,~2002; Stone, 2003; Krogdahl et al.,
2005; Enes et al., 2009; 2011a; NRC, 2011; Panserat et al’,.2013; Polakof et al., 2012; Polakof y
Panserat, 2015). Estos estudios han sido orientados hacia la acuicultura, basdndose en diferentes
aspectos o factores relacionados con el uso de carbohidratosgdigeribles, que influyen en la
utilizacion de carbohidratos en peces, las limitaciones biologicas que.conducen a su mal uso en

los peces carnivoros y nuevas perspectivas que podrian desafiar las practicas y normas actuales.



2.2 Factores que influyen en la utilizacién de carbohidratos en peces

La medida.en que los carbohidratos de la dieta se pueden utilizar para satisfacer las necesidades
de energia_varia mucho, e incluso dentro de cada especie, dependiendo de una multitud de
factores clasificadas en las relacionadas con la biologia (habitos alimenticios, el ejercicio, el
genotipo), la dieta (origen botanico o fuente de carbohidratos, complejidad molecular, estado
fisico, nivel de inclusién.y estrategias de alimentacion; interacciones de nutrientes) y el medio

ambiente (temperaturagsalinidad, estrés, fotoperiodo).

La compleja interaccién de todes estos factores juega un papel importante en la determinacion
de la capacidad de los peces para‘utilizar un alimento rico en carbohidratos. La fuente de nivel
maximo y apropiado de inclusion-en la dieta se decide generalmente con base en el efecto de los
carbohidratos y el ahorro de proteina ¢que no tenga ningun efecto adverso sobre el crecimiento y
la fisiologia de los peces. El conocimiento sobre el nivel trofico de los peces, la especificacion
de la dieta (que indiquen cualguier-compenente de la dieta ajustado o inerte utilizado) y las
condiciones experimentales (tamarig'de los peces, la duracion de la alimentacion y temperatura

del agua) esta prevista a una comprension-mas genéral (NRC, 2011).

2.3. Estudios de la hormona del crecimiento{(GH) en peCes

La hormona del crecimiento (GH) es una hormona bien conservada y se expresa principalmente
en la glandula pituitaria anterior de todos los vertebrados y es responsable del crecimiento
exponencial. Aunque el efecto promotor del crecimiento por la GH'est&bien documentado, el
crecimiento de los peces es multifactorial y GH podré actuar a diferentes’niveles (Mommsen,
2001). La hormona del crecimiento (GH) es el principal regulador de crecimiento somatico y el
metabolismo de los peces, como en otros vertebrados (Fuentes et al., 2013; Vélez et al., 2015).
Hasta hace poco, se creia que el GH no tenia ningun papel en el crecimiento del.embrién, pero
en algunos estudios se ha detectado transcripcion de GH en los embriones de trucha areo iris
antes de la organogénesis de la pituitaria e incluso en ovocitos maduros (Yang et al., 1999). En
los vertebrados tetrapodos, el crecimiento embrionario y fetal habia sido considerado
independiente del GH hipofisario, aunque se requiere para el crecimiento y el desarrollo



postpatal. Sin embargo, estudios recientes sugieren que GH extrapituitario juega un papel
impertante en el crecimiento temprano embrionario y la diferenciacion (Sanders y Harvey,
2008). Estos datos llevaron a dar otra dimension de la accion de la GH en los vertebrados en el
desarrollogemprano. Aunque la expresion de GH se ha descrito ampliamente en euteleosteos,

hasta ahora se.conoce poco de GH en la fisiologia de peces primitivos.

Diversas caracteristicas,sobre la fisiologia del gen de la hormona de crecimiento (GH), junto con
los aspectos moleculares se han estudiado en varias especies de peces. Preferiblemente, la tasa
de crecimiento de los peces s un rasgo importante econdmicamente hablando, que necesita ser
mejorado con la ayuda de las précticas tradicionales de cria selectiva, asi como las técnicas de
manipulacion genética para mitigar la creciente demanda de alimentos para peces. La tasa de
crecimiento de los peces ha side”centrolado por varios genes, tales como la hormona del
crecimiento (GH), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) y receptores de la
hormona del crecimiento (GHRa / b);"que se habia explorado con la ayuda de técnicas
moleculares (Sciara et al., 2006; Eilby et-al’; 2007, Dibyashree et al., 2015). La hormona de
crecimiento, regula principalmente €l erecimiento y desarrollo, asi como la osmorregulacion, la
produccion de esteroides (esteroidogénesis), la proteina anticongelante (AFP), la reproduccion
en los peces (Degani et al., 2003; Sciara et-aly 2006):

En los peces, el crecimiento se ha estudiado en relaciénsa-las transcripciones de genes que
codifican GH, IGF-1, IGF-11, y sus receptores, junto con proteinpas de union de IGF (Gabillard et
al., 2006; Filby et al., 2007). Ademas, el enfoque de expresién” molecular de la hormona de
crecimiento (GH) se ha utilizado en estudios fisioldgicos en peces.como Ictalurus punctatus
(Small y Peterson, 2005) Sparus aurata (Jiao et al., 2006); Oncorhynchus nerka (Amano et al.,
2006), Protopterus dolloi y Huso dauricus (Fukamachi y Meyer, 2007); Oncerhynchus kisutch
(Kim et al., 2015); osmoregulacion en peces teledsteos (Sakamoto y MeCormick, 2006),
influencia del medio ambiente (Reinecke, 2010), aspectos toxicoldgicos ‘en” Oreochromis
niloticus (Shved et al., 2008) y ontogenia en Monopterus albus (Chen et al., 2015). Dichos
estudios contribuyen en el conocimiento de aspectos productivos en peces a partir delgmanejo de
rasgos como crecimiento, resistencia a enfermedades, desarrollo, asi como factores ambientales

y nutricionales.



2.4 Estudios de insulina en peces

La insulina regula una amplia gama de procesos en peces, incluyendo la regulacion del apetito,
crecimiento,-desarrollo, y el metabolismo intermediario. Mientras que la mayoria de INS es
producida por el.pancreas endocrino de peces, también se produce en el cerebro, asi como en
diversas regionesdel tejido intestinal y adiposo. El conocimiento de cdmo el gen INS esta
regulado en tejidosextra-pancreaticos, proporciona una amplia comprensién general de los
tejidos especificos dondg)se lleva a cabo la activacion transcripcional del gen (Caruso et al.,
2011).

En un estudio con trucha arcoiris*(Oncorhynchus mykiss) fueron examinados los efectos de la
insulina y el glucagon en la lip6hsis, demostrando que la lipdlisis, tal como se mide en los
adipocitos aislados de la trucha arcogiris, se puede regular tanto por la insulina y el glucagon.
Estos resultados indican que la insulina®€s tina hormona importante en la deposicion de lipidos a
través de su efecto anti-lipolitica’en-los adipogitos de la trucha arco iris (Albalat et al., 2005).
Por otro lado se han realizado también estudios de caracterizacion molecular de la familia de
genes IGF en el salmén Salmo salar<(Bower et al.,"2008) que exhiben una expresion hepatica
robusta y estudios de respuestas al ayune™a través-dek sistema GH/IGF y hormonas tiroideas
(Breves et al., 2016).

La secrecion de INS se ve afectada por una variedad de.macronutrientes, los cuales son
absorbidos en el tracto gastrointestinal, sin embargo, se descopoce que patrones son los que
intervienen en la secrecion, dependiendo de la especie y el efecto de ladieta inicial con respecto
a la capacidad de absorcion de cada uno de los macronutrientes (NRC,'2011). Por otra parte, la
utilizacion de la glucosa en los peces carnivoros todavia es desconocida«~Estudios especificos
nos proporcionan una comprension general de la funcion de la INS y lasyrespuestas de los
moduladores de sefializacion de INS conocidos en peces y que establecens caracteristicas

especificas correlacionadas con el ciclo de vida de la especie (Caruso et al., 2011).
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Los_peces también poseen multiples ARNm que codifican INS, cuya expresion varia durante el
curse-del desarrollo embrionario, asi como entre los tejidos en juveniles y adultos. Mientras que
estos patrones de expresion diferencial son sugestivos, se requieren investigaciones adicionales
para evaluar.as funciones fisioldgicas de las distintas isoformas y asi dilucidar los mecanismos
reguladores gue subyacen en su expresion. Una de esas isoformas presentes de la insulina es el

factor de crecimiento de la insulina (IGF) que contribuye también al crecimiento de los peces.

Los resultados de crecimiento de los peces teledsteos, incluidos los salmonidos, es controlado
principalmente por la accion.de la hormona del crecimiento (GH) / sistema similar a la insulina
factor de crecimiento (IGF) (Wood et al., 2005; Duan et al., 2010). El sistema GH / IGF dirige la
asignacion de nutrientes adquiritlos hacia procesos anabolicos tales como el crecimiento
somatico y lineal. Por otra partey€n. condiciones de restriccion prolongado de nutrientes, la
naturaleza de sefializacion de GH / IGk promueve la supervivencia de la especie al desplazar la
energia lejos de los procesos anabdlicos y-dirigirla a los procesos fisioldgicos esenciales (Wood
et al., 2005). Al revelar los mecCanismos meleculares por los que la sefializacion de GH / IGF se
modula tanto en forma endocrina;\paracrina”y autocrina, los fisidlogos tienen una mayor
precision al inferir los patrones de crecimiento degdas poblaciones de peces silvestres y optimizar
las estrategias de crianza de las poblaciones domestieadas (Picha et al, 2008; Beckman, 2011).
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3. JUSTIFICACION

La acuacultura en México tienen un gran potencial, especialmente en las especies dulceacuicolas
nativas. EXisten una gran cantidad de especies de importancia comercial, ya sea a nivel local,
regional o nacional, que sustentan en buena medida el consumo de proteinas de alta calidad para
la poblacidén, pera que son capturadas a través de las pesquerias. El pejelagarto (Atractosteus
tropicus) es un recurso, pesquero que debido a la sobreexplotacion local y a las modificaciones
de su habitat se considera deteriorada, ya que en los Ultimos afios ha sido sometida a fuertes

presiones de captura con 10 que se ha provocado un agotamiento de los poblaciones silvestres.

En este sentido, el desarrollo del-€ultivo de esta especie ha permitido hasta el momento, lograr
cerrar el ciclo de vida, con la consecuente posibilidad de producir larvas y juveniles para su
engorda en diversos sistemas. Sin ¢@mbargo, su produccion a escala comercial se ha visto
limitadao por diversos factores, entretlos que destacan la carencia de estudios respecto al
desarrollo de alimentos especificos para /la especie que cubran adecuadamente sus
requerimientos nutricionales, particularmente” durante la etapa larvaria, y por ende maximizar su
crecimiento, disminuir el canibalismo“y-aumentar la supervivencia. De esta manera se espera
incrementar la produccion de esta especie”en la region_sureste de México y ademas cubrir la

demanda de semilla de alta calidad para la engorda ya sea-por empresas sociales o privadas.

Cabe mencionar que los estudios moleculares sirven para atender esa necesidad de informacion
con referencia al funcionamiento de los genes y los aspectos-fisioldgicos involucrados en la

expresion genética de acuerdo a la especie.

Hasta el momento, no se han realizado estudios sobre la expresion de_génes para hormonas
digestivas en esta especie, por lo que el objetivo de este estudio es generar infermacion sobre la
expresion de genes para insulina y hormona del crecimiento (GH) durante el periodo larvario y
sus efectos en la alimentacién en la etapa juvenil de A. tropicus que permitan comprender la
respuesta en la relacion crianza-alimento en esta especie. Es importante complementar los
estudios ya realizados con los propuestos en este trabajo para su futura aplicacién_en el

desarrollo de dietas, enfocados para larvas y adultos de A. tropicus.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efeCto de carbohidratos (almidones) en dietas balanceadas sobre la actividad
enzimética digestivay histologia y expresion de Insulina y Hormona del crecimiento (GH) en

larvas y juveniles de A/tropicus.

3.2 Objetivos Especificos

- Evaluar diferentes inclusionesyde carbohidratos digeribles (almidon de maiz) en dietas
balanceadas sobre la actividad de las principales enzimas digestivas, el crecimiento y
supervivencia en larvas de A. tropicus:

- Evaluar la sustitucion de energia proteinica utilizando almidén de papa en dietas
balanceadas sobre la actividad™ enzimatiea ,digestiva, el crecimiento, canibalismo y

supervivencia de larvas de A. tropicus!

- Cuantificar la expresion de Insulina y Hormona del crecimiento (GH) durante la ontogenia
inicial en larvas de pejelagarto Atractosteus tropicus.

- Evaluar los cambios morfologicos y fisiologicos en juveniles=de A. tropicus, utilizando

dietas con diferentes inclusiones de almiddn de maiz.

13
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the D3 diet, while cannibalism in the species was
mitigated. Major digestive enzyme activities occurred
chy-

motrypsin, leucine aminopeptidase, carboxypeptidase

(acid protease, alkaline protease,

trypsin,

It is concluded that the contribution of corn starch
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Introduction

The tropical gar {ﬂgoﬂem tropicus) is a native
species with a high

1 1 1 nsumption in the
southeast region of Mexigo. It is distributed from

southern Mexico to Cenfra merica, including
Guatemala, El Salvador, Nicaragua Costa Rica
(Miller 2009). This species has ential for

cultivation, and this has been studied forseveral years,
including its life cycle in captivity t trolled
reproduction using hormonal induce nindez-
Vidal et al. 2000) and juvenile nutriti
ments (protein, energy and fat) (Huert
Jesus-Contreras 2008). Commercial farms
produce offspring and grow them in ditferent s
(Alvarez-Gonzilez et al. 2007; Gomez-Gomez
in the larval stage by feeding them with live pr
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(Amémia sp.) and commercial trout food (Mdrquez-
Couturier. et al. 2006), but in this period mortality can
sometimesreach 60 %. However, like many species of
local inferest, research is required related to the
biology and physiology of the species, so that there
is a solid foundatien to establish it as a viable resource
for aquaculture. Many current studies have been on the
nutrition of freshwater and marine species based on
the formulation of digts,\specific recommendations to
improve growth and swrvival, and other physiological
aspects of digestive enzyme activities related to the
assimilation of specific nutrients which will contribute
to a faster development ‘Wwith higher growth and
survival, mainly during the lapval-§tage (Frias-Quin-
tana et al. 2010). Some related fish nutrition studies
have evaluated the assimilation ofsproteins, carbohy-
drates and lipids in different proportions, and have
thus established a range of acceptablefassimilations
forr a particular species; however, littlé \is) known
regarding the use and replacement of carboliydrages in
the diets of fish, so that the effect of thése nutrients on
growth seems to depend on the sofirce, the concentra=
tion in the diet, the digestibility, theevel of food
intake by the species and environmental tonditions
(Krogdahl et al. 2005). Starch, as a polySaccharide, is
regarded as one of the most important ways fo provide
carbohydrate in the diets of fish (Guevara 2003)s
Some studies on the use of alternative sources of
carbohydrates in fish have been conducted in speCies
such as common carp Cyprinus carpic (Keshavanath
et al. 2002), grouper Epinephelus malabaricus (Shiau

and Lin 2002), rainbow trout {Oncorfynchus mykiss)
(Krogdahl et al. 2004), pact (Piaractus mesopotam-
irus) (Mufioz-Ramirez et al. 2005), Labeo rohira
(Kumar et al. 2008), cobia (Rachycentron canadum)
(Webb et al. 2010), catfish (Mysfus nemurus) (Hamid
et al. 2011), Sebastes schlegeli (Lee and Pham 2011),
and gold Megalobrama amblycephala (Wu et al
2013}, in which the authors reported that many can use
carbohydrates (starches) with excellent effects on both
growth and survival: however, Morris (1997) sug-
gested that carbohydrates should not exceed 15 % dry
basis in the diets of fish, due to the fact that excess
carbohydrates in the diet can result in stunting and
reduced digestibility of nutrients. Thus far, some very
digestible diets containing carbohydrates in amounts
ranging from 10 to 20 % of the diet have been
developed, without significantly affecting growth or
survival (Lazo 2000). Thus, the present study aims to

evaluate the effect of balanced diets with different
levels of carbohydrates (corn starch/cellulose) on the
growth, survival and digestive enzyme activities in the
larvae of A. rropicus.

Materials and methods
Obtaining larvae

For this study, a total of 1800 embryo A. rropicus were
obtained from an induced spawning brood stock (1
female, average weight 3.5 kg, and 3 males, average
weilght 1.5 kg). The specimens used were obtamned
from a reproductive batch in the Tropical Aquaculture
Laboratory (LAT) in the Academic Division of
Biological Sciences (DACBIOL), Juarez Autonomous
University of Tabasco (UJAT). The parents (three
males and one female) were placed in a circular 2000-1
pond. Earlier, the female was anesthetized with
methanesul fonate tricaine MS-222% (Argent Chemi-
cal Laboratories ™) at 200 mg 1~ and was injected
with 35 mg kg~' LHRHa (Hernandez-Vidal 2002),
after which the larvae (5 days post-hatching) were
placed in circular plastic 70-1 tanks connected to a
recirculation system with a reservoir of 1500 1 which
functions for the sedimentation of solids and as a
biglogical filter, and a water pump 1 HP (Jacuzzi,
TWPASB-230A; Delavan, WI, USA). The water
quality of the system was monitored daily for the
30 dayseot larvae cultivation, recording the tempera-

ture (246 £ 2°C) and dissolved oxygen
(56 = 0.3 mgl™) by an oximeter (YSI 85; OH,
USA) and pH” (7.1 £ 02) with a potentiometer
(HANNA HI 991001; Romania). Partial water
changes of 50 % every 2 days and 100% every 5 days
were carred out. Food\was provided to satiation 5
times a day (0800, 1100, 1300y 1500 and 1800 hours),
the time distribution ensuring that the feed offered was
consumed to the maximum.™Separate groups of
cannibal organisms were formed. which were isolated
and given the same diet with the’aim’of adapting them
to food and then returning them, back to each
treatment.

Experimental design

In this experiment, there was a control diet{DC) of
commercial trout feed (Silver Cupm), with 45 %
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eip and 16 % lipids, and three experimental diets.
Isoi (45 %) and isolipids (15 %) were evaluated
for al gar. The experimental diets (D1-D3)
were desi by replacing the cellulose with corn-
starch (D starch—15 % cellulose, D2: 7.5 %
starch—7.5 % cellulose and D3: starch 150 % cellu-
lose), allowin increase of the calorie levels in
experimental di 4096 = 0.37; 4162 £ 0.37 and
4226 + 0.37 cal g¥', résPectively) (Table 1).

The assignments “0f "3" ments in the tanks were
randomly triplicated, “planting 150 organisms per
experimental unit, whic @ ted of plastic bs of
70 1 capacity adapted to a e Wtiﬂg system.

experimental diets, a protocol proposed by Alvarez-
Gonzilez et al. (2001) was followed. The ingredients
were welghed according to the formulations shown in
Table 1, using an analytical balance with a capacity of
2000 g (Ohaus C52000, China), and the macronutri-
ents were dry-mixed for 15 min using an industrial
mixer (Bathamex, 178716; Mexico DF, Mexico).
Similarly, the micronutrients (premix of vitamins,
minerals, vitamin C) were weighed and were added to
the mixture of the macronutrients, mixing for another
15 min. Next, the liquid ingredients (fish oil and soy
lecithin) were added to the above mixture and mixed
for another 15 min and weighed. Finally, water (about
400 ml per kg of diet) was added and mixed for

another 15 min. The obtained mixture was placed in a
mill of 1 HP (Torrey, M-22R1, Monterey CA, Mexico)
to obtain pellets with a screen of 5 mm which were
dried at 60 “C for 24-30 hin an oven (Coriat, HC-35-
WETE D: DE, Mexico). The experimental diets were refrig-

Formulation and preparation of e iental diets

The formulations were made through ﬂwnw

v.5.0 program for designing diets

isocaloric and isolipid. For the preparati the erated at —20 °C until further use.

Table 1 Preparation of the experime icroparticlesdi sed during the in vivo evaluation of Atractostens tropicus larvae

Ingredients (g/100 g diet) T\~ D2 D3 Control diet

Fishmeal® 41. ' o .63 40.63

Flour renderes® 30 + A Ko 30

Alpha cellulose” 15 / d‘ -

Cornstarch® - o 39 154

Fish oil* 6.9 O 6. 6.9

Soy lecithin® 4 . 4 O 4

Grenetin® 2 2 2

Vitamin C* 0.5 0.5 0.5

Vitamin and mineral pmmixh 0.5 0.5 05

Chemical composition (g kg ™' BS) @
Energy ical g ") 4096 £ 0.037 4162 £ 0.37 Q’Zﬁ + 037 5667 £ 15.7
Protein 45 £ 0.02 45 £ 0.02 + 0.02 515204
Lipids 15 £ 0.0 15 =0Mm &:I: 0.01 155 £ 04
Fiber 16.2 £ 037 9.2 £037 1.2 + 037 L £0.1
Ash 15.1 £ 0.037 15.1 £ 0.37 15.=0 103 £00

® Proteinas marinas y agropecuarias, Guadalajara, Jalisco @

" Sigma-Aldrich, catalogue no. C8002 6

© MSA Industrializadora de maiz Guadalajara, Jalisco, México

4 GALMEX Comercializadora de Insumaos Agricolas, Villahermosa, Tabasco, México @

© Pronat Ultra, Mérida, Yucatin, México m

! D’'gari Productos alimenticios y dietéticos relampago, Tlalpan, México D.F. O

& ROVIMIX® C-EC (Roche) agente activo de 35 % O

b Pedregal (para trucha Silver Cup), Toluca, Edo. Mex., México .
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Evaluation of survival and growth

The éxperiment lasted 30 days from the onset of
exogenous feeding, immediately after absorption of
the yolk and ‘gpening of the mouth and anus (5 DDE).
Biometry was” performed every 10 days when the
individual weights )were recorded together with the
total length of the entire population. Weights (g) were
measured with a digital scale (Ohaus A5200, USA)
and lengths (cm) with_a=vernier. At the end of the
experiments, survival waf calculated using the fol-
lowing formula:

S= {Nf,fo] = 100,

where N, is the initial number of\organisms and N the
final number of organisms.

Biochemical analyzes

Enzyme activity assays were performed using enzyme
extracts obtained by maceration of yisceral package
larvae, using 150 larvae per treatment {50 per repli-
cate), when heads and tails were cut otf/nd placed on
ice, to prepare multi-enzymatic extracts=Eagh sample
was homogenized in cold (4 °C) | TrissHCI
50 mmol 17", pH 7.5 (15 mg ml™") and cestrifuged
at 16,000g for 15 min at 4 °C. The supernatant Wwas
collected and stored at —20 °C before the biochemical
analysis. The concentration of soluble protein in the
samples was measured according to Bradford (1976),
using bovine serum albumin as a standard
(1 mg ml™"). All enzyme assays were performed in
triplicate.

Alkaline protease activity was measured following
the method established by Walter (1984), using casein
(0.5 %) as substrate in 50 mmol =" Tris-HCl, pH 9.
Acid protease (pepsin activity) was measured follow-
ing the technique of Anson (1938) using hemoglobin
(0.5 %) as substrate in 100 mmol 1™ glycine—HCI, pH
2. The mixtures were incubated at 37 “C, the reaction
was stopped by adding 0.5 ml 20 % TCA, and the
absorbance of the reaction products was measured at
280 nm. The unit of enzymatic activity was defined as
I pg of tyrosine liberated per minute, based on the
molar extinction coefficient (MEC) of 0.005 at
280 nm. Trypsin activity was measured following
Erlanger et al. (1961) at 25 °C using BAPNA (N-a-
benzoyl-pL-arginine p-nitroanilide) as substrate in

50 mmol 17" Tris-HCl, pH &2 and 10 mmol 1~!
CaCl,. Chymotrypsin activity was measured according
to the DelMar et al. (1961) method at 25 °C using
SAAPNA (N-succinyl-ala-ala-pro-phe p-nitroanilide)
as substrate in 10 mmol 17! DMSO and 100 mmol 17!
Tris-HCl, pH 7.8 and 10 mmol 1I=' CaCl,. Car-
boxypeptidase A activity was measured using the
method described by Folk and Schirmer (1963) with
hippuryl-L-phenyl-alanine as substrate in 25 mmol 17
Tris-HCl and 500 mmol 1~' NaCl at pH 7.5. Leucine
aminopeptidase activity was measured with leucine
p-nitroanilide in 0.1 DMSO and 50 mmol 17" sodium
phosphate, pH 7.2 at 25 °C (Maraux et al. 1973). The
reactions in all the above-described techniques were
stopped with 30 % acetic acid. Enzymatic activity was
defined as 1 pg of nitroanilide released per minute,
using the molar extinction coefficient of 8.8 for trypsin,
chymotrypsin and leucine aminopeptidase (8.2) at
410 nm.

