UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA

DE TABASCO

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMACION NUTRIECIONAL CON ALTOS NIVELES DE CARBOHIDRATOS EN
PEJELAGARTO (Atractosteus tropicus)

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN'CIENCIAS AMBIENTALES

PRESENTA:

BIOL. SANDRA EDITH MARIN GONZALEZ

BAJO LA DIRECCION DE:

DRA. ROCIO GUERRERO ZARATE

VILLAHERMOSA, TABASCO, JUNIO 2025



Declaracién de Autoria y Originalidad

En la Ciudad/de Villahermosa, el dia 04 del mes de diciembre del afio 2024, el que
suscribe Sandra\Edith Marin Gonzélez alumna del Programa de Maestria en Ciencias
Ambientales  cop(y nimero de matricula 212G25001, adscrito a la
Division Académica«de-Ciencias Biolégicas, de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco, como autora'de la Tesis presentada para la obtencién del grado de Maestria y
titulada PROGRAMACION), NUTRICIONAL CON ALTOS NIVELES DE

CARBOHIDRATOS EN PEJELAGARTO (Atractosteus tropicus) dirigida por la Dra. Rocio
Guerrero Zarate.

DECLARO QUE:

La Tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los
derechos de propiedad industrial’/u otros,«de acuerdo con el ordenamiento juridico
vigente, en particular, la LEY FEDERAL DEL DERECHO DE AUTOR (Decreto por el que
se reforman y adicionan diversas disposiciones de'fa Ley Federal del Derecho de Autor
del 01 de Julio de 2020 regularizando y“aclarande’y armonizando las disposiciones

legales vigentes sobre la materia), en particular, las disposiciones referidas al derecho
de cita.

Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier reSponsabilidad que pudiera
derivarse de la autoria o falta de originalidad o contenido d€ la Tesis presentada de

conformidad con el ordenamiento juridico vigente.

Villahermosa, Tabasco a 04 de W

Sandra Edith Marin Gonzalez

Nombre y Firma



S U : i A%,
{ " | UNIVERSIDAD JUAREZ Sl Vi ~
I" o l] AGTONOMA DE TABASCO L&)

N— “l-"':l“l” EN LA DUDA. ACCION EN LA FE" }"g‘ v’fy,’)';}'

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIRECCION

DICIEMBRE 04 DE 2024

C. SANDRA EDITH MARIN GONZALEZ
PAS. DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS AMBIENTALES
PRESENTE

En virtud de haber cumplido con lo establecido en los Arts. 80 al 85
del Cap. III del Reglafhento de titulacion de esta Universidad, tengo
a bien comunicarle que~)Se le autoriza la impresion de su
Trabajo Recepcional, en?la*,Modalidad de Tesis de Maestria en
Ciencias Ambientales titulade?YPROGRAMACION NUTRICIONAL
CON ALTOS NIVELES \ DE CARBOHIDRATOS EN
PEJELAGARTO (Atractostels tropicus)’, asesorado por la Dra.
Rocio Guerrero Zarates/sobre el-cwal sustentaréd su Examen de
Grado, cuyo jurado intedrado por la'Dra. Susana Camarillo Coop, Dr.
Rafael Martinez Garcia, DréRocio Guerrero Zarate, Dr. Luis Daniel
Jiménez Martinez y Dra. Guadalupe Herfnandez Piedra.

Por lo cual puede proceder a cgnaluir cop'les tramites finales para
fijar la fecha de examen.

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE

ESTUDIO EN LA DUDA: ACCION EN FAFE W},-‘;{f;};'-w;\
/"' W LS AL ,Jl A

DE CiEk

DR. ARTURO GARRIDO MORA
DIRECTOR

C.c.p.- Expediente del Alumno. DIRBC G0N
C.c.p.- Archivo

KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
““‘;]‘}': 10 ‘1(\1 : Fel. (993) 358-13500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dachiolicujat.mx
ersidades "
exICanas Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques

WWW. ujat.mx



6 . Carta de Cesion de Derechos

®/‘ Villahermosa, Tabasco a 04 de diciembre del 2024.
Por medio d&Sg esente manifestamos haber colaborado como AUTOR(A) y/o
AUTORES(RAS) produccién, creacion y/o realizacién de la obra denominada
PROGRAMACION ICIONAL CON ALTOS NIVELES DE CARBOHIDRATOS EN

PEJELAGARTO (Atrac@ms tropicus).