The o-amylase activity was measured using starch
(2 %) as substrate in 100 mmol 17" phosphate—citrate,
50 mmol 17! NaCl, pH 7.5, at 600 nm as described by
Robyt and Whelan (1968). Lipase activity was quan-
fified according to Versaw et al. (1989) using 2-naph-
thyl caprylate (200 mmol 1”') as substrate in
50 mmol I™" Tris-HCI, pH 7.2 and sodium tauro-
chilate (100 mmol 17"). Incubation lasted 30 min
aftef _which the reaction was stopped with TCA
(072 NJ; then, fast blue (100 mmol 1™y was added
plus ethimol/ethyl acetate (1:1 v/v) to clarify. The
activity whit was defined as 1 pg of naphthol released
per minute_at, 540 nm, with a molar extinction
coefficient of,0002. The activity of -glucosidase was
determined usingsthe technique of Dahlqvist (1960a),
using as substrate.g#p-nitrophenol glucoside (10 mM)
dissolved in a buffer\solution (potassium phosphate
67 mM, pH 6.8) followed by 60 min incubation in the
enzyme extract and stopping the substrate reaction
with potassium carbonate (108 mM}); the absorbance
was measured at 420 nm using aftandard calibration
curve for p-nitrophenol o-ghicoside (Sigma). The o-
glucosidase activity was expressethasia unit of enzyme
which liberates 1 mol of o-glucoselp-nitrophenyl o-n-
glucoside per minute.

All assays were performed in ‘wiplicate. The
specific individual activity of the extracts was deter-
mined using the following equations: (1) units

ml~" = [AAbs x final reaction volume (ml)]
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» time (min) x volume of extract (ml)]~'; (2)
uni protein~' = [Units per ml] [mg of soluble
protei , In which AAbs i1s the increase in
t a given wavelength, and EMC is the

coefficient for the reaction product

(ml pg™" cm 2y,
Statistical anal)&%‘

For evaluation of .

and homoscedasticity (Le
ance (ANOVA) was applie
between treatments, the posteriori Tukey test was
used. All tests were carried outgising a 0.05 signifi-

cance level with the software isticaTM v.8.0
(Analytical Software, AZ, USA). &
Results :

Evaluation of growth and surviv

} and analysis of vari-
And to detect differences

The results obtained for further gro ‘pical
larvae showed that those which were t
(15 % starch—0 % cellulose) had an avera,
4.17 £ 0.42 g and 70.02 £ 9.18 mm size,

by individuals who consumed D2 (7.5 % ‘st
7.5%  cellulose) with 291 £023 g C
55.99 £ 7.70 mm, then the control diet (commercial
feed Silver Cup™ trout) with 0.318 = 0.13 g and
43.79 + 5.22 mm, while D1 (0 % starch—100 % cel-
lulose) had the lowest growth with 0.145 £ 0.04 g
and 33.19 £ 3.92 mm size. From the statistical point
of view, significant differences between the four
groups (P = 0.05) (Fig. la, b) were observed. Also,
at the end of the experiment, survival with one-way
ANOVA was analyzed, and significant differences
(P = 0.0001) were detected. The highest survival rate
was obtained for larvae fed the D3 diet with 97.8 %
survival, followed by D2 with 58.4 % survival,
followed by the control diet (Silver Cup™) with a
7.3 % survival, with DI scoring the lowest survival
with 6.9 % (Fig. 2).

Enzyme activities

The specific activity of alkaline protease showed no
significant difference (P = 0.05) between treatments,

8- CONTROL (a)

807 - m
-y 02
701 <3 :
g0 b
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b
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b
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5 -0
¥ oz
= 03

LENGTH (mm)

WEIGHT (g)
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BIOMETRY DAYS

Fig. 1 a Total length (mm larvae ™' £ SD, n = 150) and

”mean wet weight (Ig larvae ' + SD, n = 150), of Atractos-

wirgpicus larvae

al@ h a slightly higher activity for larvae fed the D2
diet, @. ed by those fed DI, then those fed D3, with

oo
" ()
__ @0
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0 /1 =
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Fig. 2 Owerall survival of larvae registered during
microparticulates (mean + SD, n = 150)

ing diet
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followed by larvae fed the D2, those fed the control
diet, and finally the larvae fed the D1 which had the
lowest enzyme activity (Fig. 3).

The trypsin activity showed significant differences
among all treatmefts\(P < 0.05) in which the larvae
fed the D3 diet had the"highest activity, followed by
those fed D1, then D2 and Yfinally those who ate the
control diet had the lowest efryme activity (Fig. 4a).
The specific activity of chym@tryjpsin was statistically
different (P < 0.05) among all treatments in which
larvae fed the D3 diet had “the highest activity,
followed by those fed D2, then thése fed the control
diet while those who had the lowest@ctivity were fed
D1 (Fig. 4b). The specific activity of leucine
aminopeptidase showed significant differences among
all treatments (P < 0.05) in which activity Was greater
for larvae fed the D3 diet, followed by D2, then DI,
and lower enzyme activity were fed the contrel diet
(Fig. 4c). Carboxypeptidase A activity also showed
statistical differences among all treatments (P < 0.05)
which was presented the highest activity for laryae fed
the D3 diet, followed by D1, then D2, whilé those that
had the lowest activity were fed the control” diet
(Fig. 4d).

As to the specific activity of s-amylase enzyme,
increased activity (P <2 0.05) was detected in larvae
fed the D3 diet, followed by those who used D1 and D2
which were statistically equal to each other, and finally
the larvae that consumed the control diet recorded the
lowest activity (Fig. 5a). With respect to the specific
activity of a-glucosidase enzyme, increased activity
was observed in treatment D3, being lower in the

. Acid protease a
1 Alkaline protease

- - a ha
=] 4] o tn

U myg protein

=
cn

]
| l :
m :
|
00

CONTROL m nz na

Fig. 3 Digestive enzyme activities during larvicultive of A.
tropicus (mean £ SD, n = 150). Specific enzymatic activity of
acid protease (black) and specific enzyme activity of alkaline
protease (gray)

control treatment (Fig. 5b). Finally, with respect to the
specific activity of lipase, the maximum activity of
larvae fed the D3 diet is statistically different from the
other treatments (P < (.05), followed by those who
were fed with D2 and the control diet, which were
statistically equal to each other, and finally, those that
had the lowest activity were larvae that were fed with
DI (Fig. 5¢).

Discussion

The results of this research indicate that the larvae fed
the diet designed with 15 % com starch—0 % cellulose
outperformed in growth and survival (average weight
4.17 g, average total length 70.02 mm and 97.8 %
survival) larvae fed on the other diets. This is mainly
due to the presence of dietary digestible carbohydrates
(starch), as these provide the energy required for
growth and development, especially during the larval
stage; however, the use of carbohydrates in formula-
tioms for fish depends on their type and concentration,
and the species and cultivation conditions, which may
promote greater digestibility, improving the level of
food”intake and consequently growth and larval
survival (Krogdahl et al. 2005). In contrast, the results
of otherstudies by various authors on the same species
differ from“the, results obtained in this investigation
including with regard to survival; for example, Huerta-
Ortiz (2008) eyvaluated the lipid levels (5, 10, 15 and
20 %), obtainingsbetter results with levels of 15 and
20 % fat, obtaining 34.66 % survival. Meanwhile,
Jesus-Contreras (2008 evaluated the protein levels of
pre-juvenile tropical gsar‘fed 60 % protein and an
energy level of 400 g diet Keal/100 obtaining survival
of 86 %, although this was.don€ in juvenile fish.

In this sense, Marquez-Couturier et al. (2006)
conducted experiments on substitution, mainly of live
food Artemia nauplii by artificial food, evaluating
growth and survival, and obtained the lowest survival
rate (67 %) with artificial food, while the supply of A.
nauplii survival was significantly higher)(90 %),
similar to that obtained in our study. Additienally,
Frias-Quintana et al. (2010), designed micrepdrticu-
late diets for larval gar with different animal and plant
protein sources, achieving greater growth and survival
for larvae fed the diet Renderes (flour pork and
chicken), an increase in length of 98 mm and a
survival of 68 %, which is lower than that obtained in
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(a), specific enzymatic activities of chymotryp i‘pﬂ:
this study which included diets designed fcr
based on those of Frias-Quintana et al {
previously developed for A. tropicus larvae. Whereas
previous studies have implemented the use of formu-
lated food in cultivated larval in order to reduce
production costs of live food, this has the advantage of
introducing nutrients which are not available in live
tfood (Cerecedo-Civera et al. 2004); Thus, it is
important to note that, to date, such high growth and
survival for A rropicus, which is related to the
inclusion of corn starch in the diet, has not achieved.
Thus, several studies have shown that the attach-
ment of carbohydrates promotes better development,
coinciding with that reported by Lazo (2000) who
mentions that fish larvae seem to indicate a preference
for the production of energy from carbohydrates,
including in diets amounts ranging tfrom 10 to 20 %
without affecting growth or survival. In this respect,
several studies support this principle as in the case of
Yamamoto et al. (2001) with common carp and
rainbow trout, Shiau and Lin (2002) with the grouper

a5

(b) Chymotrypsin a

b

304
25+
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mU mg protein!

304(d) Carboxypeptidase A
254 a

mU mg protein™

CONTROL I D2 D3

enzymatic activities of leucine aminopeptidase activities (¢) and
specific enzymatic activities of carboxypeptidase A (d)

-

r trout Oncorhiynchus mykiss and Atlantic

salm salar, Mufioz-Ramirez (2005) Piarac-
@nﬁﬁm‘, Tan et al. (2006) in the goldfish
Camss us gibelio and Chinese catfish Leio-
cassis lon tris, Kumar et al. (2008) Labeo rohita,
Webb et al. (2018) with juvenile cobia Rachycentron
canadum, Hm& al. (2011) with catfish Mysrus
nemurus, and Lﬂ@d Pham (2011) with Sebastes
schiegeli, and go galobrama amblycephala
(Wu et al. 2013; Li et 13) where these authors
reported that the use of ydrates allows for
positive growth and survi h because it provides

the nutrients needed for app @ ate development.

Taking into account the abo 3 arbohydrates are
the main source of nutrients use e rgy intake and
energy reserve metabolism, st cogen in the
liver and muscles (Murray et al. During the
larval stage, fish require more energy fj h and
good development, and it is known that, before the fish
use energy for growth, they must cover the energy

Q selus malabaricus, Krogdahl et al. (2004) with

27



Fish Physiol Biochem

e ?
E 021 /&\p b b
p o /s

c:8 8 8§ 8

(c) Lipa

(=
;‘__’, 1.0
0 08
[=
o 06 b
E 04 b b
s |

0.2

0.0

CONTROL D1 D2 D3

Fig. 5 Digestive enzyme activities during larvicultive of A.
tropicus (mean = SD, n = 150). Specific enzyme activity of
lipase (a), a-glucosidase (b) and amylase (¢)

demands for maintenance and voluntary movement
(which represents 70 % of dietary energy) using a
protein energy source. There are indications that
carnivorous fish can compensate for this energy
demand, increasingd consumption of food to maintain
growth (Stephan et al. 1996). In this case, starch is a
major source of energy supply, and therefore is a better
teed for utilization and retention of proteins (Mufioz-
Ramirez et al. 2005). Good growth and saving proteins
are related to the fact that glucose from a starch-
digested oxidative substrate is preferred to the nerve
tissue and blood cells, while the carbohydrate present
in the diet of the fish can depress activity gluconeo-
genesis, thus diverting amino acids away from

oxidative pathways (Sanchez-Muros et al. 1996).
Thus, glucose levels must be maintained constant to
allow for adequate metabolism in this balance involv-
ing the secretion of insulin, glucagon, growth hormone
and IGF (insulin-like growth factor) (Hemre et al
2002). The stored glycogen is used efficiently during
periods of food deprivation, including the synthesis of
pentoses, thus supporting the synthesis of nucleic
acids needed for overall growth phenomena (Hemre
et al. 2002).

The knowledge of the digestive physiology of a
species to cultivate is very important in determining
the type and amount of nutrients that the body is able
to leverage (Alvarez-(jonz.élez et al. 2008a, b); in this
case, the digestive and absorptive capacities play an
important role in the growth of the fish (Hakim et al.
2006). The activities of digestive enzymes largely
determine the ability of an animal to obtain a source of
nutrients for sa particular food (Furne et al. 2005). In
the present study, the dietary inclusion of corn starch
significantly increased the activities of digestive
enzymes (acid proteases, trypsin, chymotrypsin,
leucine aminopeptidase, carboxypeptidase A, amylase
and lipase) of larval A. rropicus fed with the D3 diet
compared with those supplied with D2 and trout diet.
loreover, digestion and absorption of carbohydrates
to take place along the same general routes in
ores, omnivores and carnivores (Krogdahl et al.
this regard, one of the most important
enzy in the degradation of starch is amylase,

which polysaccharides by hydrolyzing the
links o- -amylase (endoglucosidases), while
disacchari nd oligosaccharides are hydrolyzed
into constitu nosaccharides by various enzymes
in the side of el. Thus, digestion continues
intracellularly by }rtes possessing disacchari-

dases enzymes. -amylase o (1 — 4)-p-
glucan glucamhydjda%al}rzes the endohydroly-
sis (1 — 4)-glycosidic st and similar molecules

of shorter oligosaccharid
maltose (Murray et al. 200

ing maltotriose and
trast to mammals,

where the amylase is prod the salivary and
pancreatic cells, the only sourc mylase in fish
seems the exocrine pancreas ( 1 et al. 2003),

which has been observed in carp such as Cyprinus
carpio and Carassius auratus (Fernd al. 2001).
Also, there are no conclusive results wherethe authors

affirm the capacity of fish to utilize ca.rt:ohyd.rates:
including Xu et al. (2009) with carp Carassius auratus
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using prebiotic oligosaccharide: Wu et al. (2013) with
the géldgMegalobrama amblycephala supplementing
the diet of fructo-oligosaccharides; Li et al. (2013)
with Megalpbrama amblycephala testing proportions
of carbohydsatefipid and evaluating all the growth,
body compositioneenzyme activities finding positive
results: and the high level of carbohydrates in the diet
promotes glycolysis amd lipogenesis in these species,
but does not induceshyperglycemia which is an
important factor in fishthaalth.

Enzymes that enable thé proper functioning of the
digestive system including” stomach acid protease
activity (pepsin) were also gydluated, which was
very high compared to intestingl alkaline proteases,
consistent with other authors, soch,as Essed et al.
(2002) who evaluated the digestivégprateases in the
bluefin tunnus (Thunnus thynnus) anddeund high
activities of acid proteases in the stomachvcampared
with the alkaline activity detected in th& iTitestine.
Meanwhile, Moyano et al. (1996)/and Frias-Quin-
tana et al. (2010) in order to det€fmine enzyme
activity in Sparus aurata and A. tropiils mentioned
that the presence of increased acid dctivity “is
indicative of the presence of a well-deyeloped
functional stomach and gastric glands, which~char-
acterize monogastric fish, and this has also been
observed in species such as Scleropages formosus
(Natalia et al. 2004) and Scleropages maximus
(Wang et al. 2006). Thus, the results obtained in
this study show that tropical gar larvae fed a diet
hydrolysis of protein and carbohydrates, whereas in
the intestinal part of their structure hydrolysis
terminates monomers being absorbed by the entero-
cytes (Infante and Cahu 2001; Ming-Ji and Ching-
Feng 2006: Frias et al. 2010), as has been reported
in Symphysodon aequifasciata (Chong et al. 2002),
blue tunnus Thunnus thynnus (Essed et al. 2002) and
Arractosteus tristoechus (Comabella et al. 2006).

For alkaline proteases, a pattern similar to the acid
protease is shown, being the diet with the greater
amount of starch, which promotes greater activity of
alkalines such as trypsin and chymotrypsin endopro-
teases as well as exopeptidases such as leucine
aminopeptidase and carboxypeptidase A, which are
present from hatching (before yolk absorption) and
throughout the larval period as has also been reported

for species such as stickleback, Anoplarchus pur-
purescens and walleye Sander lucioperca (Chan et al.
2004; Hamza et al. 2007). Also, the enzyme activity of
leucine aminopeptidase has been used as another
indicator of the nutritional quality by decreasing its
activity, or increasing it indicating that maturation of
microvilli of enterocytes was detected in larvae of
European sea bass (Dicentrarchus labrax), tilapia
(Oreachromis niloticus), mayan cichlid Cichlasoma
urophthalmus (Lopez-Ramirez et al. 2011) and bay
snook Petenia splendida (Uscanga-Martinez et al.
2011), where the increase of these activities have been
correlated with the maturation of the enterocytes, but
the activity varies according to the diet provided
(Hakim et al. 2007).

Similar cases have presented the specific activity of
the lipase, which exhibits greater activity in relation to
diet cormn starch (D3), so that the presence of carbo-
hydrates in the diet not only activates the main
proteolytic enzymes but also promotes activation of
lipid, glycosides and amylase enzymes, which
together with the proteases, allow complete digestion
of nutrients and the absorption of the hydrolysis
products to be used in various metabolic processe.s as
teported for perch Perca fluvialitis (Cuvier-Pérez and
Kestemont 2002), hake Melanogrammus aeglefinus
{(Pepez-Casanova et al. 2006), grouper Epinephelus
colNgids.(Eusebio et al. 2004), Labeo rohita (Chakra-
barti“et_al. 2006), A. mristoechus (Comabella et al.
2006),” Pasalichthys californicus [:ilvamz-Gonzélez
2(X)8a), addwhich in turn relate to morphophysiolog-
ical changes during larval development and feeding
habits (Horn &t allA986).

Additionally, stiidies have been conducted on A.
tropicus, as reported by Frias-Quintana et al. (2010)
and Guerrero-Zdrate et alc§2013), who determined the
proteolytic enzyme activigies, amylase and lipid in
larval and juvenile tropical’gar, who argue that this
species has a high digestife dapacity from 15 days
after hatching (DDE) and thromghout its development
as juvenile and adult. AdditionalyeCahu et al. (2004)
mention that the detection of amylase indicates not
only the maturation of enterocytes but also the
possibility of including some carbohydrates to sup-
plement energy intake during larval  feeding by
carnivorous fish but this is limited.
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usion
.

The£ obtained in this study support the conclu-
sion l&e diet formulated with the inclusion of
15 % of ible carbohydrates (corn starch) in place
of indige fiber (cellulose) for larvae of A.
fropicus can ore growth and survival, and in
turn decrease lism which means that increased
digestive enzym i is promoted, which is an
indicator of h of food and assimilation of
biomolecules from iet provided, where corn
starch may be the mai of energy supply. It
should also be noted that @c;lusicm of starch can be
eliminated by using 100 % Arte,
and obtains high yields of j
later stages.

, which is costly
es for fattening at
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Resumen

En esta investigacion se disefiaron dietas con diferentes: niveles de carbohidratos para larvas de
Atractosteus tropicus, basandose en la sustitucion parcCial de proteina por potato starch (0%S:
0% de almidon-100% celulosa, 16%S: 16%-almiddn-44% proteina; 22%S: 22% almidén-40%
proteina; 28%S: 28% almiddn-36% proteina) y se compararon.con la dieta comercial de trucha
(TD: 45% de proteina y 16% lipidos). Se utilizaron 2000 larvas+0.008 + 0.002 g y una LT de
10.5 £ 0.126 mm) distribuidas en un sistema de recirculacion, evaluandose el crecimiento,
supervivencia, canibalismo y actividad de enzimas digestivas durante-30 dias. Los resultados
obtenidos muestran un mayor crecimiento y supervivencia, asi como un menor indice de
canibalismo en larvas alimentadas con la Dieta 28%S, y su vez se présentaron las mayores
actividades enzimaticas digestivas lipidicas, amilasicas y glucosidasas,# mi€ntras que en
proteasas (proteasa alcalina, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa) “variaron en
relacion con las dietas de 16%S y 22%S. Por lo que se concluye que el aporte de ‘almidon de
papa (28%S), mejora el crecimiento, la supervivencia y disminuye el canibalismo e incrementa
la actividad enzimatica digestiva, cubriendo el requerimiento de energia y disminuyendo la

cantidad de proteina en la dieta.
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Introduccion

La acuacultura en México especificamente en el Sureste, tienen un gran potencial,
especialmente en las-especies dulceacuicolas nativas entre las que se encuentra el tropical gar
(Atractosteus tropicus); donde su produccion a escala comercial se ha visto limitado por
diversos factores, entre los Jeuales destacan la carencia de estudios respecto al desarrollo de
alimentos especificos para la especie, principalmente durante la etapa larvaria, que permitan
maximizar su crecimiento y supervivencia, e incrementar la produccion de crias a escala masiva

para la engorda ya sea por empresas’saciales o privadas (Marquez-Couturier et al., 2006).

En el d&mbito de la alimentacion™y nutricion de A. tropicus, se han realizado una gran
cantidad de estudios sobre la utilizacion de-presas vivas, principalmente nauplios de Artemia, asi
como la adaptacion al consumo de™alimento artificial para trucha (Silver Cup), evaluando su
crecimiento y supervivencia (Hernandez; 1999;¢L0pez et al., 2005; Alvarez-Gonzélez et al.,
2007). En este aspecto, los avances han permitido mejorar la supervivencia (50 %) de las larvas
al usar presas vivas a pesar de que se ha detectado un alto indice de canibalismo durante los
primeros 15 dias post-absorcion de vitelo, tras utilizar el alimento artificial para trucha. Por este
motivo, se requiere un manejo selectivo de las larvas para_el canibalismo, puesto que pude
ocasionar hasta un 95% de mortalidad (Marquez-Couturier et als,"2006). Si se busca mejorar el
proceso de produccion de semilla, es fundamental desarrollar alimentos especificos para las
larvas al utilizar la informacidn sobre su capacidad digestiva y determinar el potencial de los

diversos ingredientes.

Con respecto a los estudios de nutricion en larvas de peces, se ‘han_evaluado la
asimilacién de proteinas, carbohidratos y lipidos en diferentes proporciones, y se hagestablecido
un intervalo aceptable para una especie en particular dependiendo del tipo dedesarrollo
ontogenético inicial que presenta (Balon, 1984); sin embargo, Se conoce muy poco con
referencia al uso y sustitucion de carbohidratos en la dietas de peces, por lo que el efecto de

34



estosshutrientes sobre el crecimiento parece depender del ingrediente utilizado, concentracion en
la dieta; digestibilidad de nutrientes, nivel de la ingesta alimentaria, especies, condiciones
ambientales; entre otros (Krogdahl et al., 2005). Al ser el almidon un polisacarido relativamente
complejo,{se=ha observado que los niveles de inclusion es variable, aunque es factible su
utilizacion en‘dietas de los peces, especialmente aquellos con habitos omnivoros (Guevara,
2003).

Los trabajos desarrollados sobre el uso de carbohidratos como fuentes alternativas en
peces se han realizado en‘especies como the common carp Cyprinus carpio (Keshavanath et al.,
2002), grouper Epinephelus, malabaricus (Shiau y Lin 2002), rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) (Krogdahl et al., 2004), pacu Piaractus mesopotamicus (Mufioz-Ramirez et al., 2005),
roho labeo Labeo rohita (Kumar ef-al.; 2008), cobia Rachycentron canadum (Webb et al., 2010),
Asian redtail catfish Mystus nemurus”(Hamid et al., 2011), Korean rockfish Sebastes schlegeli
(Lee y Pham, 2011), Wuchang bream Megalobrama amblycephala (Wu et al., 2013), donde los
diversos autores reportaron que/es-posible<ttilizar carbohidratos (almidones) con excelentes
resultados sobre el crecimiento y supérvivencia. Por otro lado, Morris (1997), sugirié que los
carbohidratos no debe exceder al 15%7en base seca'en las dietas de los peces, debido a que el
exceso de este tipo de nutrientes en la dieta da comoeresultados el retraso del crecimiento y
reduccion de la digestibilidad de los nutrientes en el organismo. Existen reportes donde se han
logrado incluir en las dietas algunas formas muy digeribles de carbohidratos como la
maltodextrina, en cantidades que van del 10 al 20% de la dietasin llegar a afectar el crecimiento
ni la supervivencia de manera significativa (Lazo, 2000). De esta manera, el presente trabajo,
tiene como objetivo evaluar el efecto de dietas balanceadas. con diferentes niveles de
carbohidratos (almidon de papa/celulosa) sobre el crecimiento, supervivencia, canibalismo y

actividades enzimaticas digestivas en larvas de A. tropicus.
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Materiales y métodos

Obtencién.de larvas

Para.este estudio se obtuvo un total de 2000 embriones de A. tropicus, a partir de un
desove inducido_de reproductores (1 hembra 3.5 Kg de peso promedio y 3 machos 1.5 Kg de
peso promedio),mantenidos en el Laboratorio de Acuicultura Tropical (LAT) en la Division
Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBIOL) de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco
(UJAT). Los progeniteres se colocaron en un estanque circular de 2,000 L de capacidad en
proporcion 1:3 (una heémbra y tres machos). Previamente la hembra se anestesio con
metasulfonato de tricaina MS-222® (Argent Chemical Laboratories™) a razon de 200 mg/L y
fue inyectada con LHRHa, en'dosis de 35 pg/kg (Hernandez 1999), posteriormente las larvas (5
dias post-eclosion) fueron colocadas en tanques de plastico circulares de 70 L, las cuales estan
conectadas a un sistema de recirculacion con un reservorio de 1500 L que funciona como
sedimentador de sélidos y filtro biolégico, ademas de una bomba de agua 1 HP (Jacuzzi,
JWPAS5D-230A, Delavan W1, USA).

La calidad del agua del sisttma-fue monitoreada diariamente durante los 30 dias de
larvicultivo, registrando la temperatura (24.6 + 2°C); el oxigeno disuelto (5.6+0.3 mg/L)
mediante un oximetro (YSI 85, Ohio, USA) y el pH (7#1.£0.2) con un potenciometro (HANNA
HI 991001, Romania, Europa). Se realizaron recambios de.agua parciales de 50% cada dos dias
y recambios totales cada 5 dias, la alimentacion fue proporcionada a saciedad 5 veces al dia
(8:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 18:00 horas), distribuidas en el tiempo suficiente para asegurar que
el alimento ofrecido fuera ingerido al maximo, a la vez que se_realizaban separaciones de
organismos que presentaban canibalismo, los cuales eran aislados . 'se les proporcionaba la
misma alimentacion con la finalidad de que se adaptaran al alimento  y se reintegraban

nuevamente a cada tratamiento.
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Diseiio experimental

En este experimento se evalud el crecimiento de las larvas utilizando como dieta control
(TD) elsalintento comercial para trucha (Silver Cup™), con 45 % de proteina y 16 % de lipidos
y cuatro dietas experimentales isolipidicas (15%) y con variaciones en los niveles caléricos,
modificando\Jes. porcentajes de proteinas y carbohidratos para larvas de pejelagarto. Estos
alimentos se diséfiaron sustituyendo la celulosa por almidén de papa (S) incluyendo los
siguientes tratamientes; T1: 0%S (0% de almidon-100% celulosa), T2: 16%S (44% proteina-
16% almidon); T3:"22%S (40% proteina-22% almidon); T4: 28%S (37% proteina-28%
almidon), lo que permitid~reducir los niveles caloricos de las dietas experimentales
(4024.32+0.037, 4239.43+0.37,:3984.37+0.37, 3719.28+0.37 calorias/g respectivamente) (Tabla
1). Las asignaciones de los tratamientos en los tanques fueron de manera aleatoria y por

triplicado, sembrando 150 organismos.por unidad experimental.

Formulaciones y preparacion de las dietasexperimentales

La formulacién se realizd_por medig del programa MIXITWIN V. 5.0, disefiando las
dietas para que fueran isolipidicas y manipulando los niveles caloricos de las dietas,
adicionando un mayor porcentaje deicarbohidratos (almidon de papa) en relacion con el
porcentaje proteinico. Para la elaboracion™de las dietas experimentales se sigui6 el protocolo
propuesto por Alvarez-Gonzélez et al., ((2006), loS~ingredientes se pesaron segun las
formulaciones como se muestra en la tabla 1, con una balanza analitica con capacidad 2000 g
(Ohaus mod. CS2000, China), se mezclaron los macronutrientes en seco durante 15 minutos
(min) utilizando una batidora industrial (Bathamex, 178716, México D.F, México). De la misma
manera, se pesaron los micronutrientes (premezclas de vitaminas, /minerales, vitamina C) y
fueron agregados a la mezcla de los macronutrientes, mezclando por otros 15 minutos. Se
pesaron los ingredientes liquidos (aceite de pescado y lecitina de soya) se.afiadieron a la mezcla
anterior y se mezclaron por otros 15 minutos. Por ultimo, se agregé el agua (aproximadamente
400 ml por Kg de dieta) y realizando el mezclado final durante otros 15 minutos. La mezcla
obtenida se colocé en un molino para carne 1 HP (Torrey, M-22RI1, MonterreyiN &, México)
para obtener pellets con una criba de 5 mm y fueron secados a 60°C entre 24 y 30 horas en un
horno (Coriat, HC-35-D, D.F, México). Las dietas experimentales fueron refrigeradas.a_-20°C

hasta su posterior utilizacion.

37



Evaluacion de crecimiento, supervivencia y canibalismo

La duracior del experimento fue de 30 dias a partir del inicio de la alimentacion exdgena,
inmediatamente después de la absorcion del vitelo y apertura de boca y ano (5 DDE), se
realizaron biometrias cada 10 dias para registrar el peso individual y la longitud total de toda la
poblacion. Paraymedir el peso (g) se utilizd una balanza digital (Ohaus A5200, U.S.A.) y la
longitud (cm) con Unsvernier. Al final de los experimentos se calculd la supervivencia usando la
siguiente formula: S= (Nf/Ni)*100. Donde Ni= numero inicial de organismos, Nf = nimero final
de organismos. Para la evaluacion del canibalismo se calcul6 utilizando la siguiente formula: C
= ((SO-SR)/NT)*100. Donde SO = supervivencia observada por tratamiento, SR= supervivencia

actual, NT= numero total de organismos por tratamiento (Kestemont et al., 2003).

Analisis bioguimicos

Los extractos enzimaticos se obtuvieron por medio de la maceracion del paquete visceral
de las larvas, para lo cual fueron disectadas en frio cortando cola y cabeza, fueron
homogenizados en HCI-Tris 50 mmalI™, C4Gl; 20 mmol I}, pH 8 a una concentracién de (30
mg ml™), por medio de un homogenizador de tejid6s'y se centrifugaron a 14,000 rpm por 30 min
a4 °C. Se recobrd la fraccién soluble y sedistribuyeron:.en alicuotas de 1 ml y se almacenaron a
-20 °C hasta la realizacion de los analisis enzimaticos” Para el célculo de la concentracion de
proteinas soluble de cada muestra, se utiliz6 la técnica desBradford (Bradford, 1976), usando

una solucién estandar de albmina bovina (1 mg ml™).

La actividad de proteasa acida (pepsina) fue estimada por. el/método de Anson (1938)
usando como sustrato hemoglobina (0.5%) en una solucién tampén Glieina-HCI 100 mmol I a
pH 2. La proteasa alcalina fue medida con la técnica de Walter (1984) usando como sustrato
caseina al 0.5 % en tampén Tris-HCI 50 mmol I, CaCl, 10 mmol I a pH 9 as mezclas fueron
incubadas a 37 °C durante 30 minutos, la reacciéon se detuvo por adicion de .05 _ml de acido
tricloroacético (TCA, 20 %), se centrifugd a 16,000 g durante 15 minutos y la absarbancia de los
productos de reaccion fue medida a 280 nm. La unidad de actividad enzimatica fue definida
como 1 ug de tirosina liberada por minuto, esto con base en el coeficiente de extincién_molar
(0.005).
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La actividad de tripsina se realizé por el método de Erlanger et al., (1961) incubando la
muestra.con el sustrato BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-P-nitroAnilida) a 37 °C, disuelta en
el tampéh.Tris-HCI 50 mmol I, CaCl, 10 mmol I a pH 8.2, y fue medida a 410 nm. La
actividad guimotripsina fue determinada por el método de DelMar et al. (1979), a 37 °C con
SAAPNA (N-o-benzoil-DL-arginine p-nitroanilide) como sustrato disuelta en dimetyl sulfoxido
(DMSO 5 mmol %) y tampén Tris-HCI 100 mmol I}, CaCl2 100 mmol I a pH 7.8 y una
absorbancia de 405 pm, La actividad leucina aminopeptidasa fue determinada por el método de
Maraux et al., (1973 utilizando como sustrato leucina p-nitroanilida (0.1 mmol 1) en DMSO
usando tampén fosfato sédice 50 mmol I a pH 7.2 a 37 °C, medida a 410 nm. La actividad
Carboxipeptidasa A fue determinada a 25 °C usando como sustrato Hyppuryl-L-phenyl-alanine
(25 mmol 1) en una solucién‘tampén de Tris-HCI 5 mmol I, NaCl 500 mmol I*, apH 7.5y
medido a 254 nm (Folk y Schirmer1963). Las reacciones de estas técnicas fueron detenidas con
acido acético al 30%; siendo definida la actividad enzimatica como 1 umol de nitroanilida
liberada por minuto, usando como <€oeficiente de extincion molar de tripsina (8.8), de

quimotripsina y leucina aminopeptidasa (8:2):

La actividad o-amilasa se realiz6 usande como @ustrato almidén al 2% en el tampdn citrato-
fosfato 100 mmol I, NaCl 50 mmol I*,H 7.5 con’ una incubacién de 30 min., se midié los
azucares reductores a 600 nm, definiendo una.unidad €omo la cantidad de enzima que libera 1
ug de maltosa por minuto (Robyt y Whelan 1968). La actividad lipasa fue determinada con la
técnica de Versaw et al. (1989), usando como sustrato B-naftil.€aprilato (200 mmol I™%) disuelto
en una solucién tampén Tris-HCI 50 mmol I a pH 7.2 con una's6lucién de tauracolato de sodio
(100 mmol I™"), donde se incubé el extracto enzimético y el sustrato pof” 30 min y deteniendo la
reaccion con TCA 0.72N, adicionando una solucién de Fast blue (100.mmol I'"), y clarificando
la reaccion con una mezcla de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v), leyendoJa absorbancia a 540
nm. La actividad lipolitica fue definida como 1 ug de naftol liberado por minute. La actividad de
a-glucosidasa fue determinada con la técnica de Dahlgvist (1960a), usando cemo_sustrato a-p-
nitrofenol glucosido (10 mM) disuelto en una solucion buffer (fosfato de potasio 67 mM pH
6.8), para lo cual se realiz6 una incubacion de 60 min del extracto enzimético en el/Sustrato y
deteniendo la reaccion con carbonato de potasio (100 mM) y la absorbancia fue medida.a 420

nm, utilizando una curva de calibracion estandar para p-nitrofenol a-glucosido (Sigma). La
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actividad de a-glucosidasa se expres6 como una unidad de enzima que libera 1 pmol de D-
gluecesa.del p-nitrofenil a-D-glucosido por minuto.

Todos losiensayos se realizaron por triplicado. Para el célculo de la actividad especifica e
individual deJos extractos se determiné utilizando las siguientes ecuaciones: 1) Unidades. ml™ =
[Aabs x volumen final de reaccién (ml)] . [CEM x tiempo (min) x volumen del extracto (ml)]™;
2) Unidades mg de"proteina™ = [Unidades por ml]. [mg de proteina soluble]™. Donde: Aabs es el
incremento de absorbanCia a una determinada longitud de onda, CEM es el coeficiente de

extincién molar para el prodicto de reaccion (ml pg™cm™).

Analisis estadistico

Para la evaluacion del “erecimiento en peso y longitud, los datos obtenidos del
experimento se sometieron a pruebas/de)normalidad (K-S) y homoscedasticidad (Levene), y se
aplicé un analisis de varianza de unatvia (ANOVA), para detectar las diferencias entre los
tratamientos se utilizo la prueba posteriori-de Tukey. Los datos de supervivencia, canibalismo y
actividad enzimaética se analizaron/por medie“de una prueba de Kruskal-Wallis y pruebas a
posteriori de Nemenyi. Todas las pruebas se realizaron utilizando un valor de significancia de
0.05. Asimismo, para realizar los estadistic0s se utitizo.€l programa estadistico STATISTICA v.
7.0.

Resultados

Evaluacion de crecimiento, supervivencia y canibalismo

Los resultados obtenidos en relacion al crecimiento de lasvlarvas de A. tropicus
mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre todos los tratamientos,»donde las larvas
alimentadas con la dieta 28%S tuvieron el mayor peso promedio de 0.62 +0.19 gy una talla de
48.7 £ 7.8 mm, seguidos por los ejemplares que consumieron la dieta 22%S con.0.60 + 0.20 g, y
48.5 + 8.9 mm, después la dieta 16%S, la TD (alimento comercial para trucha Silver Cup™) con
0.24 £ 0.10 g, y 34.5 + 6.4 mm, siendo la dieta 0%S la que obtuvo el menor crecimiento con
0.20 £ 0.06 g y una talla de 32.5 £ 4.4 mm (Fig. lay b).
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Por otra parte, al final del experimento se analizo la supervivencia donde se detectaron
diferencias significativas (P<0.05) obteniendo la mayor supervivencia las larvas alimentadas con
la dietas28%S con un 22.8%, seguida de la dieta 22%S con un 21.2%, la dieta 16%S con 14.5%,
la TD conun 1.7%, y finalmente la dieta 0%S con 0.7%. Por su parte, los porcentajes de
canibalismo“ne _mostraron diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo, las
larvas alimentadas \con la TD, presentaron el mayor porcentaje de canibalismo con 56.3%,
seguido de la dieta 28%S con 39.2%, la dieta 16%S con 38.5%, la dieta 22%S con 37.8%, y
finalmente la dieta 0%Sla cual presentd 33.3% de canibalismo. Cabe mencionar que de los
tratamientos con diferentes inelusion de almidon de papa (16%S, 22%S y 28%S) disminuyeron
el canibalismo a un 20% en relaeion con la TD (Fig. 2).

Actividades enziméticas

La actividad especifica de proteasas alcalinas mostro diferencias significativas (P<0.05)
entre los tratamientos, con la actividad“proteolitica mas alta para las larvas que consumieron la
dieta 22%S, seguida de las que se alimentaren con la dieta 16%S, la TD y las de la dieta 28%S,
siendo la dieta celulosa la que obtuvo) menor @actividad enzimatica digestiva. Por otra parte, la
actividad enzimatica de las proteasa &cidas (pepsina) fue estadisticamente mayor (P<0.05) para
las larvas alimentadas con la dieta 0%S, seguidas de<la.que consumieron la TD, las alimentadas
con la dieta 16%S, seguida de la dieta 28%S,y finalmente las larvas alimentadas con la dieta

22%S las cuales obtuvieron la menor actividad enzimatica (Fig. 3).

La actividad tripsina mostro diferencias significativas”entre todos los tratamientos
(P<0.05) donde las larvas alimentadas con la dieta 16%S tuvieron laimayor actividad, mientras
gue las alimentadas con las dietas 22%S, 16%S y la TD no mostraron, diferencias significativas
entre ellas, mientras que la dieta 0%S registr6 una menor actividad tripsica (Fig. 4a). La
actividad especifica de quimotripsina registré una mayor actividad con la dieta 22%S, seguidas
de las alimentadas con la dieta 16%S, las alimentadas con la dieta 28%S, la dieta_control y las
que tuvieron la menor actividad fueron las que consumieron la dieta 0%S (Fig. 4b). La actividad
especifica de leucina-aminopeptidasa mostrd6 una mayor actividad para las larvas alimentadas
con la dieta 16%S, seguida por las dietas 22%S, TD y 0%S, las cuales no presentaron
diferencias significativas, siendo la dieta 28%S las de menor actividad enzimética (Fig. 4c).
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Finalmente, la actividad carboxipeptidasa A, también mostro diferencias estadisticas entre todos
los tratamientos (P<0.05) donde se presentd la mayor actividad para las larvas alimentadas con
la TD y0%S, seguidas de las dietas 16%S, 22%S y 28%S, las cuales no mostraron diferencias

significativas-entre ellas (Fig. 4d).

En cuanto, a la actividad especifica de la a-amilasa se detectd la mayor actividad
enzimatica (P<0.05)~en_las larvas alimentadas con la dieta 28%S, seguidas de las que
consumieron las dietas-16%S, 22%S, TD y 0%S, las cuales fueron estadisticamente iguales entre
ellas (Fig. 5a). Finalmente,.en la actividad enzimatica tipo lipasa, se observé una maxima
actividad para las larvas que censumieron la dieta 28%S siendo estadisticamente diferente al
resto de los tratamientos (P<0.05), y la dieta 0%S, la cual presenté la menor actividad

enzimatica (Fig. 5c).

Discusién

Los resultados encontrados en,esta investigacion muestran que las larvas alimentadas con
la dieta disefiada con 28% almidon~de papa ©btuvo mejores resultados de crecimiento y
supervivencia (0.615g de peso promedio; 48.66 mmede longitud total promedio y 28% de
supervivencia). Esto se debe principalmentefa la presencia-de carbohidratos digeribles en la dieta
(almidon de papa), ya que estos proporcionan la energia-necesaria para el crecimiento y
desarrollo, principalmente durante la etapa larvaria; sin embargo, el uso de carbohidratos en
formulaciones para peces, depende del tipo y concentracion que se incluye, la especie y las
condiciones de cultivo, lo que puede promover una mayor digestibilidad, mejorando el nivel de
la ingesta alimentaria y por consecuencia el crecimiento y supervivengcia larvaria (Krogdahl et
al., 2005). En comparacion con otros estudios realizados por diversos autores en esta misma
especie los resultados difieren a los obtenidos en esta investigacion entre ellos‘con relacion a la
supervivencia; por Frias-Quintana et al. (2010, 2016), quienes disefiaron y\evaluaron dietas
microparticuladas con ingredientes proteinicos de origen animal (pollo y cerdo)gcebtuvieron
mayores crecimientos (98 mm) y supervivencia (68%) al final del cultivo larvario de esta
especie. Sin embargo este mismo autor en otra investigacion implementé el uso de carbohidratos

(almidon de maiz) en dietas microparticuladas, las cuales fueron evaluadas en larvas a los 3
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DDEy sustituyendo completamente el alimento vivo, los resultados obtenidos muestran que la
mayer _sustitucion (15%) presentaron mejores crecimientos (4.17 g y 70.02 mm) y
supervivencias del 98 %, minimizando el canibalismo durante esta etapa larvaria. En otro
estudio realizado utilizando alimento microencapsulado en larvas, se observo retrasos evidentes
en el crecimiento en las larvas, las cuales mostraron bajos porcentajes de supervivencia y
valores de crecimiento en relacion con la dieta control (Aguilar-Téllez 2013), donde el autor
recomienda mayores~ estudios respecto al desarrollo de dietas que sean asimilables

completamente por los.erganismos durante esta etapa.

Considerando lo anterier, diversos estudios han implementado el uso de alimento
formulado en cultivos larvarios_eon la finalidad de reducir costos de produccion de alimento
vivo, donde se tiene ventaja de inteoducir nutrientes que no estén disponibles en el alimento vivo
(Civera-Cerecedo et al., 2004); De esta manera, es importante resaltar que hasta la fecha no se
habia logrado un crecimiento y supervivencia tan altos para A. tropicus, lo cual esté relacionado

con la inclusion del almiddn de'maiz-en la dieta:

En diversos estudios se ha observado que“el implemento de carbohidratos favorece un
mejor desarrollo, coincidiendo con lo reportado por‘Lazo (2000) quien hace mencion que las
larvas de peces parecen mostrar una mayor preferencia per la obtencion de energia a partir de
carbohidratos, logrando incluir en las dietas cantidades que.van del 10 al 20% sin llegar a afectar
el crecimiento ni la supervivencia. En este sentido, existen _diversos trabajos que avalan este
principio como es el caso de Yamamoto et al. (2001), con la Ciidella y O. mykiss, Shiau y Lin
(2002), con E. malabaricus, Krogdahl et al. (2004), con O. mykiss_ y el salmon del Atlantico
(Salmo salar), Mufioz-Ramirez (2005), en P. mesopotamicus, Tan ‘etval. (2006), en la carpa
dorada (Carassius auratus gibelio) y bagre Chino (Leiocassis longirostris)yKumar et al. (2008),
con L. rohita, Webb et al. (2010), con R. canadum, Hamid et al. (2011){.con M. nemurus, y
Sang-Min et al. (2011), en S. schlegeli y Megalobrama amblycephala (Wu et al.,#2013; Li et al.,
2013), donde estos autores informaron que el uso de carbohidratos permite obtener crecimientos
y supervivencias positivas en los peces, debido a que les proporciona los nutrientesegesarios

para su adecuado desarrollo.
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Considerando lo anterior, los carbohidratos son los nutrientes con mayor fuente de
aportacion energética utilizada para el metabolismo como reserva energética, almacenada en
forma de glucdgeno en el higado y en los musculos (Murray 2007), durante la etapa larval los
peces requieren una mayor cantidad de energia para su crecimiento y buen desarrollo, se sabe
que antes de.'que los peces utilicen la energia para su crecimiento, cubren las demandas
energeéticas para elymantenimiento y el movimiento voluntario (que representa el 70% de la
energia dietética) Usando como fuente de energia la proteina, hay indicios de que los peces
carnivoros pueden compénsar esta demanda energética, con un mayor consumo de alimento para
mantener el crecimiento (Stephan et al., 1996). En este caso el almidon de papa es una fuente
importante de suministro de energia, por lo tanto, hay una mejor utilizacion del alimento y
retencion de proteinas (Mufioz-Ramirez, 2005). EI buen crecimiento y ahorro de proteinas estan
relacionados con el hecho de queta'glucosa digerida a partir del almidon es el sustrato oxidativo
preferido para el tejido nervioso y células de la sangre, el carbohidrato presente en las dieta de
los peces pueden deprimir la actividadidela gluconeogénesis, desviando asi los aminoacidos
lejos de vias oxidativas (SanchezsMuros et-al:;1996); de esta forma, los niveles de la glucosa se
deben mantener constantes para/permitir°yn metabolismo adecuado, en este equilibrio
intervienen la secrecién de insulina, eliglucagénglas hormonas de crecimiento y de IGF (factor

de crecimiento de insulina) (Hemre et al., 2002).