Con fundamento en el am'cfﬂ/ de la Ley Federal del Derecho de Autor y toda vez que,

Universidad Juarez Auténoma

la creacion y/o realizacion de antes mencionada se realizé bajo la comisién de la
basco; entendemos y aceptamos el alcance del

articulo en mencion, de que tenem@l derecho al reconocimiento como autores de la

obra, y la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco mantendré en un 100% la titularidad

de los derechos patrimonial or_un o de 20 afios sobre la obra en la que
colaboramos, por lo anterior, ce s-el ho patrimonial exclusivo en favor de la
Universidad. + ((

L' -

s X

S
i Dra. Rogi errerp Zarate
NOMBRE ALUMNA NOM IRECTORA
TESTIGOS ® )\

Dra. Susana Camarillo Coop Dra. Guadalupe Hernand

2/

-

Nombre testigo 1




WERSIDAD JUAREZ r( ’f
E SNOMA DE TABASCO

- ( y v
- CION EN LA FE" \\)

I)I\ ISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

d\ DIRECCION

O Villahermosa, Tabasco a 03 de diciembre de 2024
C. SANDRA EDITH GONZALEZ
EGRESADA DE LA MAE A EN CIENCIAS AMBIENTALES

PRESENTE

Posgrado, se implemento la r n de los trabajos recepcionales (tesis), a traves de la
plataforma Turnitin iThenticate p itar el plagio e incrementar la calidad en los procesos
académicos y de investigacion en Division Académica. Esta revision se realizd en
correspondencia con el Cédigo de Et d; la Universidad, el Reglamento General de Estudios

En cumplimiento de los linea Qg s.de la Universidad, y por instrucciones de la Direccion de

de Posgrado, el Cddigo Institucional ca para la Investigacion y con los requerimientos
para los posgrados en el SNP-C HCyT.

'entoi bservaciones y el reporte de originalidad de
de fo r y enriquecer el programa de posgrado,
la platafefma iThenticate, obteniendo el reporte de

yon | Téntes sugerencias y recomendaciones
is del ecto de investigacion: Programacion

Por este conducto, hago de su ¢

su documento de tesis. Con el obj
se realizo la revision del document
originalidad, el indice de similitud y se
para dar seguimiento en el documento

nutricional con altos niveles de hidratos) en pejelagarto (Atractosteus
tropicus). O
OBSERVACIONES:

1. El indice de similitud obtenido fue de 08%, el cu bica dentro del estandar
de tolerancia de acuerdo a las Politicas y Lineamientos par S0 y manejo del Software
Antiplagio de la UJAT. Se demuestra el nivel de originalida | documento y de la
investigacion.

en las secciones de Introduccion, justificacion y métodos, principalm . Lo anterior
no demerita el documento de tesis, pero se recomienda a la sustentétes y su directora
de tesis revisar las oraciones identificadas con similitud y ajustarlas daccion

propia en la medida de lo posible, e incluir las citas y referencias pertin onforme
al formato APA vigente.

2. Aun gue el indice de similitud obtenido indica coincidencias, est@se r:fieren a frases

3. Se adjunta el informe de originalidad de la tesis obtenido a trav
herramienta Turnitin iThenticate.

KM O 5 CARR VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA O
""]“:“f*:'\\ll‘\l‘““\ FCl (993) 338-1500 1xt. 6400y 6101, e-mail:dircccion dachiol @ ujatms

4
MU Usar papel reciclado cconomiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques



L omorcio de

LA

VERSIDAD JUAREZ
A ﬁNOMA DE TABASCO

©

"['Q]Uh@ LA DUDA ACCION [EN LA FE"

BLVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
/‘ DIRECCION

X

4. Finalmente, se 5 ita a la C. Sandra Edith Marin Gonzalez, integrar en la version final
do

de tesis, este ofici forme de originalidad con el porcentaje de simil_itud de Turnitin
iThenticate de ac con lo sefalade en los Lineamientos institucionales para la
elaboracion de tesis de)dg

sgrado.
Sin otro particular al cual referi &xovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.