Desde el punto de vista de la fisiologia digestiva de<na especie, es de gran importancia
para determinar el tipo y cantidad de nutrientes que el organismo es capaz de aprovechar
(Alvarez-Gonzalez et al., 2008), en este caso las capacidades digestivas y de absorcion juegan
un papel importante en el crecimiento de los peces (Hakim et al., 2006). Las actividades de las
enzimas digestivas determinan en gran medida la capacidad de un animal para obtener nutrientes
de una fuente de alimento en particular (Furne et al., 2005). En el presente‘estudio, la inclusion
en la dieta del almidon de papa aumento significativamente las actividades de las enzimas
digestivas como a-amilasa, o-glucosidasa y lipasa, sin embargo para las actividades enzimaticas
como proteasas acida, tripsina, quimotripsina, leucina-aminopeptidasa, carboxipeptidasa A,
presentaron variaciones dependiendo del porcentaje de inclusion de almidon de papa”donde no
se contempla una relacion directa con el mayor porcentaje de inclusion de almidon, donde Frias-

Quintana et al., (2016) al evaluar dietas con porcentajes de carbohidratos, encontro una relacion
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directa del mayor porcentaje de inclusion con las actividades enziméticas, las cuales fueron
mayeres en relacion a la dieta con mayor cantidad de almidén de maiz (15%) en las larvas de A.
tropicus; esta relacion se deba posiblemente a que el almidon de maiz posee en su estructura
enlaces peptidicos que son facilmente hidrolizables por las enzimas digestivas, principalmente
proteasas, amilasas, lipasas y glucosidasas. En este sentido, una de las enzimas mas importantes
en la degradacion|del almidon es la amilasa, la cual actGa sobre los polisacéridos hidrolizando
los enlaces a - y B -#amilasa (endoglucosidasas) mientras que los disacaridos y oligosacaridos
son hidrolizados en ‘sus“monosacaridos constituyentes por diversas enzimas en el borde del
intestino. De esta forma,(la digestion continta intracelularmente por los enterocitos que poseen
enzimas disacaridasas. La enzima a-amilasa a (1 — 4) -D-glucano glucanohidrolasa, cataliza la
endohidrolisis a (1 — 4)-glucasidico del almidon y moléculas similares a oligosacaridos mas
cortos, incluyendo maltotriosa y-maltosa (Murray, 2007). En este aspecto, existen resultados
donde autores afirman la capacidad de\los peces en utilizar los carbohidratos, entre ellos; Xu et
al. (2009), con C. auratus, usando prebi6ticos de oligosacéridos, Wu et al. (2013), con M.
amblycephala suplementando en’la-dieta “fructo-oligosacaridos; por su parte Li et al. (2013),
utilizando la misma especie evaluaron proparciones de hidratos de carbono/lipidos sobre el
crecimiento, la composicion corporal;ilas actividades de las enzimas, encontrando resultados
positivos, ademés el nivel alto de carbohidratos<€ne la dieta promueve la glucdlisis y la
lipogénesis en estas especies, pero no induce a'la hiperglucemia lo que es un factor importante

en la salud de los peces.

Asimismo se evaluaron las enzimas que hacen posible” el buen funcionamiento del
aparato digestivo entre ellos la actividad de proteasa acida estomacal (pepsina), la cual fue muy
alta comparada con las proteasas alcalinas intestinales, lo que concuerda‘con otros autores como
Essed et al. (2002), quienes evaluaron las proteasas digestivas en Atlantic_bluefin tuna (Thunnus
thynnus) y encuentran altas actividades de proteasas acidas en el estbmago‘en.comparacion con
la actividad alcalina detectada en el intestino; por su parte, Moyano et al.\.(2996), y Frias-
Quintana et al. (2010), al determinar actividad enzimatica en S. aurata y A. tropicussmencionan
que la presencia de mayor actividad &cida es un indicativo de la presencia de un‘estobmago
funcional y glandulas géstricas bien desarrolladas, que caracteriza a peces monogastricos, y esto

también se ha observado en especies como Scleropages formosus (Natalia et al., 2004) y
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Scophthalmus maximus (Hai-Ying et al., 2006). Es asi que los resultados obtenidos en este
estheio_muestran que en las larvas de A. tropicus alimentadas con la dieta que contiene 100% de
celulosa’presentd una mayor digestion acida en el estomago, por lo que representa lo contrario o
lo reportado-en el disco azul (Symphysodon aequifasciata) (Chong et al., 2002); T. thynnus
(Essed et al.;.2002); manjuari (Atractosteus tristoechus) (Comabella et al., 2006) y A. tropicus
(Frias-Quintana et al., 2016), lo que muestra que las larvas intentan compensar a través de una
mayor secrecion de_enzimas digestivas estomacales, la deficiencia nutricional particularmente

en relacion a los carbohidratos y las proteinas (Cahu et al., 2004).

En el caso de las proteasas alcalinas, se muestra una mayor actividad con la dieta de
22%S de inclusion de almidén.de’papa, siendo esta dieta la que promueve una mayor actividad
de las endoproteasas alcalinas~eomo la quimotripsina, y en el caso de tripsina y las
exopeptidasas como leucina aminopeptidasa la dieta de 16%S presentaron mayores actividades
enzimaticas, considerando que estas enzimas estan presentes desde la eclosion (antes de la
absorcion del vitelo) y durante todo-el periodo larvario, ademas se ha reportado para especies
como Anoplarchus purpurescens y/Sander ltgioperca (Chan et al., 2004; Hamza et al., 2007);
asimismo, la actividad enzimatica de“la~leucina”aminopeptidasa ha sido utilizada como otro
indicador de la calidad nutricional al disminuir su-acCtividad o incrementarse, lo que indica la
maduracion de las microvellosidades de los enterocites-eomo ha sido detectada en larvas de
lubina Europea (Dicentrarchus labrax); tilapia (Oreochromis, niloticus); castarrica Cichlasoma
urophthalmus (L6pez-Ramirez et al., 2011) y tenguayaca (Petenia splendida) (Uscanga et al.,
2011), donde el incremento de estas actividades se han correlacionado con la maduracion de los
enterocitos, pero que su actividad varia en relacion a la dieta proporcionada (Hakim et al.,
2007).

En el caso de la actividad especifica de la lipasa, se presentd unaimayor actividad en
relacion con la dieta con mayor porcentaje de almidon de papa (28%S), por lo.gue la presencia
de carbohidratos en las dietas promueve la activacion de las enzimas amilasicas,clipidicas y
glucosidasas, que en conjunto con las proteasas, permiten la digestion total de los nutrientes y la
absorcion de los productos de hidrélisis para ser utilizados en los diversos procesos metabdlicos

como lo reportan para P. fluvialitis (Cuvier-Péres y Kestemont 2002), bacalao Melanogrammus
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aeglefinus (Pérez-Casanova et al., 2004), mero Epinephelus coioides (Eusebio et al., 2004), L.
rohita’ (Chakrabarti et al., 2006), A. tristoechus (Comabella et al 2006), lenguado de California
Paralichthys californicus (Alvarez-Gonzalez et al., 2006), S. lucioperca (Hamza et al., 2007) y
cabrilla arénera Palabrax maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez et al., 2008), y que a su vez se
relacionan cenvlos cambios morfofisioldgicos a lo largo del desarrollo larvario y los habitos de
alimentacion (Civera-Cerecedo et al., 2004).

Adicionalmente;Se han realizado estudios en A. tropicus reportados por Frias-Quintana
et al. (2010; 2016), y Guerrero-Zarate et al. (2013), quienes determinaron las actividades
enzimaticas proteoliticas, amilasicas y lipidicas en larvas y juveniles, quienes argumentan que
esta especie tiene una alta capacidad digestiva a partir de los 15 dias después de la eclosion
(DDE) vy a lo largo de su desarrole”como juvenil y adulto. Adicionalmente, Cahu et al. (2004),
mencionan que la deteccion de la amilasa indica no solo la maduracion de los enterocitos, sino
también la posibilidad de incluir, cierta=cantidad de carbohidratos que completen el aporte
energético durante la alimentaCion.de la larva, ‘aunque para peces carnivoros esta capacidad es

limitada.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que con la dieta formulada
con una inclusion de 28% de almidon de papa (28%S)-para larvas de A. tropicus se pueden
obtener un mayor crecimiento y supervivencia; asimismo,Se promueve un incremento en las
actividades enzimaticas digestivas lipidicas y amilasicas, lo cual es un indicador de la hidrdlisis
de los alimentos y asimilacion de las biomoléculas a partir de ‘la"dieta proporcionada, donde el
almidon de papa puede ser la fuente principal de aporte de energia requerida para su adecuado
crecimiento disminuyendo las fuentes proteinicas en la dieta (36%S), 'disminuyendo costos de

insumos proteinicos.
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Tabla 1. Preparation of the experimental microparticle diets used during the in vivo evaluation

of A. trepicus larvae.

Prote1nas marinas'y agfopecuarias, Guadalajara, Jalisco

Ingredients 0%S 16%S 22%S 28%S TD
Fish meala
40.00 40.00 38.50 36.60
Pork meala
10.00 10.00 10.00 5.00
Poultry-b roducta
yoyep 20.00 20.00 15.00 15.00
Alfa Celulloseb
19.00
Potato starchC
0 16.00 22.09 28.90
. .d
Fish oil 6.98 6.97 7.41 750
Soybean Lecitine
4 4.00 4.00 4.00 4.00
Grenetinf
2.00 2.00 2.00 2.00
Vitamin Cg
0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamin Premixh
0.30 0.30 0.30 0.30
Mineral Premixh
0.20 0.20 0.20 0.20
Nutrient (g/ 100 g dry matter)
Carbohydrates 0.00 15.90 22.09 28.90
Energy (cal / g) 4024.32 4239.43 3984.37 3719.28
Protein 43.60 43.68 39.92 35.98 52
Fat 15.00 15.00 15.00 14.64 16
Fiber 17.23 1.21 1.06 0.91
Ash 15.02 15.04 13.45 11.82

aProteinas marinas y agropecuarias, Guadalajara, Jalisco

b Sigma-Aldrich, catalogue no. C8002

¢MSA Industrializadora de maiz, Guadalajara, Jalisco, México
d GALMEX Comercializadora de Insumos Agricolas, Villahermosa, Tabasco, México
ePronat Ultra, Mérida, Yucatan, México

fD’gari Productos alimenticios y dietéticos relampago, Tlalpan, México D.F.
¢ROVIMIX_C-EC (Roche) agente activo de 35 %

nPedregal (para trucha Silver Cup), Toluca, Edo. Mex., Me"xico
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CAPITULO 111

Expresion molecular de insulina y hormona del crecimiento (GH) durante la ontogenia

inicial de larvas de pejelagarto (Atractosteus tropicus)

C.A. Frias-Quintana®, C.A. Alvarez-Gonzélez'*, D. Tovar-Ramirez? L.D. Jimenez-Martinez *. S.

Camarillo-Coop?, R, Martinez-Garcia®,

'DACBIOL Laboratofio.dle Acuicultura Tropical, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco.
Carretera Villahermosa-CGérdenas km 0.5, 86139, Villahermosa, Tabasco, México. *autor de
correspondencia: alvarez_alfonse@hotmail.com

CIBNOR, Instituto Politécnic@ Nacional 195, Playa Palo de Santa Rita Sur, C.P. 23096 La Paz,
B.C.S., México

RESUMEN

El pejelagarto (Atractosteus tropiCus) es una-de las especies comerciales mas importantes en el
sureste de México, pero por la sobreexplotacién se han disminuido las poblaciones naturales.
Debido a esto, esta especie ha sido ampliamentesestudiada por mas de 20 afios, lograndose su
reproduccion en cautiverio; sin embargo, se desconaee_ Jos aspectos relacionados con el sistema
endocrino, principalmente la expresion de{hormonas«durante su desarrollo larvario. En este
estudio se investigo la expresion del gen de“insulina (INS)~y hormona de crecimiento (GH),
durante el periodo embrionario (huevo), eleuteroembrion (3 DAH) hasta el 25 de DAH
utilizando el enfoque RTQ-PCR, normalizado con el gen de fagtor de elongacion 1-o (EF1-o).
De acuerdo con nuestros resultados obtenidos, la expresion génicalde INS mostrd cuatro picos a
los 3, 7, 11 y 19 DAH, que corresponden a los cambios de alimentacion/(rotiferos y nauplios de
Artemia) y alimento artificial. La expresion de GH se detectd baja desde elhuevo y la eclosion
en adelante, mostrando un ligero pico a las 11 DAH, cuando se hace el cambie/de alimento vivo
por artificial incrementandose del dia 15 al 25 DDE, llegando a la conclusion.de que las larvas
de A. tropicus mostraron expresiones tempranas y altas de estas hormonas, que”indican una
relacion directa con los cambios en la alimentacion y el metabolismo de la especiedas cuales
incrementan su funcion de acuerdo a los nutrientes presentes en el alimento y el incremento en

el crecimiento durante la ontogenia de A. tropicus.

61


mailto:alvarez_alfonso@hotmail.com

Palabras clave: Expresion génica, Hormona del crecimiento Insulina, Larvicultura, RT-qPCR,

pejelagarto.

INTRODUCCION

El pejelagartov(Atractosteus tropicus) es una especie que habita en cuerpos de agua con
abundante vegetaCion_ acuéatica (Reséndez-Medina y Salvadores-Baledon 1983, Bussing 1998,
Miller et al., 2005, Nelson 2006) y debido a las consecuencias de la sobreexplotacion, poco
conocimiento de su biolggia, la ignorancia sobre su importancia ecologica, las alteraciones de su
habitat y distribucién aCtual; las poblaciones naturales han disminuido considerablemente
(Bussing 1998, Aguilera et al.,-2002). Esta especie ha sido ampliamente estudiada desde hace
mas de 20 afos, lograndose su‘reproduccidn en cautiverio, su larvicultivo utilizando presas vivas
y alimentos balanceados (Gomez'1989; Rodriguez et al., 1997; Garcia et al., 1997; Hernandez et
al., 1997; Hernandez 1999; Mendoza)et al., 2005; Méarquez et al., 2006), al grado que
actualmente existen granjas comercialesS™para la produccion de crias y engorda en diversos
sistemas (Gonzalez-Arévalo 2006;.AlvarezsGonzalez et al., 2007; Goémez-Goémez 2009). Sin
embargo, se desconoce los aspectos telacionados con la expresion de hormonas tipo insulina y
de crecimiento que contribuyan al conocimiento dé su funcionamiento y su importancia durante

su desarrollo larvario.

Considerando lo anterior, los avances cientificos y teeneldgicos muestran a la biologia
molecular como un é&rea de investigacion que no ha _sido explorada completamente,
principalmente en estudios para esta especie Yy se han enfocade-principalmente en ciprinidos y
en su mayoria en especies marinas como Centropomus undecimalis (Martinez-Burguete 2010),
Lutjanus guttatus (Galaviz et al. 2011), Lates calcarifer (Srichanun/et al. 2013), Totoaba
macdonaldi (Galaviz et al. 2015), Centropomus parallelus (Teles et al#2015), Salmo salar
(Sahlmann et al. 2015), Sparus aurata (Mata-Sotres et al. 2015), donde se denota fluctuaciones
de la expresion de diversos genes relacionados a los cambios morfofisiologicos, .en particular
para enzimas y hormonas asociadas a la fisiologia digestiva. Por lo anterior, se denoeta muchas
posibilidades de investigacion que aun no han sido exploradas, principalmenteé para el

conocimiento de la fisiologia y expresion génica de las especies de interés acuicola, de los
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cuales no se tiene un estudio enfocado a hormonas tipo insulina y de crecimiento reportado para

larvas“de A. tropicus.

De esta manera, la insulina (INS) y factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) son
péptidos relacionados evolutivamente que se derivan de un gen ancestral comdn (Chan y Steiner
2000). Un solo genyINS se ha descrito para casi todos los grupos existentes de los vertebrados
estudiados hasta la fecha (Irwin 2004). Sin embargo, estudios recientes revelan que ciertas
especies de peces (por.ejemplo, el salmon, el fugu y pez cebra) poseen multiples copias del gen
INS, posiblemente coma resultado de un evento de duplicacion de genes asociados con la
aparicion de los teledsteos, (Kavsan et al. 1993; Conlon 2001; Irwin 2004). La INS ha
demostrado ser un fuerte agente_promotor del crecimiento en los peces, sélo ligeramente menos

eficaz que la accion del factor de erecimiento de insulina IGF-I (Planas et al. 2000).

Por otro lado, la hormona del crecimiento’(GH) es una hormona bien conservada y se expresa
principalmente en la glandula pituitaria anterior de todos los vertebrados y es responsable del
crecimiento exponencial (Agnés etgal.)2005). Aunque el efecto promotor del crecimiento de la
GH esté bien documentado, el crecimiento.de los"peces es multifactorial y GH podré actuar a
diferentes niveles (Mommsen 2001). La hermona del‘Crecimiento (GH) es el principal regulador
de crecimiento somatico y el metabolismo de los peces,.eamo en otros vertebrados (Bjornsson
1997). Hasta hace poco, se creia que el GH no tenia ningln.papel en el crecimiento del embridn,
pero en estudios se han detectado transcripciones de GH en_les embriones de trucha arco iris
antes de la organogénesis de la pituitaria e incluso en ovocitos maduros (Yang et al. 1999).

En los vertebrados tetrdpodos, el crecimiento embrionario y fetal habia sido considerado para
ser independiente del GH hipofisario, aunque se requiere para el crecimiento y el desarrollo
postnatal. Sin embargo, estudios recientes sugieren que GH extrapituitario/juegan un papel
importante en el crecimiento temprano embrionario y la diferenciacion (Sanders y Harvey
2008), estos datos llevaron a dar otra dimensién de la accion de la GH en los vertebrados en el
desarrollo temprano. Aunque la expresion de GH se ha descrito ampliamente en euteleosteos,

hasta ahora se conoce poco de GH en la fisiologia peces primitivos (Fukamachi y Meyer,2007).
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Sin_embargo, se sabe poco sobre la regulacién del crecimiento en teledsteos durante el
desarrollo temprano, a pesar de la implicacién del sistema endocrino es obvia. La presencia de
GH en.el embridn y las primeras etapas de larvas ha sido confirmado en peces como el mero
(Epinephelus-coloides) (Li et al. 2005; 2006), la anguilla japdnica (Anguilla japonica) (Yuichi et
al. 2006) y'varias especies de peces teledsteos (Fukamachi y Meyer 2007). Asimismo, la
expresion de GH en las primeras etapas de desarrollo sugiere que juega un papel importante en
el crecimiento y la_supervivencia de las larvas, lo que ha sido comprobado por los efectos
estimulantes del crecimiénto al utilizar GH exdgena, y la transferencia y la sobre-expresion del
gen GH demostrado en(las-arvas de teledsteos (Haishen et al. 2015). Aunque GH se ha
detectado en muchos grupos, puede encontrarse limitado funcionalmente dentro de un gran
numero de taxones, la comparaciéon de secuencias de GH ha sido informativo en una variedad de
analisis filogenéticos. Dada la “posicion filogenética de los catanes relativos a los peces
condrosteos como la amia (Amia calva) y los teledsteos, la caracterizacion de GH e insulina,
como en el caso de Lepisosteus osseus (Rubin et al., 1996), debe ser (til para la interpretacion de
las tendencias evolutivas en la g&structura=de la GH en el grupo de Neopterygii y entre los
Actinopterigios. En este contexto, €l objetivosde esta investigacion es determinar la expresion
insulina y GH a través del desarrotfo=larval del’ pejelagarto (Atractosteus tropicus) y las

tendencias evolutivas de estos genes en relacion con-etras especies.

Materiales y métodos

Toma de muestras de larvas

Para este estudio se obtuvo un total de 2000 embriones de A. tropicus, a partir de un desove
inducido de reproductores (1 hembra 3.5 Kg de peso promedio y 3.machos 1.5 Kg de peso
promedio) utilizando la hormona LHRHa (35 ug/kg de pez™) los cuales”se mantuvieron en
tanques circulares de 2000 | (0.6 m de alto por 2 m de didmetro) obtenidos del Laboratorio de
Acuacultura Tropical en la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco (DACBIOL-UJAT). Una vez realizado el desove (16 heras post-
induccion), se retiraron los reproductores manteniendo los huevos hasta su eclosion (dia)3 post-
fertilizacion, O dias después de la eclosion, DDE), momento en el cual los eleuteroembriones
fueron colocados en tres tanques de plastico circulares de 70 L acoplado a un sistema de
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reciretlacion que consta de un reservorio de 1500 L que funciona como sedimentador de s6lidos
y filtro bioldgico, ademéas de una bomba centrifuga de % HP (Jacuzzi, JWPAS5D-230A, Delavan
WI, USA), tn filtro de arena silica (STA-RITE, S166T, Delavan WI, USA), y dos termostatos
de titanio {PSA, ROCE371, Delavan WI, USA). La calidad del agua del sistema se monitored
diariamente ‘durante los 31 dias de larvicultivo registrando la temperatura (29°C), el oxigeno
disuelto (6.43 mg)l-1) y el pH (6.7) mediante un oximetro (YSI 85, Ohio, USA) y un
potenciébmetro (HANNA HI 991001, Romania, Europa) respectivamente. Los organismos
permanecieron en este-sistema hasta que absorbieron el vitelo (2 DDE) iniciando la fase de
alimentacidn, la cual se realizé cinco veces al dia (8:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 18:00 h) iniciando
con nauplios de Artemia (AN,-2-5 nauplios/ml) desde el momento de la apertura de la boca
hasta los 17 DDE, y posteriormente con alimento artificial para trucha (TD, Silver Cup, 45 %
proteina y 16% lipidos) hasta el 3%:DDE, para lo cual el alimento fue quebrado y tamizado (250-
500, 500-750 y >750 um) en relacion @l tamafio de la boca de las larvas.

El muestreo de larvas comenzo/a.partir del"huevo, eleuteroembriones (1-3 DDE), hasta el 4
DDE, y luego el muestreo se llevé\a cabo ‘cada_dos dias (dias 7, 9, 11, 15, 19 y 25 DDE),
recolectando 5 larvas por dia por triplicado, hasta_una cantidad total de 270 larvas que se
almacenaron en tubos Eppendorf de 1.570l con‘soluciéon RNAlater® (Ambion USA) y se
mantuvo en ultra-congelacion a -80 °C (Thermo Scientific, Ohio, USA) hasta su posterior

procesamiento.

Disefo de oligos

El disefio de oligonucledtidos se realiz6 utilizando el software! Primer acceso libre 3 Plus
(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm) de una “regién especifica de la
secuencia de hormona de crecimiento (GH) e insulina obtenida de la“especie Lepisosteus
oculatus cuya secuencia de genes fueron obtenidas a partir de la base de datos.GenBank. Los
oligos fueron disefiados con las siguientes caracteristicas: de 20 a 22 nucledtidos de largo, una
temperatura de alineamiento de 50 a 60 ° C, CG (guanina-citosina) contenido de"40.y 60% v,
finalmente, la formacion de estructura secundaria se evalué utilizando el software Oligo
Calculator version 3.27 de acceso libre (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)
(Tabla 1).
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Extraccion de ARN y sintesis de ADNc mediante RT-PCR en larvas de A. tropicus

La extraccion total de ARN se realizd mediante el uso de un homogeneizado de larvas (0 a 25
dias después-de la eclosion). El proceso se llevé a cabo con un kit comercial de extraccién de
ARN Purelink™ RNA Mini Kit (Ambion CA US), finalmente, la muestra se resuspendié en
agua libre de ARNasas. La concentracion de ARN extraido y purificado se comprobé con el

espectrofotometro’NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Ohio USA) utilizando 1 ul por muestra.

La sintesis de ADNCc se realiz6 utilizando el kit iScriptTM Reverse Transcription Supermix for
RT-gPCR (Bio-Rad, USA)_de~acuerdo con las indicaciones establecidas por el fabricante
utilizando 1 ug de ARN total} utilizando el iCycler TERMOCICLADOR (Bio-Rad, Berkeley,
CA, EE.UU.). Una vez obtenida ta"amplificacion de los productos obtenidos se corrieron en un
gel de agarosa al 1.5% para determinari\la presencia de bandas con su respectivo peso molecular,
utilizado un marcador de pesos moleculares 50 pb (Invitrogen Tech-Line NY, USA),
posteriormente una vez localizado.el-gen, sespurificé los productos obtenidos de la PCR con el
kit PureLinkTM Quick PCR purification Kit®Life tecnologies Germany) para posteriormente

enviarlos a secuenciar.

Secuenciacion y analisis de genes INS, GH Y EF1
Los fragmentos de PCR obtenidos para cada gen fueronsenviados a GENEWIZ Inc. (MD,
EE.UU.) para la secuenciacion directa. Las secuencias de nucleotidos fueron analizados con el

software Chromas (http://www.technelysium.com.au/). Las secuehcias de nucledtidos, asi como

las de los aminoacidos se compararon con las herramientas BLLASTn y BLASTp el fin de

evaluar la identidad de cada uno.

Analisis gPCR

Una vez obtenida la secuencia para cada gen se disefiaron oligos para qPCR.para evaluar la
expresion del gen en las muestras de larvas. Para la cuantificacion de la expresion”deshormonas
digestivas en larvas de A. tropicus, se construyé una curva estandar para observar €l rango
dinamico de deteccion de cebadores y verificar la eficacia de la amplificacion y elegir una

dilucion a la que deben cuantificarse las muestras teniendo en cuenta que el 100% de la
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eficiencia corresponde a una pendiente -3.32. Una vez que la dilucion se fijo, se procedid a
cuantificar el nivel de expresion de las enzimas digestivas a lo largo de la ontogenia usando el
SsoAdvaneed ™ SYBR Green Supermix (BioRad, CA USA), teniendo como referencia el factor
de elongacion (EF1-a) de genes para normalizar los valores de Ct obtenidos a partir de la
diferentes genes, analizados de acuerdo con los algoritmos en el software CFX-Manager
(BioRad).

Inferencia filogenética
Se construy6 una aproximacion filogenética con secuencias de aminoacidos de INS y GH,
comparandolos con otras secuencias de aminoacidos de otras especies, usando el software libre

Clustal Omega® http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, posteriormente se utilizo el software

BLAST ® de National Centerfor. Biotechnology Information (NCBI) para realizar una
alineacion de aminoacidos de ¢INS y GH comparandolos con otras especies.
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Resultados

Determinacion de fragmentos amplificadospara INSy GH

Los fragmentos amplificados obtenidos del corrimiento-de los oligonucle6tidos degenerados,
muestran la presencia de una banda especifica de Insulina (INS) con un peso molecular de 339
Pb, mientras que para el gen de GH se muestra una banda cop‘un peso aproximado de 450 Pb,
seguido de una banda especifica del factor de Elongacion 1-azcon 392 Pb, este ultimo usado
como referencia y comparados con un marcador de pesos moleculares de 50 Pb (Invitrogen
Tech-Line NY, USA) (Fig. 1).

La expresion de genes de insulinay GH en A. tropicus

Posteriormente se confirmd la especificidad de los oligos a través de la RT-gPCR, debido a la
ausencia de estructuras secundarias, los dimero de cebadores o fragmentos de amplificacion no
especificos mediante el andlisis de picos de fusion, utilizando para ello el software CFX
(BioRad). Después de este analisis, se determind la cuantificacion relativa de la insulina y la
hormona del crecimiento (GH) utilizando EF1 como gen de referencia y se observo lo siguiente:
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La expresion de INS fue bajo durante los primeros dias presentando un pico en el dia 7 DAH y
posteriormente presentd variaciones a lo largo del desarrollo de la larva. (Fig. 2a). La expresion
de GH.se detecta a partir de los primeros dias de cultivo de las larvas, presentando un pico de
expresion aJdes 11 DAH, para ir incrementandose a partir del dia 15 DAH hasta el dia 25 DAH
consecutivamente (Fig. 2b).

Secuenciacion y analisis de aminoacidos de los genes de insulina, GH y EF1

Las secuencias mostrarenyfragmentos de 450 pb para la hormona del crecimiento (GH), 392bp,
Factor de Elongacion 1-o J(EF1) y 339 bp para insulina respectivamente. El analisis de
aminoacidos de insulina (Fig..4) mostro el porcentaje de identidad méas alta (80%) contra la
secuencia de Parus major (XP._015485235.1) mientras que el siguiente valor porcentual (73%)
fue con Stegastes partitus (XP_008296936.1) y 72% con especies como Latimeria chalumnae
(XP_006008147.1), Pseudopodoces/\humilis (XP_005522396.1) y Lepisosteus oculatus
(XM_006631713.2), siendo este ultimoielpariente mas préximo de esta especie, presentando un
porcentaje de identidad del 72%,/ _lo-que indica que la secuencia de aminoacidos pertenece a la
hormona insulina (Fig. 3), donde sé\muestra gina alineacion donde se muestran las zonas con

mayor homologia o conservadas entré-las-especies:

El gen de la hormona del crecimiento (GH)./mostro<el-porcentaje méas alto de identidad de
aminoacidos (99%) contra la secuencia “informada”_de\ GH en Lepisosteus oculatus
(XP_006638350.1), Acipenser sinensis (ABV23493.1), Huse" huso (BAH97324.1) Chelonia
mydas (XP_007069102.1) y Sus scrofa (ACH99991.1), mientras‘que el siguiente valor méas alto
porcentual (98%) estaba con Fukomys damarensis (XP_010615051.1), Heterocephalus glaber
(XP_004868690.1) y Vulpes lagopus (ABW36992.1) con 95% (Fig. 4).

En el caso del gen de referencia EF1-a, se usé la secuencia ya establecida del factor de
elongacion 1-a, ref (ALV85597.1) obtenida del genbank, donde al obtener 16s porcentajes de
identidad de aminoacidos, se obtuvieron porcentajes del 100% de similitud para.las especies de
Lepisosteus oculatus (XP_006631264.1); Brachymystax lenok (ANA74990.1); Huche, taimen
(AMZz00507.1); Salmo marmoratus (ACF75913.1); Auchenipterichthys theracatus
(AAQ62532.1) y Acipenser baerii (AGF89849.1) respectivamente (Fig. 5).
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Inferencia filogenética

La inferencia filogenética de INS mostré que la secuencia de aminoacidos obtenida que se
agrupa con.el Unico ejemplar adicionales del género Lepisosteus (Fig. 6). El resto de la
disposicion ‘filogenético mostré especimenes de diferentes clases. Del mismo modo, la
inferencia filogenetica de GH (Fig. 7) y EF1 (ALV85597.1) (Fig. 8) mostr6 un grupo con dos
especies emparentadas: Atractosteus tropicus y Lepisosteus oculatus ambos miembros del orden
Lepisosteiformes, siendq este un indicativo de que estas especies se encuentran emparentadas y

proceden de un ancestro ¢comun.

Discusion

La expresiébn de hormonas representan una de las herramientas fundamentales para la
comprension de la fisiologia digestiva, especialmente en larvas de peces dulceacuicolas
(Ronnestad et al., 2013); en este sentido; durante el desarrollo de las larvas de A. tropicus, el
nivel de expresion de hormonas digestivas-se determind sobre la ontogenia inicial, utilizando el
esquema basado en alimento vivo (ratiferos yg#Artemia). De acuerdo con nuestros resultados la
expresion de insulina (INS) esta presente-en, pequénas unidades desde el desarrollo del embrion
(huevo), incrementandose en el dia 3 DDECuando'se’encuentra en la etapa de eleuteroembrién,
y presenta variaciones en la expresion durante el desarrolle, incrementandose considerablemente
a los 19 DDE, cuando ya es considerado un juvenil;~con todo el sistema digestivo
completamente desarrollado, incluyendo la formacion completasde un pancreas funcional (Frias-
Quintana et al. 2015), donde permanece activa la hormona HNS como ha sido detectado en
rodaballo (Scophthalmus maximus) (Hu et al. 2012; Haishen €t _al. 2015), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Mennigen et al. 2013), la platija estrellada” (Platichthys stellatus)
(Yongjiang et al. 2015), la expresiébn en oOrganos especificos en.Solea senegalensis,
Dicentrarchus labrax, Oreochromis hornorum, (Funes et al., 2006; Patruno.et-al,, 2008; Gao et
al., 2012) y en relacion con otros estudios de funcion y regulacion de la insulina.en peces (Irwin
2004; Li et al. 2006; Reindl y Sherian 2012) vy otros vertebrados en general (Chan,y Steiner
2000; Rodgers et al. 2008). Sin embargo, estudios recientes revelan que ciertas espécies de
peces (por ejemplo, el fugu y pez cebra) poseen maltiples copias del gen INS, posiblemente

como resultado de un evento de duplicacion de genes asociados con la aparicion de los
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teledsteos (Conlon 2001; Irwin 2004; Duan y Xu 2005). La INS ha demostrado ser un fuerte
agente promotor del crecimiento en los peces, solo ligeramente menos eficaz que la accion del

factor de"crecimiento de insulina IGF-I (Reindl y Sheridan 2012).

En cuanto a la‘expresion de GH, los resultados muestran la presencia de esta hormona se detecta
a tiempo en la eclosion, post-eclosion, y larvas, una vez absorbido el vitelo, incrementadndose a
partir del dia 9 DDE#Sin embargo en especies como la dorada, la expresion de GH en larvas se
ha detectado por primerayez en el dia 3 después de la eclosion (Funkenstein y Cohen 1996), en
el lenguado japonés, elf pareentaje de GH aument6 de forma continua desde la primera
alimentacion (aproximadamente-9 DAH), similar al obtenido en este estudio, al parecer el mayor
porcentaje de GH a través de las-etapas tempranas de la vida de las especies presentes seria un
enfoque fisiologico de alto poteneial de crecimiento en el periodo larvario, ya que la GH tiene
efectos promotores del crecimiento/en los teledsteos, a través del factor de crecimiento
insulinico tipo | (IGF) (Haishen et al. 2015).

Estos estudios sugieren que la expresion de GH es esencial para el crecimiento de las larvas, y
que durante la ontogenia inicial, dichaexpresion es muy variable entre las especies de peces. Por
ejemplo en la anguilla japonica (Anguilla japoniCa) la transcripcién de proteina GH y
produccion de GH en la pituitaria comenzd_entre los dias-3 y 6 después de la eclosion, lo que
sugiere que la GH es esencial para el crecimiento de larvas para acelerar el crecimiento somatico
y con ello alcanzar la etapa juvenil (Yuichi et al. 2006). Otro estudio reciente sugiere que la GH
extrapituitaria se expresa en embriones tempranos en la trucha arco iris, asi como en otros
vertebrados tetrapodos, la transcripcion de GH observados en ‘el imero pinto (Epinephelus
coloides) comenzo en el dia 1 después de la eclosion, y en el dia 2'después de la eclosion en
larvas de (Li et al. 2005; 2006). Estos resultados corroboran con los observados en la trucha,

aunque esta especie no presenta un desarrollo larvario a diferencia de las otrasiespecies.

De hecho, en el caso del catan (Atractosteus spatula), la eclosion ocurre sélo dos dias después
de la fecundacion de los huevos y las larvas crecen utilizando sus reservas de vitelo‘hasta el 5
DDE cuando comienzan a alimentarse, aunque las reservas de vitelo todavia estan presentes

hasta el 8 DEE. El desarrollo durante esta primera semana se caracteriza por la organogénesis y
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el crecimiento a una velocidad de 1 mm/dia. Después del 10 DEE, cuando se ha completado la
metamorfosis, las larvas alcanzan su mayor tasa de crecimiento en 5-6 mm/dia (Mendoza et al.,
2002b)+La ‘expresion relativa de GH a través de etapas de larvas indica la existencia de la
expresion gustancial de esta hormona en los huevos fertilizados, aumentando la expresion el dia
11 DAH paravdisminuir en los siguientes dias, esto es consistente con la formacion de la
glandula pituitaria. \En la actualidad, no es posible atribuir esta tasa de crecimiento increible
solamente al eje receptor GH-GH, ya que las hormonas de la tiroides (T3) también se han
evidenciado en las primeras etapas con una concentracion creciente hasta el dia 10 (Mendoza et
al. 2001).

El hecho de que la GH puede actuar como un factor autocrino-paracrino durante la
embriogénesis temprana de A. trepicus, asi como en otras especies de peces sugiere que esta
funcion puede haber aparecido temprano durante la evolucidon vertebrados y que la GH
desmpefia un papel importante durantetla-embriogénesis temprana en el pez. De esta forma, la
expresion molecular de GH y ladnsulina y=st papel que desempefia durante las etapas larvales
sin duda contribuira a una mejor comprension”de la fisiologia de las larvas. Por otro lado, la
tecnologia de genes proporciona los=medios¢’para un suministro comercial de la GH
recombinante en grandes cantidades (Moriyama y Kawauchi 1990), que podria ser utilizado para
mejorar el crecimiento de una especie relacionada con_.un valor de la acuicultura importante

como A. tropicus.
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Tabla 1. Secuencias de oligonucleotidos qPCR usados en este estudio

Temperatura Tamafio
GEN ‘Nombre Secuencia P
( Melting (°C) nucleétido (Pb)
4
H d .94°
ormonadel /7 wF  5'GAAGAGCAGAGACAGTCAAGCA 3 29.94°C 119 pb
crecimiento ®
_AGH-R 5’ GAATCTCAGCAGCTCCACATC 3’ 59.97°C
Insulina @ + B5'AATTTTCTTCATGTGCCTTIGTG 3’ 59.13°C 110 pb
qlN@ " CTTCATTTTCCTGTCCAGCTTT 3’ 59.76°C
Factor d .08°
acor e qEF1-F " GGCATCGACAAGAGAACCAT 3’ 60.087C 156 pb
Elongacién 1-a
qEF1-R @‘L‘GCTGGTCTCGAACTTCC 3’ 59.99°C
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artigitis XP 008296936.1
c cagXP 010746465.1
nil XP 003458727.1

006785215.1

oculatus
chalumnae X

tropicus
partitus XP 008

salar XP 014053670.1
Lucius XP 010895347.1
oculatus XM 006631713.2
chalumnae XP 006008147.1

tropicus

partitus XP 008296936.1
crocea XP 010746465.1
niloticus XP 003458727.1
brichardi XP 006785215.1
crocea XP 010746465.1
salar XP 014053670.1
Lucius XP 010895347.1
oculatus XM 006631713.2
chalumnae XP 006008147.1

tropicus

partitus XP 008296936.1
crocea XP 010746465.1
niloticus XP 003458727.1
brichardi XP 006785215.1
crocea XP 010746465.1
salar XP 014053670.1
Lucius XP 010895347.1
oculatus XM 006631713.2
chalumnae XP 006008147.1
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L. latus XP 006638350.1 @ —=———m—mmm e
A. a AAW63066.1 @ mm e
A.si ABV23493.1 MASGLLLC--PVLLVILLVSPKESGAYPIIPLSSLFTNAVLRAQYLHQLAADIYKDFERT
H.hus BAH97324.1 = s
C.mydas B 007069102.1 —mmmmmmmm o e
M.reevesl’ 009819.1 mm e
S.Scrofa 9991.1 = mmm e e e e
A.jubatus XPg0d4931855.1 = —ommm oo oo
C.lupus 1 e
L.weddellii X 23 7704.1 MAVGPONSVLLAFTLLCLPWPQEVGAFPAMPLSSLEFANAVLRAQHLHQLAADTYKEFERA
H.glaber "§690.1 ————————————————————————————————————————————————————————————
O,
A.tropicus /‘ YVPEEQRQSSKSSPSAICYSESIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLALIQSWISPLQTLSR
L.oculatus XP 006638 @ r AICYSESIPAPTGKDEAQQORSDVELLRFSLALIQSWISPLOTLSR
A.spatula AAWG63066.1¢ ™ —— - - SPLQTLSR
A.sinensis ABV23493.1 @ YVPDEQRHSSKNSPSAFCYSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLALIQSWISPLQSLSH
H.huso BAHO7324.1 (I N————-""-"—-"—-"—-"-—- SPSAFCYSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLQFSLALIQSWISPLOSLSR
C.mydas XP 007069102. l& ——————— NKISQSAFCYSETIPAPTGKDDAQQKSDMELLRFSLILIQSWLNPVQFLSR
M.reevesii AB009819.1 @ ————————- NKISQSAFCYSETIPAPTGKDDAQQKSDMELLRFSLILIQSWLNPVQFLSR
S.Scrofa ACH99991.1 lf ————— QONAQAAFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSR
A.jubatus XP 014931855.1 e ONAQAAFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSR
C.lupus CAA80601.1 - —-——QNAQAAFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSR
L.weddellii XP 006737704.1 YIP ONVQAAFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSR
H.glaber XP 004868690.1 —---- -ONTQAAFCFSESIPAPTGKEEAQQRSDMELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSR
A * . * Kk Kx .
A.tropicus VFSNSLVFG@I FEKLQDLERGIVTLTREIDEGSPRIAAFLTLTYEKFDTNLRNDDAL
L.oculatus XP 006638350.1 VEFSNSLVFGTSDRIEEKLODLERGIVTLTREIDEGSPRIAAFLTLTYEKFDTNLRNDDAL
A.spatula AAW63066.1 VEFSNSLVFGT KLODLERGIVTLTREIDEGSPRIAAFLTLTYEKFDTNLRNDDVL
A.sinensis ABV23493.1 VFTN STSDRVFEKLKDLEEGIVALMRDLGEGGFGSSTLLKLTYDKFDVNLRNDDAL
H.huso BAH97324.1 VF FSTSDRV. LEEGIVALMRDLGEGGFGSSTLLKLTYDKFDVNLRNDDAL
C.mydas XP 007069102.1 VEFTN SDRVYE LEEGIQALMRELEDGSLRGFQVLRPTYDKFDINLRNEDAL
M.reevesii AB009819.1 VFTNS VYE EEGIQALMRELEDGSLRGFQVLRPTYDKFDINLRNEDAL
S.Scrofa ACH99991.1 VFTNSL@VYEK DLEEGIQALMRELEDGSPRAGQILKQTYDKFDTNLRSDDAL
A.jubatus XP 014931855.1 VFTNSLVFGTSDRVYEKL GIQALMRELEDGSPRAGQILKQTYDKFDTNLRSDDAL
C.lupus CAA80601.1 VFTNSLVFEG YEKLKDLE A‘LMRELEDGS PRAGQILKQTYDKFDTNLRSDDAL
L.weddellii XP 006737704.1 VEFTNSLVEGT KKLKDL E ILMRELEDGSPRAGQILKQTYDKFDTNLRSDDAL
H.glaber XP 004868690.1 VETNSLVFGTS @LKDLE QELEDGSPRAGQILKQTYDKFDTNLRSSDAL
**:*****_**** . % *:***_* . L :*_ _* **:*** ***..*_*
A.tropicus MKNYGLLACFKKDMHIQLKVMKC RR CTL*
L.oculatus XP 006638350.1 MKNYGLLACFKKDMHKVETY LKVMKCRR
A.spatula AAW63066.1 MKNYGLLACFKK--—-——====—————————
A.sinensis ABV23493.1 FKNYGLLSCFKKDMHKVETYLKVMKCRREVESNC
H.huso BAH97324.1 FKNYGLLSCFKKDMHKVETYVKVVTCSCEVESNC
C.mydas XP 007069102.1 LKNYGLLSCFKKDLHKVETYLKLMKCRRFGESN
M.reevesii AB009819.1 LKNYGLLSCFKKDLHKVETYLKLMKCRREFGESNC Q
S.Scrofa ACH99991.1 LKNYGLLSCFKKDLHKAETYLRVMKCRREFVESSCA
A.jubatus XP 014931855.1 LKNYGLLSCFKKDLHKAETYLRVMKCRREFVESSCAF -
C.lupus CAA80601.1 LKNYGLLSCFKKDLHKAETYLRVMKCRREFVESSCAF -
L.weddellii XP 006737704.1 LKNYGLLSCFKKDLHKAETYLRVMKCRREFVESSCAF -
H.glaber XP 004868690.1 LKNYGLLSCFRKDLHKTETYLRVMKCRREFVETSCVF-
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A. theracatus|AAQ62532.1| @ —-—-——— oo
H. g#orficulatus |ARQ62482 . 1| —————————— - — oo
L. mormbwi |ARAQ62534.1] = oo mm oo
P. 1yragfARQ62483.1] = oo oo —
S. mafmoratus [ACET75913.1]| ————————mm oo -
B. lenol ANAT4990.1| = —omm oo mmm oo
H. taimed” [AMZ00507.1]  —-————— o m oo
A. baerii|AGEZSI849.1|  —mmmm oo
A. tropicus |AEVB85597.1| @ - mmmmm oo e
L. oculatus (XB/006631264.1| ITIDISLWKFETSKYYVTIIDAPGHRDFIKNMITGTSQADCAVLIVAGGVGEFEAGISKN
A. thoracatus|AAQ6R5SB2 1|  —--————— - -
H. forficulatus |AM@odlB82.]1| —-—————————m e
L. morrowi |AAQG25FU PR = @ —— e VAF
P. lyra |AAQ62483.1|{ 4Ff  ———————————m oo
S. marmoratus |ACEF75998 _J# ——————————— - e
B. lenok |ANA74990.1] 8 Yy --———-———-—-—-—-—-"—""""""--—- DSTEPPYSQKRFEEIQKEVSTYIKKIGYNPATVAF
H. taimen |AMZ00507.1| @ "N -—-—----- LAFTLGVKQLIVGVNKMDSTEPPYSQKRFEEIQKEVSTYIKKIGYNPATVAF
A. baerii|AGF89849.1|  § F——————————- GVKQLITIGVNKMDSTEPPYSQKRYEEISKEVSTYIKKIGYNPATVAF
A. tropidus|ALVE5597.1| @ & oo o
L. oculatus [XP 006631264.1| GQPREHALLAYTLGVKQLIVGVNKMDSTEPPYSQKRFEEITKEVSAYIKKIGYNPATVAF
A. thoracatus|ARAQ62532.1|  ———F—— 8
forficulatus|AAQ62482.1| - @———=- QP ————— -
L. morrowi |AAQ62534.1] VPISGWHGBDNMLEPSSNMGWFKGWKVERKEGNASGTTLLEALDATILPPSRPTDKPLRLPL
P. lyra |AAQ62483.1| = —--mmm oo gme o m
S. marmoratus [ACE75913.1] ——-—-SGWHGDNMLEASANMGWFKGWKVERKDGNANGVTLLEALDSILPPSRPTDKPLRLPL
B. lenok |ANA74990.1] VPISGWHGDNMLEASANMGWEFKGWKVERKDGNANGVTLLEALDSILPPSRPTDKPLRLPL
H. taimen |[AMZ00507.1] VPISGWHGDNMLEASANMGWEKGWKVERKDGNANGVTLLEALDSILPPSRPTDKPLRLPL
A. baerii|AGF89849.1| VPISGWHGDNMLEPSSNMPWEFKGWKVERKEGNANGTTLLEALDSILPPVRPTNKPLRLPL
A. tropidus|ALV85597.1| - FF--— g ———— VERKEGNASGTTLLEALDSILPPSRPTDKPLRLPL
L. oculatus [XP 006631264.1| VPISGWHGDNMLEPSTNMPWFKGWKVERKEGNASGTTLLEALDSILPPSRPTDKPLRLPL
A. thoracatus|AAQ62532.1|  —-—==—=—= IGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHESLPEATPGDNVGFEF
forficulatus|AAQ62482.1]  ———-—=-- GIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHESLPEATPGDNVGE
L. morrowi |AAQ62534.1] ODVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHESLPEATPGDNVGF
P. lyra |AAQ62483.1| = =—==—=—- GIGTVPVGRVETGVLKRGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHESLPEATPGDNVGE
S. marmoratus [ACE75913.1] QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMIVTFAPANVTTEVKSVEMHHETLESAMPGDNVGE
B. lenok |ANA74990.1] QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMIVTFAPANVTTEVKSVEMHHETLESAMPGDNVGE
H. taimen [AMZ00507.1] QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMIVIFARANVTTEVKSVEMHHETLESAMPGDNVGE
A. baerii|AGF89849.1] QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMIVEEAPANVTTEVKSVEMHHETLVEALPGDNVGFE
A. tropidus|ALV85597.1| QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMVVTFAPSNYTTEVKSVEMHHETLAEALPGDNVGF
L. oculatus [XP 006631264.1| QDVYKIGGIGTVPVGRVETGTLKAGMVVTFAPSNVETEVKSVEMHHETLAEALPGDNVGFEF

************‘** **:***** **************:* ‘* * Kk ok ok ok ok ok
A. thoracatus|AAQ62532.1| NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPQEAGSEFNAQVITLNHPGOISQGYAPVLDCHTAHIAC
forficulatus|AAQ62482.1] NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPQEAGSEFNAQVIILNHPGOISQGYAPVLDCHTAHIAC
L. morrowi |AAQ62534.1] NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPQEAGSEFNAQVIILNHPGOILSOGYAPVLDCHTAHIAC
P. lyra |AAQ62483.1] NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPQEAGSEFNAQVIILNHRGOTSOGYAPVLDCHTAHIAC
S. marmoratus [ACE75913.1] NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPMEAGTEFTAQVIILNHPGQISQGYAPVLDCHTAHIAC
B. lenok |ANA74990.1] NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPMEAGTFTAQVIILNHPGQLSOGYAPVLDCHTAHIAC
H. taimen [AMZ00507.1| NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPMEAGTFTAQVITLNHPGQISQGYARPVLDCHTAHIAC
A. baerii|AGF89849.1| NIKNVSVKDIRRGNVAGDSKSDPPMEAGSEFTAQVIVLNHPGQINAGYAPVLDCHTAHIAC
A. tropidus|ALV85597.1| NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKNDPPQ-——--————————————————%-—————————————
L. oculatus [XP 006631264.1| NVKNVSVKDIRRGNVAGDSKSDPPQEAGSFTAQVIILNHPGQINAGYAPVLDCHTAHIAC

*:******************'***

A. thoracatus|AAQ62532.1| KFAELKEKIDRRSGKKLEDNPKNLKSGDAAIVEMVPGKPMCVESFSTYPPLGRFAVRDMR
forficulatus|AAQ62482.1] KFAELKEKIDRRSGKKIEDNPKNLKSGDAAIVEMIPGKPMCVESFSTYPPLGRFAVRDMR
L. morrowi |AAQ62534.1] KFAELKEKIDRRSGKKLEDNPKNLKSGDAATIVEMI PGKPMCVESFSTYPPLGRFAVRDMR
P. lyra |AAQ62483.1] KFAELKEETIDRRSGKKLEDNPKNLKSGDAATIVEMI PGKPMCVESFSTYPPLGRFAVRDMR
S. marmoratus [ACE75913.1] KFSELKEKIDRRSGKKLEDA-——--——--—————————————————————————————— &~
B. lenok |ANA74990.1] KFSELKEK----—-—-—-—-——-—-——————————————————— - —————————— -
H. taimen [AMZ00507.1| KFSELKEKIDRR---=--—---—---—---—-—-———-———————————————————————————+
A. baerii|AGF89849.1| —--—mmm oo
A. tropidus|ALV85597.1| mmmmm e
L. oculatus [XP 006631264.1| KFNELKEKIDRRSGKKLEDNPKSLKSGDAAIVDMIPGKPMCVESFSEYPPLGRFAVRDMR
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oracatus|AAQ62532.1 QTVAVGVIKSVEKK-—====——===———————

icuffatus |AAQ62482.1 QTVAVGVIKSVEKK-—————————————————
m i |AAQ62534.1] QTVAVGVIKSVEKK-—————————————————
lyfg \s§Q62483.1| OTVAVGVIKSVEKK-—————————————————
marmora [ACF75913.1] ———————m——m e
lenokzgﬂwo.u ________________________________
taimen 0507.1] @ mmmmmm e
baerii|AGE 49.1] mmm e

tropidus |
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// OPREDICTED: elongation factor 1-alpha-like [Ornithorhynchus anatinos|
4
p ® @ PREDICTED: elongation factor 1-alpha, cocyie form-like [Alligator mississippiensis]
!‘ Peukaryotic translation elongation factor 1 alpha | [Neoceratodus forsteri]
- \s\ .
/ “ven-toed ungulates | 2 leaves
o % |30 leaves
g O—l:my fishes | 2 leaves
g —thpcﬁﬂé‘otein Z043_126188 [Scleropages formosus]
elongation factor 1-alpha [Atractosteus tropicus|
Atractosteus tropicus [ALVES597.1]
3.889

PREDICTED: elongation factor 1-alpha, somatic form-like |Lepisosteus o«
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CAPITULO IV

Efecto de los carbohidratos sobre la fisiologia digestiva, expresion molecular de Insulinay
hormona del crecimiento (GH) y cambios morfoldgicos en juveniles de pejelagarto

(Atractosteus tropicus)

C.A. Frias-Quintana®, C.A. Alvarez-Gonzalez'*, D. Tovar-Ramirez? S. Camarillo-Coop®, R.

Martifiez:Garcia®, A. Hernandez-Franyutti', M. Gonzalez-Valencia’.

'DACBIOL Laboratorio de”Acuicultura Tropical, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco.
Carretera Villahermosa-Céardenas km 0.5, 86139, Villahermosa, Tabasco, México. *autor de
correspondencia: alvarez_alfonso@hotmail.com

CIBNOR, Instituto Politécnico Nacional 195, Playa Palo de Santa Rita Sur, C.P. 23096 La Paz,
B.C.S., México

RESUMEN

El desarrollo de la acuicultura en la ‘region sureSte de México tiende a incrementarse con el
cultivo de especies nativas, y que representan unsalto consumo principalmente el pejelagarto
(Atractosteus tropicus), que es una “especie que)cuenta con altas expectativas de
comercializacion ya que se han desarrollado diversos. estudios lograndose su cultivo y
reproduccion en cautiverio. Sin embargo, en cuanto a l0s_aspectos nutricionales existe poca
informacion de los nutrientes que requiere para un adecuado, crecimiento y que ademas
minimicen gastos de produccién en las dietas. En este estudio se.evaluaron dietas usando de
base almidon de maiz en juveniles: D1: 0%; D2: 13.3% y D3: 23.6%;cutilizando el alimento de
trucha Silver Cup® como control, evaluando asi el crecimiento, supervivencia, actividades
enzimaéticas, expresion de hormona del crecimiento (GH) e insulina utilizande.el enfoque RTQ-
PCR, normalizado con el gen de factor de elongacion 1-a (EF1-a) y cambios.en la morfologia
del higado a través de técnicas de tincion e histologia. Los resultados obtenides, muestran un
mayor crecimiento con la D3 obteniendo el 100% de supervivencia, en actividades _enzimaticas
se presentd mayor actividad en proteasa acida, quimotripsina, carboxipeptidasa Aj praoteasa
alcalina, tripsina y lipasa con la D1, leucina aminopeptidasa y glucosidasa con la D2, mientras el

control tuvo mayor actividad la amilasa, al igual que las expresiones de GH e INS, mientras en
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las micrografias se observa un mayor numero de células fagocitadas con la D1, que implica un
dafe-hepatico por parte de la dieta que no cuenta con un porcentaje de almidén, por lo que el
efecto ebservado, muestra que la mayor inclusion de nutrientes (carbohidratos) en el caso de la

dieta D3 puede favorecer positivamente en el crecimiento y supervivencia de esta especie.

Palabras clave:; Almiddn de maiz, Carbohidratos, Expresién génica, Hormona de crecimiento,

Insulina, pejelagartogRT-gPCR.

Introduccion

Los conocimientos generados~sobre alimentacion y nutricion por varias generaciones de
investigadores han permitido obtener importantes avances en la domesticacion del pejelagarto
para establecer su cultivo, sin embargo se requiere abarcar estudios mas precisos con respecto a
la fisiologia digestiva desde el punto, de vista nutricional y requerimentos energéticos que
permitan maximizar su crecimiento en an“menor tiempo promoviendo asi su cultivo a una mayor
escala y se establezca como una alterpativa-productiva que garantiza la rentabilidad de su cultivo
y la conservacion biologica de la\ especie (Frias-Quintana et al. 2016). Para esto se ha
implementado el disefio de alimentoscon las requerimentos necesarios para cada etapa de vida
de la especie, utilizando fuentes alternativas proteinieas«que les aporten los nutrientes necesarios
para su crecimientos y supervivencia (Frias<Quintana et al~2010). A partir de varios estudios en
los peces que el mejor uso de la energia de carbohidratos de“la dieta depende de la composicion
de macronutrientes de la dieta. Los peces carnivoros como losssalmonidos son alimentados con
dietas con niveles relativamente altos de lipidos, ya que se sabegue tienen un mejor efecto de la
proteina que los carbohidratos ahorradores en un nivel similar de la ingesta de energia digerible
(NRC 2011).

Sin embargo, para regular los niveles de glucosa en la sangre por consecuencia de ingerir
carbohidratos, es necesario la intervencion de algunas hormonas endocrinas pancreaticas como
la insulina (INS) que se encarga de regular los niveles de glucosa en la sangre y el'metabolismo
subyacente en los vertebrados superiores (Shu y Steiner 2000). En los peces, asi ¢omo otros
vertebrados, la accion primaria de INS es promover un cambio metabdlico de catabolismo_de los

procesos anabdlicos. Tal cambio se indica en peces privados de alimentos, donde se ha
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demestrado que los niveles de INS en plasma disminuyen en relacion con el glucagon (Navarro
et alw"2002; Albalat et al. 2005). En general, el tratamiento INS estimula la sintesis de
glucdgenogactiva la lipogenesis, promueve la sintesis de proteinas, y puede estimular o inhibir
la gluconeogénesis, dependiendo de la situacion (Planas et al. 2000). La produccion y
transformacion‘del precursor de INS, la preproinsulina, se llevan a cabo en las células de los
islotes pancreaticasien respuesta a cambios en los niveles de glucosa en sangre a través de dos
escisiones proteoliticas,antes de formar un péptido INS funcional que se libera de los granulos
secretores en el torrente) sanguineo (Chan y Steiner 2000). EI metabolismo de los peces
carnivoros, tales como laftrucha y el salmén, es diferente de la de los mamiferos en que es muy
insensible a niveles elevados,de-carbohidratos, por lo que intolerancia a altos niveles de glucosa
puede deberse a una mala utilizacién de los carbohidratos digeridos y el proceso de digestion
(Kamalam et al. 2016). En general;"Se estima que la eficiencia de la utilizacion estrictamente de
carbohidratos se base en la velocidad, de suministro de glucosa a partir de la digestion y la
eliminacién de la glucosa de la sangre €n-peces, especialmente los carnivoros que tienden a ser
los organismoscon dietas pobres én.carbohidratos (NRC 2011). Por lo que para llevar a cabo un
etabolismo eficiente de la glucosa se\reqiere ‘la’presencia de hormonas metabolicas que ayuden
al proceso de asimilaciéon y digestién de los carbohidratos en los peces, y esto con mayor
atencion se refiere al crecimiento donde se"ha Ilevado a cabo investigaciones de transcripciones
de genes que codifican GH, IGF-I, IGF-I1, y.sus receptores; junto con proteinas de union de IGF
(Gabillard et al. 2006; Filby et al. 2007).

La hormona del crecimiento (GH) es el principal reguladoryde crecimiento somatico y el
metabolismo de los peces, como en otros vertebrados (Fuentes etial./2013; Vélez et al. 2015).
Ademas, el enfoque de expresion molecular de esta hormona se ha utilizado en varias especies
de peces en aspectos de fisiologia en Ictalurus punctatus (Small y Peterson2005) Sparus aurata
(Jiao et al. 2006); Oncorhynchus nerka (Amano et al. 2006), Protopterus dolloi'y.Huso dauricus
(Fukamachi y Meyer 2007); Oncorhynchus kisutch (Kim et al. 2015); osmoregulacion en peces
teledsteos (Sakamoto y McCormick 2006), influencia del medio ambiente (Reinecke 2010),
aspectos toxicoldgicos en Oreochromis niloticus (Shved et al. 2008) y ontogenia en Monopterus
albus (Chen et al. 2015).
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De esta forma, su accion promotora del crecimiento se ejerce indirectamente a través de la
induecion de la produccion local hepatica o IGF-I, pero también directamente a través de la
unién a“sus*propios receptores que se expresan en varios tejidos (Sakamoto y Hirano 1991;
Pérez-Sanchez y Pierre-Yves 1999). Dado que el efecto promotor del crecimiento de la GH
administrada.exogenamente ha sido bien establecido, en las Ultimas dos décadas, los avances en
la tecnologia degtransferencia genética han permitido la creacion de los peces transgénicos GH
que presentan un creeimiento mejorado de manera espectacular (Nam et al. 2001). Sin embargo
estos estudios se hangenfocado solamente a especies marinas, por lo que la posibilidad de
implementar estudios sobrelaspectos de nutricion y fisiologia en peces dulceacuicolas es un
campo que aun no ha sido explorado, en especial en especies nativas como A. tropicus.

Materiales y métodos

Toma de muestras

Para este estudio se obtuvo un.total de 2000_juveniles de A. tropicus, obtenidos a partir de un
desove inducido de reproductores(1-hembra’3.5 Kg de peso promedio y 3 machos 1.5 Kg de
peso promedio) utilizando la hormonia_LLHRHa (85.ug/kg de pez™) los cuales se mantuvieron en
tanques circulares de 2000 L (0.6 m dealto.por 2 m de diametro) obtenidos del Laboratorio de
Acuacultura Tropical en la Division Académica de Ciengias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco (DACBIOL-UJAT)..Una vez'realizado el desove (16 horas post-
induccidn), se retiraron los reproductores manteniendo los huevos hasta su eclosion (dia 3 post-
fertilizacion, O dias después de la eclosion, DDE), momento €n. el cual los eleuteroembriones
fueron colocados en tres tanques de plastico circulares de 70 lL"acoplado a un sistema de
recirculacion que consta de un reservorio de 1500 L que funciona como _sedimentador de solidos
y filtro bioldgico, ademéas de una bomba centrifuga de % HP (Jacuzzi, JWPASD-230A, Delavan
W1, USA), un filtro de arena silica (STA-RITE, S166T, Delavan WI, USA),”y dos termostatos
de titanio (PSA, R9CE371, Delavan WI, USA). La calidad del agua del sistema se monitoreo
diariamente durante los 90 dias del experimento registrando la temperatura (29°C), el oxigeno
disuelto (6.43 mg I-1) y el pH (6.7) mediante un oximetro (YSI 85, Ohio,"USA) y un
potenciometro (HANNA HI 991001, Romania, Europa) respectivamente. Los organismos
permanecieron en este sistema iniciando la fase de alimentacion a los 30 DDE, la cual se realiz6

cinco veces al dia (8:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 18:00 h).
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El muestreo de juveniles se llevd a cabo a los 90 dias posterior al inicio del experimento,
recolectando 10 organismos por tratamiento para actividades enziméticas, donde se disectaron
los organismos para separara estomago e intestino y procesarlos para estudios de bioquimica, 3
organismas.per replica para estudios de histologia, los cuales fueron disectados obteniendo el
sistema digestivo. completo y fueron fijado en solucion de formol neutro al 10% Yy para la parte
de biologia molecular en la expresion de hormonas se colectaron 5 organismos por replica,
disectando Cerebro, Estomago, Intestino e Higado para cada tratamiento y fueron almacenados
en tubos Eppendorf de~1'5 ul con solucion RNAlater® (Ambion USA) y se mantuvo en ultra-

congelacion a -80 °C (ThermerScientific, Ohio, USA) hasta su posterior procesamiento.

Disefo experimental

En este experimento se evalud elsCrecimiento de los juveniles utilizando como dieta control
(DC) el alimento comercial para trucha (Silver Cup™), con 51 % de proteina y tres dietas
experimentales isoproteicas (15%) e<isoenergéticas (40%), modificando el porcentaje de
carbohidratos (Almidon de maiz,.AM: P17 0%AM, D2: 13.3%AM, D3: 23.6%AM) para
juveniles de pejelagarto (Tabla 1). l£as)asignaciones de los tratamientos en los tanques fueron de
manera aleatoria y por triplicado, sembrande 30 erganismos por unidad experimental, las cuales
consisten en tinas de plastico de 70 L de capacidad adaptadas a un sistema de recirculacion.

Formulaciones y preparacion de las dietas experimentales

La formulacion se realizé por medio del programa MIXITWINAV. 5.0, disefiando las dietas para
sustituir los lipidos al incrementar el porcentaje de carbohidratos. Para la elaboraciéon de las
dietas experimentales se siguié el protocolo propuesto por Alvaréz-Gonzalez et al. (2006), los
ingredientes se pesaron segun las formulaciones como se muestra en la‘tabla 1, con una balanza
analitica con capacidad 2000 g (Ohaus mod. CS2000, China), se mezclaronlos macronutrientes
en seco durante 15 minutos (min) utilizando una batidora industrial (Bathamex; 178716, México
D.F, México). De la misma manera, se pesaron los micronutrientes (premezclas de vitaminas,
minerales, vitamina C) y fueron agregados a la mezcla de los macronutrientes, mezelando por
otros 15 minutos. Como consiguiente se pesaron los ingredientes liquidos (aceite de/pescado y
lecitina de soya) se afiadieron a la mezcla anterior y se mezclaron por otros 15 minutes,.y por

ultimo, se agregé el agua (aproximadamente 400 ml por Kg de dieta), realizando el mezclado

93



final-durante otros 15 minutos. La mezcla obtenida se colocé en un molino para carne 1 HP
(Torrey, M-22RI1, Monterrey, N.L, México) para obtener pellets con una criba de 5 mm y fueron
secadosa_60°C entre 24 y 30 horas en un horno (Coriat, HC-35-D, D.F, México). Las dietas

experimentales fueron refrigeradas a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Evaluacion de supervivencia y crecimiento

La duracién del experimento fue de 90 dias, realizdndose biometrias cada 15 dias donde se
registraron el peso individual y la longitud total de toda la poblacion. Para medir el peso (g) se
utilizé una balanza digital (Ohaus A5200, U.S.A.) y la longitud (cm) con un ictiométror. Al final

de los experimentos se calculd la'supervivencia usando la siguiente formula:

S= (Nf/Ni)*100.

Donde Ni= numero inicial de organismos, Nf = nimero final de organismos

Analisis bioquimicos

Los extractos enzimaticos se obtuvieron por'miedio de la maceracion del estomago e intestino
previamente obtenidos de los juvenilesidisectandese ‘en frio, fueron homogenizados en HCI-Tris
50 mmol I, CaCl, 20 mmol I*, pH 8 a ufia concentracion de (30 mg ml™), por medio de un
homogenizador de tejidos y se centrifugaran a 14,000"rpm por 30 min a 4 °C. Se recobrd la
fraccion soluble y se distribuyeron en alicuotas de 1 ml_y“se almacenaron a -20 °C hasta la
realizacion de los andlisis enzimaticos. Para el calculo de la concentracion de proteinas soluble
de cada muestra, se utiliz6 la técnica de Bradford (Bradford,” 1976), usando una solucién

estandar de albumina bovina (1 mg ml™).

La actividad de proteasa acida (pepsina) fue estimada por el método de_Anson (1938) usando
como sustrato hemoglobina (0.5%) en una solucién tampén Glicina-HCI 100.mmol 1™ a pH 2.
La proteasa alcalina fue medida con la técnica de Walter (1984) usando como Sustrato caseina al
0.5 % en tampon Tris-HCI 50 mmol I, CaCl, 10 mmol I* a pH 9. Las mezelas fueron
incubadas a 37 °C durante 30 minutos, la reaccién se detuvo por adicion de 0.5 ml de acido
tricloroacético (TCA 20 %), se centrifug6 a 16,000 g durante 15 minutos y la absorbancia.de los

productos de reaccion fue medida a 280 nm. La unidad de actividad enzimatica fue definida
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comoe”l ug de tirosina liberada por minuto, esto con base en el coeficiente de extincion molar
(0.005).

La actividad.de tripsina se realizo por el método de Erlanger et al., (1961) incubando la muestra
con el sustrato .BAPNA (Noa-Benzoil-DL-Arginina-P-nitroAnilida) a 37 °C, disuelta en el
tampon Tris-HCJ 50 mmol I, CaCl, 10 mmol I a pH 8.2, y fue medida a 410 nm. La actividad
quimotripsina fue determinada por el método de DelMar et al. (1979) a 37 °C con SAAPNA (N-
a-benzoil-DL-argininesp-nitroanilide) como sustrato disuelta en dimetyl sulféxido (DMSO 5
mmol I'Y) y tampén Tris4ACk100 mmol I'*, CaCl, 100 mmol I a pH 7.8 y una absorbancia de
405 nm, La actividad leucina aminopeptidasa fue determinada por el método de Maraux et al.,
(1973) utilizando como sustrata_leucina p-nitroanilida (0.1 mmol 1) en DMSO usando tampén
fosfato sédico 50 mmol I a pH 7:2"a.37 °C, medida a 410 nm. La actividad Carboxipeptidasa A
fue determinada a 25 °C usando como'sustrato Hyppuryl-L-phenyl-alanine (25 mmol I"*) en una
solucién tampén de Tris-HCI 5 mmol 1% "NaCl 500 mmol I}, a pH 7.5 y medido a 254 nm (Folk
y Schirmer 1963). Las reacciones_de,estas-técnicas fueron detenidas con acido acético al 30%;
siendo definida la actividad enzimatica como “l/umol de nitroanilida liberada por minuto, usando
como coeficiente de extincion molar de tripsina (8.8), de quimotripsina y leucina
aminopeptidasa (8.2).

La actividad o-amilasa se realiz6 usando como sustrato almidon al 2% en el tampodn citrato-
fosfato 100 mmol I, NaCl 50 mmol I*, pH 7.5 con una ihcubacién de 30 min., se midié los
azucares reductores a 600 nm, definiendo una unidad como la‘eantidad de enzima que libera 1
ug de maltosa por minuto (Robyt y Whelan 1968). La actividad lipasa fue determinada con la
técnica de Versaw et al. (1989), usando como sustrato B-naftil caprilato/(200 mmol I™*) disuelto
en una solucién tampén Tris-HCI 50 mmol I"* a pH 7.2 con una solucién detauracolato de sodio
(100 mmol 1Y), donde se incubé el extracto enzimético y el sustrato por 30(min y: deteniendo la
reaccion con TCA 0.72N, adicionando una solucién de Fast blue (100 mmol 12){'y clarificando
la reaccion con una mezcla de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v), leyendo la absorbancia a 540
nm. La actividad lipolitica fue definida como 1 ug de naftol liberado por minuto. La actividad de
a-glucosidasa fue determinada con la tecnica de Dahlqgvist (1960a), usando como sustrato’ a-p-
nitrofenol glucosido (10 mM) disuelto en una solucion buffer (fosfato de potasio 67 mM pH
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6.8),para lo cual se realiz6 una incubacion de 60 min del extracto enzimatico en el sustrato y
deteniéndo la reaccién con carbonato de potasio (100 mmol 1Y) y la absorbancia fue medida a
420 nmyutilizando una curva de calibracion estandar para p-nitrofenol a-glucosido (Sigma). La
actividad de-e-glucosidasa se expres6 como una unidad de enzima que libera 1 pumol de D-

glucosa del p=nitrofenil a-D-glucosido por minuto.

Todos los ensayos sewrealizaron por triplicado. Para el célculo de la actividad especifica e
individual de los extractds,se determiné utilizando las siguientes ecuaciones: 1) Unidades. ml™ =
[Aabs x volumen final de'reaccion (ml)] . [CEM x tiempo (min) x volumen del extracto (ml)]™;
2) Unidades mg de proteina™ = fUnidades por ml]. [mg de proteina soluble]™. Donde: Aabs es el
incremento de absorbancia a“upa determinada longitud de onda, CEM es el coeficiente de

extincién molar para el producto de’feaccion (ml ug™cm™).

Disefio de oligos

El disefio de oligonucledtidos” se_realizo-utitizando el software Primer acceso libre 3 Plus
(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web~input.ntm) de una regién especifica de la
secuencia de hormona de crecimiento<(GH), insulina y EF1 obtenida de la especie Lepisosteus
oculatus cuya secuencia de genes fueron ebtenidas.a‘partir de la base de datos GenBank (REF
GH: XP_006638350.1; INS: XM_006631713.2). Los oligos fueron disefiados con las siguientes

caracteristicas: de 20 a 22 nucleotidos de largo, una temperatura de alineamiento de 50 a 60 ° C,

CG (guanina-citosina) contenido de 40 y 60% vy, finalmente, la formacion de estructura
secundaria se evalud utilizando el software Oligo Calculator version 3.27 de acceso libre
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) (Tabla 2).

Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc mediante RT-PCR en juveniles de A«trapicus

La extraccion total de ARN se realizd mediante el uso de un homogeneizado de 6rganos de
juveniles: Cerebro, Estomago, Intestino e Higado. El proceso se llevo a“icabo con un kit
comercial de extraccion de ARN Purelink™ RNA Mini Kit (Ambion CA US),-finalmente, la
muestra se resuspendié en agua libre de ARNasas. La concentracion de ARN™eXtraido y
purificado se comprobo con el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, /Ohio
USA) utilizando 1 ul por muestra. La sintesis de ADNc se realizo utilizando el kit iScriptTM
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Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad, USA) de acuerdo con las indicaciones
establecidas por el fabricante utilizando 1 ug de ARN total, utilizando el iCycler
TERMOCICLADOR (Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.).

Anélisis por'gPCR

Para la cuantificaCion de la expresion de hormonas en larvas de A. tropicus, se construyd una
curva estandar para ebservar el rango dinamico de deteccidn de cebadores y verificar la eficacia
de la amplificacion y el€gir una dilucién a la que deben cuantificarse las muestras teniendo en
cuenta que el 100% de la’eficiencia corresponde a una pendiente -3.32. Una vez que la dilucién
se fijo, se procedio a cuantificar'el nivel de expresion de las enzimas digestivas a lo largo de la
ontogenia usando el SsoAdvanced ™ SYBR Green Supermix (BioRad, CA USA), teniendo
como referencia el factor de elongacion (EF1-a) de genes para normalizar los valores de Ct
obtenidos a partir de la diferentes genes analizados de acuerdo con los algoritmos en el software
CFX-Manager (BioRad).

Analisis estadistico

Para la evaluacion del crecimiento enpeso.y longitud, los datos obtenidos del experimento se
sometieron a pruebas de normalidad (K-S)'y"homoseedasticidad (Levene), y se aplicé un analisis
de varianza de una via (ANOVA), para detectar las diferencias entre los tratamientos se utilizo
la prueba posteriori de Tukey. Los datos de supervivencia;~actividad enzimatica y expresion
molecular se analizaron por medio de una prueba de Kruskal-Wallis y pruebas a posteriori de
Nemenyi. Todas las pruebas se realizaron utilizando un valor de significancia de 0.05.

Asimismo, para realizar los estadisticos se utiliz6 el programa estadistico STATISTICA v. 7.0.

Resultados

Evaluacion de crecimiento y supervivencia.

Los resultados obtenidos en relacion al crecimiento de los juveniles de A. tropicus en los
diferentes tratamientos mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre godos los
tratamientos, donde los organismos alimentados con la dieta D3 tuvieron el mayor. peso

promedio de 25.37 + 7.4 g y una talla de 188.6 + 15.2 mm, seguidos por los ejemplares que
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consumieron la dieta D2 con 16.53+3.7 g, y 171.30+11.8 mm, después la dieta Control
(alimento comercial para trucha Silver Cup™) con 11.34+ 2.9 ¢, y 152.14+12.8 mm, siendo la
dieta D1 la ‘que obtuvo el menor crecimiento con 7.28+2.1 g y una talla de 134.95+13.7 mm
(Fig. lay b).

Por otra parte, al final del experimento se analiz6 la supervivencia donde se detectaron
diferencias significativas (P<0.05) obteniendo la mayor supervivencia los organismos
alimentados con la dieta D3 con un 100%, seguida de la D2 con un 96.7%, la dieta Control con
92.2% y finalmente la dieta D1 con 87.8%. Cabe mencionar que de los tratamientos con mayor

inclusion de almidén de maiz tuvieron nulo o minimo porcentaje de mortalidad (<5 %) (Fig. 2).

Actividades enziméticas

La actividad especifica de proteasasalcalinas mostr6 diferencias significativas (P<0.05) entre
los tratamientos, con la actividad prote@litica mas alta para las larvas que consumieron la dieta
D1, seguida de las que se alimentaron.con fadieta D2, la dieta D3, siendo la dieta Control la que
obtuvo menor actividad enzimatica\digestivas"Por otra parte, la actividad enzimatica de las
proteasa acidas (pepsina) fue estadisticamente mayor (P<0.05) para las larvas alimentadas con la
dieta D3, seguidas de la que consumieronyla D2wy la dieta Control, siendo los organismos

alimentados con la dieta D1 las que obtuvieronda menor actividad enzimatica (Fig. 3).

La actividad tripsina mostro diferencias significativas entre todos los tratamientos
(P<0.05) donde los organismos alimentados con la dieta D% tuvieron la mayor actividad,
mientras que las alimentadas con las dietas D2 y Control no mostraron“diferencias significativas
entre ellas, mientras que la dieta D3 registr6 una menor actividad tripsica (Fig. 4a). La actividad
especifica de quimotripsina registré una mayor actividad con la dieta D3sinvembargo el todos
los tratamientos no presentaron diferencias significativas (P>0.05) (Fig. 4b). La actividad
especifica de leucina-aminopeptidasa mostro una mayor actividad para las larvas alimentadas
con la dieta D2, seguida por la dieta D3 y las dietas D1 y control no mostraron difrencias entre
ellas (Fig. 4c). Finalmente, la actividad carboxipeptidasa A, también mostré diferencias

estadisticas entre todos los tratamientos (P<0.05) donde se present0 la mayor actividad para las
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larvas” alimentadas con la dieta Control, seguidas de las dietas D3 y D1, siendo la dieta D2

presentd la menor actividad enzimética (Fig. 4d).

Enfcuanto a la actividad especifica de la a-amilasa se detectd la mayor actividad
enzimética (P<0.05) en los organismos alimentados con la dieta Control, seguidas de las que
consumieron las,diétas D1, D3, y D2, las cuales fueron estadisticamente iguales entre ellas (Fig.
5a). En cuanto a la actividad enzimatica tipo a-Glucosidasa, se observé una maxima actividad
para los juveniles que eansumieron la dieta D2, siendo estadisticamente diferente al resto de los
tratamientos (P<0.05), siendoerla dieta D1 la cual presentd la menor actividad enzimatica (Fig
5b). Finalmente la actividad enzimatica de lipasa se mostrd una mayor actividad enzimética para
el tratamiento D1, seguida por.eltratamiento Control y la dieta D3, siendo la Dieta D2 la que

presentd menor actividad enzimatiea (Fig. 5¢).

La expresion de genes de insulina y GHEmjuveniles de A. tropicus

Para confirmar la especificidad de_les oliges a través de la RT-gPCR, se realiz6 un analisis de
picos de fusion, utilizando para ello, el software CFX (BioRad). Después de este andlisis, se
determin la cuantificacion relativa de“la-insulinasy la hormona del crecimiento (GH) utilizando
EF1 como gen de referencia y se observodoisiguiente;d_a expresion de INS y GH fue mayor el
la dieta control, mientras que en los otros tratamientos la-expresion fue muy baja para ambos

genes, donde no se presentaron diferencias significativas (P<0:05) (Fig. 6).

Discusién

En este estudio los resultados de crecimiento obtenidos muestran que.los peces alimentados con
la dieta con mayor porcentaje de inclusion de almidon de maiz obtuvieron.€l mayor crecimiento
expresado en longitud y peso, presentando también una supervivencia del 98%; estos resultados
coinciden con los obtenidos por Frias-Quintana et al. (2016) donde al evaluar dietas con
diferentes inclusiones de carbohidratos obtuvieron un mayor crecimiento enzlarvas de A.
tropicus. Asi mismo este efecto se ha observado en otras especies donde el objeto de/estudio se
basa en la capacidad funcional de las especies de peces cultivables para utilizar los carbohidratos

nutritivos como fuente de energia alimentaria para mejorar el rendimiento de la produccion
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(Hemre et al. 2002; Stone 2003; Krogdahl et al. 2005; Enes et al. 2009; 2011a; NRC 2011,
Panserat et al. 2013; Polakof et al. 2012; Polakof y Panserat 2015).

Estos estudios han sido orientados hacia la acuicultura, basandose en diferentes aspectos o
factores relaciohados con el uso de carbohidratos digeribles en peces. Sin embargo, un mal
balance de los nutrientes presentes en las dietas puede desencadenar un efecto negativo en el
crecimiento y supervivencia de los peces, tal es el caso de Panserat et al. (2002b) quienes
determinaron que al ‘aumentar los niveles de lipidos en las dietas aumentaba la expresion y
actividad de la glucosa-6¢fosfatasa, una enzima clave involucrada en la produccion de glucosa
enddgena, resultando en un efecto glucemico postprandial en Oncorhynchus mykiss. Lo anterior
Ilevé a los autores a concluir queda mala utilizacion de los carbohidratos de la dieta en la trucha
arco iris puede estar relacionada al;aumento de la produccion hepatica de glucosa en condiciones
de alto consumo de grasas en la dieta; ya que los carbohidratos de la dieta no regulan la
gluconeogeénesis hepética en la trucha arcoriris (Figueiredo-Silva et al. 2012).

Por otra parte, la inclusion 6ptimasde) carbohidratos en la dieta de los peces de cultivo puede
aumentar la retencién de proteinas y-lipidos mediante la prevencién del catabolismo de estos
nutrientes para las necesidades de energias/(€fecto de-aherro); reducir la carga de nitrogeno en el
desempefio agricola; proporcionar metabolitos/para la<sintesis bioldgicas; las formulaciones de
alimentos de soporte que mantienen el crecimiento a un costo\mas bajo por unidad de ganancia;
ayudar a sedimentar de union, la estabilidad y la flotabilidad;*y facilitar la eliminacion de las
heces a través de sus propiedades de union (Hemre et al. 2002; Stone 2003; Hardy 2010;
Honorato et al. 2010).

Ademaés de las caracteristicas de la fuente, el nivel de inclusién en la“dieta es un criterio
principal especifico de la especie que determina las posibilidadest de _utilizacion de
carbohidratos, incluso se ha observado en los peces carnivoros, existe correlagiones positivas
entre la tasa metabdlica y el nivel de carbohidratos de la dieta, posiblementescomo un
mecanismo de adaptacidn para oxidar el exceso de carbohidratos (Fu y Xie 2004).Elcambio
mas comun asociado con el aumento de los niveles de almidén en la dieta es la acumulacion de

glucdgeno en el higado, incluso hay limites tolerables de inclusion que causa disminucién de la
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digestibilidad del almidon, utilizacién del alimento y el crecimiento de los peces (Krogdahl et al.
2005¢Enes et al. 2011a).

La reduccion- en la digestibilidad puede deberse al sobrecargar el sustrato y la posterior
saturacion de. earbohidrasas digestivas o una disminucién en el tiempo del transito intestinal
(NRC 2011), mientras que el retraso en el crecimiento puede explicarse por hiperglucemia
severa, disfuncion” hepatica (hepatomegalia) y los cambios relacionados en el metabolismo
intermediario (Amoahet™al. 2008). También se ha observado cambios epigenéticos por exceso
de carbohidratos en la trucha.arco iris, es decir, una hipometilacion del ADN genémico (Craig y
Moon 2013). En general, el Jimite umbral que asegura la ausencia de trastornos fisioldgicos se
considera como el nivel dptimo.de inclusion. Con base en estudios en diferentes especies de
peces, los niveles maximos de inelision de carbohidratos recomendado en las dietas es de 15-
25% para los salménidos y peces marinos, y puede ir hasta el 50% para las especies de
herbivoras y omnivoras (NRC 2011).

Por otra parte, es importante tener gn_tcuenta‘que la capacidad de los peces de cultivo a utilizar
carbohidratos de la dieta como fuente-de energia es_generalmente menor que en mamiferos
terrestres y sigue siendo un tema extenso y contrevertido por la diversidad extrema en los
habitos de alimentacidon, caracteristicas anatomicas, fisiolégicas y habitats agricolas (Polakof et
al, 2012).

En cuanto a un mal empleo de los carbohidratos en los peces catnivoros es que, se han adaptado
evolutivamente su anatomia, fisiologia y el metabolismo de acuerdo“Con su dieta natural que
contiene sustancialmente menos o ninguna porcién de carbohidratos‘con almidén (NRC 2011).
En consecuencia, después de un alimento rico en carbohidratos, los organiSmes no son capaces
de limpiar la afluencia de glucosa de manera eficiente, dando como tesultado un alto y
prolongado nivel de glucosa en la sangre (Stone 2003; Polakof et al. 2012). Identica o incluso
mas severo la respuesta glucémica que se puede observar con pruebas orales intra-peritoneales
de tolerancia a la glucosa (GTT), y de ahi el término clinico “intolerantes a la glucosa™} que se
refiere a la incapacidad de un organismo para hacer frente rapidamente con una Carga de

glucosa, se aplica cominmente para la mayoria de los peces carnivoros.
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En“euanto a las actividades enziméticas se observo un efecto una mayor actividad de tipo
pepsinasconla dieta con mayor inclusion de carbohidratos, esto podria deberse a que los enlaces
presentes en.a estructura del almidén podria haber requerido una mayor actividad de la enzima
pepsina, la cual promueve al aumento de la produccion de acido clorhidrico en el estdmago
contribuyendo conla_ruptura del almidon a traves de los enlaces B—Glucosidicos liberando
glucosa, la cual sefaumetabolizada en el higado a través de la glucogénesis para producir energia
(Jen et al. 2010).

Es asi que los resultados obtenidos en este estudio muestran que en los juveniles de pejelagarto
alimentadas con la dieta que ‘contiene 100% de almiddn de maiz (usando una proporcion del
23% en la férmula) propicia una mayor digestion acida en el estbmago, lo que a su vez mejora la
hidrdlisis de proteinas y carbohidratog;\mientras que en la parte intestinal se termina la hidrdlisis
de los oligosacaridos a sus mondmeros gstructurales (glucosa) para ser absorbidos a través de los
enterocitos (Zambonino-Infante /z.Cahu +2001; Frias-Quintana et al. 2010), como ha sido
reportado en Symphysodon aequifasciata (Cheng et al. 2002); atun aleta azul Tunnus thynnus
(Essed et al. 2002) y Atractosteus tristoechus (Comabella et al. 2006).

En el caso de las proteasas alcalinas, se muestra variaeiones en las actividades enzimaticas
siendo la dieta sin almiddn (D1) y la dieta con 13% de almidén, las que presentaron las mayores
actividades enzimaéticas, esto se podria deber a que la accion de la pepsina en el estbmago
promovié la ruptura de los enlaces de hidrogeno de las estructuras de los glucidos a través del
proceso anabolico que permitio la formacion de moléculas mas sencillas como la glucosa que se
encarga de proporcionar energia al organismo, por lo que al llevar a.cabo la mayor proporcion
de la digestion en el estdbmago, estas enzimas promovieron su actividad en estos dos

tratamientos.

Sin embargo este patron fue similar en las actividades de las endoproteasas alCcalinas como
tripsina y quimotripsina, asi como de las exopeptidasas como leucina aminopeptidasa y
carboxipeptidasa A, las cuales estan presentes desde la eclosion (antes de la absorcion del vitelo)
y durante todo su desarrollo, lo cual también se ha reportado para especies como el pez
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espinoso, Anoplarchus purpurescens y la lucioperca Sander lucioperca (Chan et al. 2004;
Hamza et al. 2007). Asi mismo, la actividad enzimética de la leucina aminopeptidasa ha sido
utilizada’camo otro indicador de la calidad nutricional al disminuir su actividad o incrementarse,
lo que indica-la maduracion de las microvellosidades de los enterocitos como ha sido detectada
en larvas de‘\lubina Europea (Dicentrarchus labrax); tilapia (Oreochromis niloticus); castarrica
Cichlasoma urophthalmus (Lépez-Ramirez et al., 2011) y tenhuayaca Petenia splendida
(Uscanga et al. 2011)donde el incremento de estas actividades se han correlacionado con la
maduracion de los enterOeitos, pero que su actividad varia en relacién a la dieta proporcionada
(Hakim et al., 2007).

Caso similar presenta la actividad“especifica de la lipasa, la cual fue mayor con la dieta de nula
proporcion de almidén de maiz (B1),.caso contrario al obtenido por Frias-Quintana et al., 2016,
que al evaluar actividades enzimaticas'en larvas de pejelagarto, se observé una mayor actividad

enzimatica en dietas con mayor cantidad de‘almidon.

Esto sugiere que el metabolismo de’las larvas €S diferente en etapa juvenil utilizando el mismo
nutriente en las dietas, ya que en teorfaen Ja etapa juvenil, el organismo ya tiene desarrollado
todo su sistema digestivo por lo que cuentacon las-enzimas especificas para cada sustrato que
promueve una mayor absorcion de nutrientes, que en” el.caso del almidon es utilizable para
acelerar su desarrollo y obtener energia al absorber los productos de hidrolisis para ser utilizados
en los diversos procesos metabolicos como lo reportan para lasperca, Perca fluvialitis (Cuvier-
Péres y Kestemont 2002), Melanogrammus aeglefinus (Pérez-Casanova et al.,, 2004),
Epinephelus coloides (Eusebio et al., 2004), Labeo rohita (Chakrabarti et al., 2006), A.
tristoechus (Comabella et al., 2006), Paralichthys. californicus (Alvarez-Gonzalez et al., 2006);
Sander lucioperca (Hamza et al., 2007) y Palabrax maculatofasciatus (Alvarez-Gonzélez et al.,
2008a), y que a su vez se relacionan con los cambios morfofisiologicos durante el desarrollo y
los habitos de alimentacion (Civera-Cerecedo et al.,2004).

Adicionalmente, se han realizado estudios en A. tropicus reportados por Frias-Quintana et al.
(2010) y Guerrero-Zarate et al. (2013), quienes determinaron las actividades enzimaticas

proteoliticas, amilasicas y lipidicas en juveniles de pejelagarto, quienes argumentan que esta
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espeeie tiene una alta capacidad digestiva a lo largo de su desarrollo como juvenil y adulto.
Adieionalmente Cahu et al. (2004), mencionan que la deteccion de la amilasa indica no solo la
maduracion*de los enterocitos, sino también la posibilidad de incluir cierta cantidad de
carbohidratos-que completen el aporte energético durante la alimentacidn, aunque para peces
carnivoros esta’ capacidad es limitada. En cuanto a las enzima a-glucosidasa se presentaron
variaciones en las‘actividades enzimaticas de los tratamientos, la alfa glucosidasa &cida, también
conocida como a-1,4=glucosidasa, es una enzima codificada por el gen GAA esencial para el
catabolismo de glucdgeno a glucosa en los lisosomas, este proceso de degradacién evita la

sobreacumulacion de glucogeno en diferentes células del organismo (Roach 2004).

El buen crecimiento y ahorro“desproteinas estan relacionados con el hecho de que la glucosa
digerida a partir del almidon es el,Sustrato oxidativo preferido para el tejido nervioso y células
de la sangre, el carbohidrato presente €n las dieta de los peces pueden deprimir la actividad de la
gluconeogénesis, desviando asi los amifioacidos lejos de vias oxidativas (Sanchez-Muros et al.
1996); de esta forma, los niveles de-la gluegsa se deben mantener constantes para permitir un
metabolismo adecuado, en este equilibrio intervienen la secrecion de insulina, el glucagon, las
hormonas de crecimiento y de IGF (factor de creCimiento de insulina) (Hemre et al. 2002). El
glucdgeno almacenado se utiliza de manera eficiente durante los periodos de privacion de
alimentos, haciendo uso para la sintesis de pentosas, apoyando asi la sintesis de acidos nucleicos

necesarios para fendmenos de crecimiento generales (Hemret al. 2002).

Con respecto a la evaluacion de genes involucrados en el metabolismo de los carbohidratos
como la insulina y el crecimiento como la hormona del crecimient@, se“evaluaron estos genes en
cada uno de los tratamientos para determinar si existia algin efecto en 1a inclusién de las dietas
con respecto a la expresion de cada uno de ellos. En nuestros resultados_se” observé una mayor
expresion de insulina en el higado del tratamiento control a excepcion de los. demas tratamientos
con inclusion de carbohidratos donde la expresion fue minima. Esto podria‘deberse a que la
dieta control de Silver Cup® cuenta con un porcentaje de carbohidratos minime @-nulo y un
mayor porcentaje de proteinas de origen animal, lo que atribuye a una sobreexpresign te estas

hormonas para compensar la secrecion de enzimas que se encargan de degradar los nutrientes,
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en este caso los oligosacéridos, para transformarlos en glucosa y destinarse para la obtencién de

energia o el incremento del crecimiento somatico del organismo.

La glucosa.al-metabolizarse en el higado, los niveles de insulina son altos debido a que no es
utilizada para.trasportar la glucosa y llevar a cabo la glucdlisis para la obtencion de energia, por
lo que los organismos obtienen su energia a partir de los aminoacidos procedentes de las

proteinas presentes enrla dieta (Wang et al. 2016).

La posibilidad de utilizar{carbohidratos en peces con la presencia de las principales enzimas que
intervienen en la digestion del almidén, asi como las de metabolismo de la glucosa (Enes et al.
2009; Krogdahl et al. 2005); laspresencia de transportadores de glucosa (Planas et al. 2000;
Teerijoki et al. 2000; Krasnov et-al. 2001), la glucoquinasa inducible y otros componentes de
deteccion de glucosa (Panserat et al.2000c) y tejidos periféricos (Polakof y Panserat 2015); el
uso de glucosa como sustrato de carbono-para los mismos fines que en otros animales, es decir,
la generacion de ATP a través de vias oxidativas y ribosa 5-fosfato / produccion de NADPH a
través de la via fosfato pentosa (NRC 2011)~y la capacidad de la glucosa para estimular la

secrecion de insulina (Caruso y Sheridan-2011).

Recientemente Del Sol Novoa et al. (2004), ‘'examinaron, los efectos de los altos niveles de
carbohidratos en el plasma de INS en la trucha arco iris y Tlegé a la conclusion de que la glucosa
no es el principal secretador de INS en esta especie. Una serie de otros factores, entre ellos
somatostatinas, puede afectar a la produccion y la sensibilidad-del INS (Navarro et al. 2002;
Sheridan y Kittilson 2004).

Por otro lado la expresién de la hormona del crecimiento en higado fue.mayor también en el
tratamiento control, esto puede deberse a que posiblemente las dietas_eon. carbohidratos
promueve una mayor secrecion de hormona del crecimiento que promueve.un_crecimiento
somatico mayor por lo que es utilizada en un mayor procentaje para estimular el ereegimiento de
los organismos, al almacenar reservas energéticas en las células lipidicas y utilizarslajenergia
obtenida a partir del metabolismo de la glucosa. Aungue el efecto promotor del crecimiento de
la GH esta bien documentado, el crecimiento de los peces es multifactorial y GH podra actuar a
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diferentes niveles (Mommsen 2001). La hormona del crecimiento (GH) es el principal regulador
de ereCumiento somatico y el metabolismo de los peces, como en otros vertebrados (Fuentes et
al. 20137 Vélez et al. 2015).

En los peces;.se esta dando un enfoque particular a la determinacion del transcriptoma, buscando
las relaciones que guardan los genes que codifican GH, IGF-1, IGF-II, y sus receptores, junto
con proteinas de uniémde IGF (Gabillard et al. 2006; Filby et al. 2007). Ademas, el enfoque de
expresion molecular de~€sta hormona se ha utilizado en varias especies de peces en aspectos de
fisiologia como en Ictaldrusspunctatus (Small y Peterson 2005), Sparus aurata (Jiao et al.
2006), Oncorhynchus nerka (Amano et al. 2006), Protopterus dolloi y Huso dauricus
(Fukamachi y Meyer 2007), Oncerhynchus kisutch (Kim et al. 2015); particularmente en el caso
de la osmoregulacion (Sakamote™y. McCormick 2006), la influencia del medio ambiente
(Reinecke 2010), los aspectos toxicoldgicos en Oreochromis niloticus (Shved et al. 2008) y la
ontogenia temprana en Monopterus “albus (Chen et al. 2015) que contribuyen en el
conocimiento para la produccion—y el=rendimiento para mejorar rasgos tales como el
crecimiento, resistencia a enfermedades, * desarrollo, asi como factores ambientales y

nutricionales.

Cabe mencionar que en el aspecto morfolédgico.a travésde-estudios de histologia realizados en el
higado de estos organismos se mostré un dafio en las_células del higado (hepatocitos) al
observarse células fagocitadas en la dieta D1 y control (alimento de trucha), esto principlamente
a gue estas dietas no poseen carbohidratos digerbles incluidos por lo que se puede observar un
dafio hepético a largo plazo que puede influir en el crecimiento €_incluso supervivencia de la
especie, por lo que es recomendable incluir carbohidratos en las dietas.de peces carnivoros como
el pejelagarto, que pueda promover un mayor crecimiento y supervivencia-€n cualquier etapa de

desarrollo (Frias-quintana et al. 2016).
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LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Crecimiento de los juveniles de A. tropicus durante la alimentacion dietas de

microparticulas: &) longitud total (mm juvenil™ + SD, n=30) y b) peso promedio (g juveénil™ +
SD, n=30).
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Figura 2. Supervivencia registrada de juveniles durante la alimentacion dietas de

micreparticulas (media = SD, n=30).

Figura 3. Actividades enzimaticas digestivas de juveniles de A. tropicus, alimentados con dietas
microparticuladas (media + SD, n=30). La actividad enzimética especifica de la proteasa acida

(negro) y actividad enzimatica especifica de la proteasa alcalina (gris).

Figura 4. Actividades enzimaticas digestivas de juveniles de A. tropicus, alimentados con dietas
microparticuladas (media’x SB, n=30). Actividades enziméticas especificas de tripsina (a),
actividades enzimaticas especificas de quimotripsina (b), actividades enzimaticas especificas de

leucina aminopeptidasa (c) y actividades enzimaticas especificas de carboxipeptidasa A (d).

Figura 5. Actividades enzimaticas digestivas de juveniles de A. tropicus, alimentados con dietas
microparticuladas (media + SD, n=30). Actividad enzimatica especifica de la lipasa (a); a-

glucosidasa (b) y amilasa (c).

Figura 6. Niveles de expresion relativaide INS(a)®y GH (b) normalizadas con Ef1 en los

diferentes tratamientos de alimentacion dejuyeniles-de A. tropicus

Figura 7. Micrografia del corte histologico de'higado de juveniles de A. tropicus alimentados
con dietas microparticuladas: (a) Higado de juvenil del tratamiento Control de 90 DPH, con
hepatocitos poligonales H y espacios intercelulares dispuestas a‘to’largo de los sinusoides Si
(flecha) y que contienen grandes vacuolas lipidicas. (b) Higado de juvenil del tratamiento D1
observese una mayor cantidad de Hepatocitos cerca del conducto biliar.BD y la presencia de
células fagocitadas CF (flecha). (c) Higado de juvenil del tratamiento D2 ghServese un mayor
numero de células fagocitadas CF y hepatocitos agrupados H. (d) Higado de'juvenil del
tratamiento D3, observe una menor presencia de células fagocitadas LP. Abreviaturas: H
hepatocitos, LP Trabecula de hepatocitos, Si Sinosoide, BD Conducto biliar, CR'Célula

fagocitada. Tincion Hematoxilina-Eosina.
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Tabla L. Formulacion de dietas microparticuladas utilizando almidén de maiz, para juveniles de

pejelagarto,A. tropicus.

Ingredients

(9/200.g dieta) D1 D2 D3 DCo
Fish meal " 40 38.2 40
Pork meal? 10 10 10
Poultry-by product® 13.3 15.4 134
Alfa celullose® 23.6 10 -
Corn starch® - 13.3 23.6
Fish oil " 5 5 5
Soybean Lecitine 5 5 5
f
Grenetin 2 2 2
Vitamin C 05 0.5 0.5
h
Vitamin Premix 0.3 0.3 0.3
Mineral Premixh 02 0.2 0.2
Nutrient (g/ 100 g dry matter)
Energy (cal / g) 3723 +0.037 3874 +0.37 4031 +0.37 5667+ 15.7
Protein 40 £ 0.02 40.%0.02 40 +£0.02 51.5+04
Carbohydrates 0 133 23.6 -
Fat 15+ 0.01 15 +0.01 15+0.01 155+04
Fiber 24.6 + 0.37 11.07+0.37 1+0.37 1.04+0.1
Ash 13.2 £ 0.037 13.53=*0.37 13.23+£0.37 10.3+0.0

aProteinas marinas y agropecuarias, Guadalajara, Jalisco
b Sigma-Aldrich, catalogue no. C8002
¢ IMSA Industrializadora de maiz, Guadalajara, Jalisco, México

dGALMEX Comercializadora de Insumos Agricolas, Villahermosa, Tabasco, Me xico

ePronat Ultra, Mérida, Yucatan, México

fD’gari Productos alimenticios y dietéticos relampago, Tlalpan, Me"xico D.F.
¢ROVIMIX_C-EC (Roche) agente activo de 35 %

nPedregal (para trucha Silver Cup), Toluca, Edo. Mex., México
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CAPITULO V
Discusion general

Los estudios realizados en nutricion de peces, estan basados principlamente en especies marinas,
siendo una pequefia parte destinado a especies dulceacuicolas de interés comercial, sin embargo
debido a la demanda del mercado de especies nativas se ha implementado investigaciones que
avalen un cultivo rentable de estas especies nativas, entre ellas el pejelagarto A. tropicus. Para
esta especie se han realizado diversos estudios que han logradoe su reproduccién en cautiverio,
su larvicultivo utilizando_presas vivas y alimentos balanceados (Gémez 1989; Rodriguez et al.
1997; Garcia et al. 1997; Herpandez et al. 1997; Hernandez 1999; Mendoza et al. 2005;
Marquez et al. 2006), ademas“que en el caso de los juveniles se conocen sus requerimientos
nutricionales (proteina, energia y(lipidos) (Jests-Contreras 2008; Huerta-Ortiz 2008), disefio de
dietas en base a la bioquimica digeStiva.(Frias-Quintana et al., 2010; Aguilar-Tellez V, 2013) y
fisiologia digestiva y ontogenia (Guerrero-Zarate et al., 2013; Frias-Quintana et al., 2015) al
grado que actualmente existengranjas comerciales para la produccion de crias y engorda en
diversos sistemas (Gonzalez-Arévale -2006; Alvarez-Gonzéalez et al., 2007; Gomez-Gomez
2009).

Para esto se ha implementado el disefio de alimentos con/los requerimentos necesarios para cada
etapa de vida de la especie, utilizando fuentes alternativas proteinicas que les aporten los
nutrientes necesarios para su crecimientos y supervivencia“(Frias-Quintana et al., 2010). Las
enzimas juegan un papel importante en el proceso de la digestidnyla cual es la transformacion de
los alimentos a través de la hidrolisis enzimética que fraccionasos _nutrientes en moléculas
simples facilmente asimilables por las células del intestino que seran\transportadas al torrente
circulatorio para su distribucion (Chong-Carrillo y Vega-Villanasante, 2003). Para entender el
proceso digestivo es necesario poner de manifiesto el papel que juegan las-€nzimas. Estas son
catalizadores biologicos que incrementan la velocidad de una reaccion quimica, sin verse
alterada ella misma en el proceso global. La mayor parte de los catalizadoreS_guimicos son
proteinas y se han clasificado en seis grupos; Oxido reductasas, transferasas, hidrolasas, liasas,
isomerasas, ligasas, siendo las hidrolasas las encargadas de catalizar rupturas hidroliticas."En el
caso de las hidrolasas digestivas se dividen en los siguientes grupos en funcién del nutriente que

hidrolizan: proteasas (digestion de proteinas), grupo compuesto por tripsina, quimiotripsina,
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pepsina, carboxipeptidasa, etc., amilasas (catalizan la hidr6lisis de almidén y glucogeno), lipasas
(hidrolisis de &cidos grasos) y fosfatasas (catalizan la separacion de fosforo inorgéanico a partir
de fosfato, ‘organico) (Lehninger, 1994). La capacidad digestiva de los organismos esta
directamente-relacionada con la cantidad de enzimas digestivas disponibles, necesarias para el
rompimiento.de un alimento (Pedersen y Eggum, 1983). El tipo y funcionalidad de las enzimas
digestivas presentes en cualquier especie acudtica es el resultado de un proceso evolutivo en el
que el principal factor-de_seleccion ha sido sin duda el régimen alimenticio, tanto desde el punto
de vista de la composieion de los alimentos ingeridos preferentemente como de las pautas de

alimentacion (Civera-Cerécedo et al., 2004).

En cuanto a las actividades enzimaticas se observd un efecto una mayor actividad de tipo
pepsina con la dieta con mayor ineltsion de carbohidratos, esto podria deberse a que los enlaces
presentes en la estructura del almidén“padria haber requerido una mayor actividad de la enzima
pepsina, la cual promueve al aumento;de" la produccion de acido clorhidrico en el estomago
contribuyendo con la ruptura del.almidon=g través de los enlaces o—Glucosidicos liberando
glucosa, la cual serd metabolizada en\el higado“a través de la glucogénesis para producir energia
(Jen et al., 2010). Es asi que los resultados obtenidos en este estudio muestran que en los
juveniles de pejelagarto alimentadas con la dieta=Que_contiene 100% de almidén de maiz
(usando una proporcién del 23% en la férmula) propicia una mayor digestion &cida en el
estdbmago, lo que a su vez mejora la hidrolisis de proteinas®yycarbohidratos, mientras que en la
parte intestinal se termina la hidrolisis de los oligosacéaridosa sus mondmeros estructurales
(glucosa) para ser absorbidos a través de los enterocitos (Zambonino-Infante y Cahu, 2001,
Frias-Quintana et al., 2010), como ha sido reportado en Symphysadon aequifasciata (Chong et
al., 2002); atan aleta azul Tunnus thynnus (Essed et al., 2002) y. Atractosteus tristoechus
(Comabella et al., 2006).

En el caso de las proteasas alcalinas, se muestra variaciones en las actividades, enzimaticas
siendo la dieta sin almiddn (D1) y la dieta con 13% de almidon, las que presentaran las mayores
actividades enzimaticas , esto se podria deber a que laaccién de la pepsina en el estbmago
promovio la ruptura de los enlaces de hidrogeno de las estructuras de los glucidos a través del

proceso anabolico que permitio la formacion de moléculas mas sencillas como la glucosa que se
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encarga de proporcionar energia al organismo, por lo que al llevar a cabo la mayor proporicién
de Ma” digestion en el estobmago, estos enzimas promovieron su actividad en estos dos
tratamientos: Sin embargo este patron fue similar en las actividades de las endoproteasas
alcalinas €omo tripsina y quimotripsina, asi como de las exopeptidasas como leucina
aminopeptidasa y carboxipeptidasa A, las cuales estdn presentes desde la eclosion (antes de la
absorcion del vitelo) y durante todo su desarrollo, ademas se ha reportado para especies como el
pez espinoso, Anoplarchus purpurescens y la lucioperca Sander lucioperca (Chan et al., 2004;
Hamza et al., 2007); asimismo, la actividad enzimética de la leucina aminopeptidasa ha sido
utilizada como otro indicador.de la calidad nutricional al disminuir su actividad o incrementarse,
lo que indica la maduracion dedas microvellosidades de los enterocitos como ha sido detectada
en larvas de lubina Europea (Digentrarchus labrax); tilapia (Oreochromis niloticus); castarrica
Cichlasoma urophthalmus (L6pez-Ramirez et al., 2011) y tenhuayaca Petenia splendida
(Uscanga et al. 2011), donde el incremento de estas actividades se han correlacionado con la
maduracion de los enterocitos, pero que su actividad varia en relacion a la dieta proporcionada
(Hakim et al., 2007).

Caso similar presentan la actividad especifica de la lipasa, la cual presentan una mayor actividad
en relacion con la dieta con nula proporcion de almidénsde maiz (D1), caso contrario al obtenido
por Frias-Quintana et al. (2016), que al evaluar.actividades-enzimaticas en larvas de pejelagarto,
se observaron una mayor actividad enzimatica en dietas cenymayor cantidad de almidén. Esto
sugiere que el metabolismo de las larvas es diferente en etapa juvenil utilizando el mismo
nutriente en las dietas, ya que en teoria en la etaa juvenil, el ‘@rganismo ya tiene desarrollado
todo su sistema digestivo por lo que cuenta con las enzimas especCificas para cada sustrato que
promueve una mayor absorcion de nutrientes, que en el caso del almidon es utilizable para
acelerar su desarrollo y obtener energia al absorber los productos de hidrélisis ‘para ser utilizados
en los diversos procesos metabdlicos como lo reportan para la perca, Perca fluvialitis (Cuvier-
Péres y Kestemont 2002), Melanogrammus aeglefinus (Pérez-Casanova'.et al., 2004),
Epinephelus coloides (Eusebio et al., 2004), Labeo rohita (Chakrabarti et al.~2006), A.
tristoechus (Comabella et al., 2006), Paralichthys. californicus (Alvarez-Gonzélez et/al’) 2006);

Sander lucioperca (Hamza et al., 2007) y Palabrax maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez.ét al.,
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20084d), y que a su vez se relacionan con los cambios morfofisiol6gicos durante el desarrollo y
los hébitos de alimentacion (Civera-Cerecedo et al., 2004).

Adicionalmente, se han realizado estudios en A. tropicus reportados por Frias-Quintana et al.
(2010) y Guerrero-Zarate et al. (2013), quienes determinaron las actividades enzimaticas
proteoliticas, amilasicas y lipidicas en juveniles de pejelagarto, quienes argumentan que esta
especie tiene una @alta~capacidad digestiva a lo largo de su desarrollo como juvenil y adulto.
Adicionalmente, Cahu.etal., (2004), mencionan que la deteccion de la amilasa indica no solo la
maduracion de los enterocitos, sino también la posibilidad de incluir cierta cantidad de
carbohidratos que completen el aporte energético durante la alimentacion, aunque para peces
carnivoros esta capacidad es limitada. En cuanto a las enzima a-glucosidasa se presentaron
variaciones en las actividades enzimaticas de los tratamientos, la alfa glucosidasa acida, también
conocida como a-1,4-glucosidasa, esuna enzima codificada por el gen GAA esencial para el
catabolismo de glucdgeno a glucosa en~los lisosomas, este proceso de degradacion evita la
sobreacumulacion de glucdgeno/en-diferentesS células del organismo (Roach, 2004). EI buen
crecimiento y ahorro de proteinas estan relacignados con el hecho de que la glucosa digerida a
partir del almidén es el sustrato oxidativo-preferido para el tejido nervioso y células de la sangre,
el carbohidrato presente en las dieta de)los peces pueden deprimir la actividad de la
gluconeogénesis, desviando asi los aminoacidos lejos devias oxidativas (Sdnchez-Muros et al.
1996); de esta forma, los niveles de la glucosa se deben mantener constantes para permitir un
metabolismo adecuado, en este equilibrio intervienen la seCreeidn de insulina, el glucagon, las
hormonas de crecimiento y de IGF (factor de crecimiento de insulina) (Hemre et al., 2002). El
glucogeno almacenado se utiliza de manera eficiente durante 10s_periodos de privacion de
alimentos, haciendo uso para la sintesis de pentosas, apoyando asi la sintesis de acidos nucleicos

necesarios para fendmenos de crecimiento generales (Hemre et al., 2002).

A partir de varios estudios en los peces que el mejor uso de la energia de carbohidratos de la
dieta depende de la composicion de macronutrientes de la dieta. Los carbohidrates son una
excelente fuente de energia y carbono pero, en principio, como en otros vertebrados; 1as peces
pueden sobrevivir y crecer cuando alimentados con dietas sin carbohidratos o en otras‘palabras

que no tienen un requisito dietético de carbohidratos debido a su capacidad de sintetizar de
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manera eficiente glucosa a partir de precursores no de hidratos de carbono, tales como
aminoacidos (NRC, 2011) lactato y piruvato. Sin embargo, la inclusién 6ptima de carbohidratos
en la dieta.de los peces de cultivo puede aumentar la retencion de proteinas y lipidos mediante la
prevencion.del catabolismo de estos nutrientes caros para las necesidades de energia (efecto de
ahorro); reducir.la carga de nitrogeno en el desempefio agricola (salvaguardia del medio
ambiente); propercionar metabolitos para la sintesis bioldgicas; las formulaciones de alimentos
de soporte que mantienen el crecimiento a un costo mas bajo por unidad de ganancia; ayudar a
sedimentar de unién, la’estabilidad y la flotabilidad; y facilitar la eliminacion de las heces a
través de sus propiedades de.union (Hemre et al., 2002; Stone, 2003; Hardy, 2010; Honorato et
al., 2010). En general, si la eficieéncia de utilizacion de carbohidratos se estima estrictamente en
base en la velocidad de suministro de glucosa a partir de la digestion y la eliminacion de la
glucosa de la sangre, los peces“especialmente los carnivoros tienden a ser los usuarios con
carbohidratos deficientes en la dieta”(NRC, 2011). Sin embargo, para regular los niveles de
glucosa en la sangre por consecuencia ‘de-ingerir carbohidratos, es necesaria la intervencion de
dos principales hormonas endocrinasspancredgticas; la insulina y el glucagén que se encargan de
regular los niveles de glucosa en (a, sangre”y“el_metabolismo subyacente en los vertebrados

superiores.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que la capaeidad de los peces de cultivo a utilizar
carbohidratos de la dieta como fuente de energia es generalmente menor que en mamiferos
terrestre y inherentemente sigue siendo un tema complicado_y controvertido por la diversidad
extrema en los habitos de alimentacidn, caracteristicas anatomicas, fisioldgicas y habitats
agricolas (Kaushik, 2001; Moon, 2001; Polakof et al., 2012).

Parte del metabolismo de los carbohidratos se ve reflejado en las reservas energéticas, las cuales
a traveés del proceso de gluconeogénesis, las moléculas de glucosa son almacenadas en el higado,
el cual dependiendo del consumo de calorias del organismo, se van a almacenar_en espacios
intercelulares en grandes vacuolas lipidicas, los cuales se determinaran en estudias histologicos
si hay un efecto positivo en las caracteristicas que presente el higado, ya que a mayoraumero de
células fagocitadas presentes en el tejido, seria un indicativo de un dafio hepatico. Sin embargo

las técnicas histoldgicas/moleculares se utilizan a menudo como un medio para evaluar
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indirectamente el papel de las hormonas en la regulacion de la alimentacion. El examen de la
distribucion tisular de la proteina en si 0 su ARNm proporciona pistas sobre el papel fisioldgico
del péptido ‘examinado: si una hormona o su ARNmM se expresa en regiones del cerebro o el
intestino ¢onecido para regular la alimentacion, entonces puede deducirse que esa hormona

podria tener un‘papel en la regulacion de la alimentacion.

Las hormonas gastroenteropancreaticas (GEP) estan involucrados en la regulacion de casi todos
los aspectos del metabelismo de los peces. Los polipéptidos pancreaticos incluyen la insulina
(ISN), que al igual que (otras' hormonas pancreédticas, han sido fuertemente asociadas con la
regulacion de la ingesta de energia y el balance energético de los peces. La insulina regula una
amplia gama de procesos en peces; incluyendo la regulacion del apetito, crecimiento, desarrollo,
y el metabolismo intermediario.~Migntras que la mayoria INS es producida por el pancreas
endocrino de peces, sino que también"se produce en el cerebro, asi como en diversas regiones
del tejido intestinal y adiposo. La comprension de como el gen INS esta regulado en estos
tejidos extra-pancreaticos, ampliande, nuestra comprension general de tejidos especificos de la

activacion transcripcional (Caruso etaly, 2011);

Estas investigaciones indican que la ‘seCrecion 'INSese ve afectada por una variedad de
macronutrientes. Sin embargo, no han surgido patrones<Claros de la especificidad de especie y el
impacto de la dieta incial en la capacidad de respuesta a cata uno de los macronutrientes. Por
otra parte, la explicacion de la mala eliminacion de la glucosa en los peces carnivoros todavia no
se comprende totalmente. Tales estudios mejoran nuestra comprension general del INS vy
moduladores conocidos de sefializacion de respuesta del INS en peCesy establecen correlaciones
de estas caracteristicas con la historia de vida de los organismos (Caruso’et al., 2011). Los peces
también poseen maltiples ARNm que codifican INS, cuya expresion varia“durante el curso del
desarrollo embrionario, asi como entre los tejidos de juveniles y adultosf Mientras que estos
patrones de expresion diferencial son sugestivos, requieren investigaciones.adicionales que
Ilevarse a cabo para evaluar las funciones fisioldgicas de las distintas isoformas yspara dilucidar

los mecanismos reguladores que subyacen en su expresion.
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Otrashormona que contribuye a la regulacion del metabolismo y crecimiento somatico es la
hormena del crecimiento (Fuentes et al., 2013; Vélez et al., 2015). Sin embargo, estudios
recientes” sugieren que GH extrapituitario juegan un papel importante en el crecimiento
temprano embrionario y la diferenciacion (Sanders y Harvey, 2008). Estos datos llevaron a dar
otra dimension‘de la accion de la GH en los vertebrados en el desarrollo temprano. Aunque la
expresion de GH sejha descrito ampliamente en euteleosteos, hasta ahora se conoce poco de GH
en la fisiologia peges, primitivos. Al revelar los mecanismos moleculares por los que la
sefializacion de GH e INS se modula tanto en forma endocrina, paracrina y autocrina, debido a
esto los fisidlogos tienen mayor precision al inferir los patrones de crecimiento de las
poblaciones de peces silvestres y optimizar las estrategias de cria de las poblaciones
domesticadas (Picha et al., 2008;.Beckman, 2011).

CONCLUSION

El uso de carbohidratos va a depender de-que la especie tenga la capacidad digestiva de poder
transformar este nutriente en glucosa asimilable para la obtencion de energia, y dependera de
que tipo de almidoén se usara para la €laboracion de dietas, ya que las estructuras moleculares de
almidénes como el almidén de papa, el clla posee“enlaces que a través del catabolismo son
dificiles de romper y por tanto, no son digeribles por elsorganismo, lo que se vera reflejado en un
aumento del canibalismo, en el caso de las larvas, y desnutricion en el caso de los juveniles, al
momento de obtener los nutrientes faltantes en las dietas proporcionadas. Sin embargo, al
modificar los nutrientes, particularmente los carbohidratos, segpuede compensar este balance
energetico para obtener el mismo efecto que con el uso de fuentes proteinicas, obteniendo un
efecto positivo en el crecimiento y supervivencia de los peces. En estevaspecto, la inclusion de
carbohidratos (almidon de maiz) en una mayor proporcion en peces carnivoros, ya sea en etapa
larval o juvenil es adecuado en el crecimiento de pejelagarto A. tropicus, al_igual que posee un
efecto fisiologico, ya que se manifiestan mayores actividades enzimaticas/ digestivas en
proteasas alcalinas, lipasas, amilasas y glucosidasas durante etapa larval 'y en juvenil,
relacionadas principalmente por el tipo de almidén que se este utilizando. Es asi qué nuestros
resultados permiten concluir que con la dieta formulada con una inclusion de 15% de

carbohidratos digeribles (almidon de maiz) en larvas y 23% en juveniles en sustitucion de la
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fibrasno digerible (celulosa) en juveniles de A. tropicus se pueden obtener un mayor crecimiento
y supervivencia, Yy a su vez disminuir el canibalismo que presenta esta especie. A su vez
promueve un incremento en las actividades enzimaticas digestivas, lo cual es un indicador de la
hidrolisis de-los alimentos y asimilacion de las biomoléculas a partir de la dieta proporcionada,
donde el almidén,de maiz puede ser la fuente principal de aporte de energia. Asimismo el uso de
almidon de papa ‘se puede implementar aumentando los niveles energéticos, modificando los
nutrientes para disminuir las proteinas presentes en las dietas y sustituyéndolo por carbohidratos
de origen vegetal de~donde obtendran energia los organismos, disminuyendo costos de
adquisicién de ingredientés proteinicos por nutrientes mas econdémicos. Cabe resaltar que con la
inclusion del almiddn, se puede eliminar al 100% el uso de Artemia, lo cual es costoso y

obteniendo una alta produccion.de’juveniles para su engorda en etapas posteriores.
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