©
AMENTE

; : o ST,
ESTUD N LA DUDA, ACCION EN LA FEG,.V,,S&&MMA F
oE ClERGIAS vt OCICHS

CCP Archivo O

KM O 5 CARR VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
ncersiades Tel (993) 358-1500 Ext. 6100y 6101, c-mail dircccion dachiol « ujat.ma
ot 4 kn'\:\'l.;n“l\ Usar papel reci gia, evita iony d

pilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques

.



ramacion nutricional con altos niveles de carbohidratos
e elagarto (Atractosteus tropicus)
INFORM&RIGINALIDAD

% .
iNDICE DE SlMILITUD/

FUENTES PRIMARIAS :@

0
565 palabras — 5 /0

0
209 palabras — 2 /0

46 palabras — < 1 %

15 palabras — < 1 %



Dedicatoria

A Dios mi principal fortaleza y guia

en este caminar.

A mis padres Carlos y Edith por su.apoyo

Incondicional.

Con amor para mi esposo Héctor
y nuestros hijos Esteban y Alice, por acompafarme

y ser parte de este logro.



Agradecimientos

Principalmente_a mi Dios por acompafiarme y bendecirme con su fuerza, su sabiduria,

favor y gracia para permitirme concluir la maestria y continuar en este camino.

A la Dra. Rocio Guerrero Zarate por la oportunidad y su confianza de realizar este
proyecto bajo su direccion, por sus ensefianzas, paciencia y tiempo, agradezco sus
consejos y exhortaciones,’ de igual manera al Dr. Ronald por brindarme su apoyo y

compartir sus conocimientos.€n el cuidado y realizacion del experimento.

A todos los Doctores que fueron parte de mi comité tutorial y Doctores revisores de mi
tesis y profesores de la maestria,(por sus consejos, observaciones y palabras de &animo.

Al Consejo Nacional De Humanidades,)Ciencias Y Tecnologias (CONAHCYT), por la

beca otorgada.

Al Laboratorio de Fisiologia en Reeursos Acuaticos (LAFIRA) por permitirme trabajar en

ély por el gran apoyo de mis amigos César y 'Graciela.

A mis padres por siempre creer en mi Y motivarmesa seguir adelante, pero sobre todo

por su amor y dedicacion constante para apeyarnos en'todo tiempo.

A mi amado Héctor, por tu gran apoyo y comprension en‘este tiempo en casa y con los

nifos, por cuidarme y preocuparte por mi. jTe amo!

Finalmente agradezco a mis hijos Esteban y Alice, que a pesar de-ser pequefios me han
comprendido por algunos momentos de ausencia en este tiempo‘y/que con su ternura y

amor también me demuestran su apoyo. jLos amo!



Indice dé contenido

1 PROGRAMACION NUTRICIONAL CON ALTOS NIVELES DE CARBOHIDRATOS
EN PEJEEAGARTO (AtracCtOStEUS trOPICUS) ..evvvvvrriiiieeeeeeeeeeeiiiiise e e e e e eeeeeteiine e e e e e e eeeenees 1
11 RESUIMIEN. ... e e e e e e e e e e e e e e ennans 1
O N € 1 1 - Yo 2
P2 [ 11 (0T [ Ttod o] o O 3
G Y= U oo T =T 0] T o TR 5
3.1 AraCtOSIEUS tTORICUS ..vvueiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e 5
3.2 NULTICION e e 6
3.3 Uso de carbohidratos en dietas de PECES........cooovvveeeiiiieeeeeeee e 7
3.4  Programacion NULricioNalen PECES........cccivviiiiiiiiii e 8
4 JUSHFICACION oo 11
5 Pregunta de iNVESHIGACION .......oe s iiiiiiiiie e eee e e e e e et e e e e e e e e e 12
N o 110 (=S 1 ST 12
T O ] o =11V 0 F e TP 13
7.1 ODJEtiVO QENETAL......uuiiiii e bbb 13
7.2 Objetivos eSpecifiCOS .........b i e e 13
8  Metodologia........cccvveveeeeiieiiii e e 14
8.1  Organismos experimentales ...... 0. oo b 14
8.2  Dietas experimentales ... i, 15
8.3  Disefio eXPeriMental ........ccoooeiiiiiiiiiiiiiee e e 16
8.4  Pardmetros bioquimicos plasmatiCos ............ceeuiesfme N, 17
8.5 Actividad de enzimas digeSHIVAS ........ccevieiieiiieeee et 18
8.6  Analisis de actividad de enzimas metabolicas ................& oo, 18
8.7  Analisis de expreSion geN@tiCa. .......cccoevviiiiiiiiiiiieeee e e 20
8.8 Analisis estadiStiCOS...........cooeeeeeeiiii e 20
O RESUIAUOS......ceeeieiiie et e e e e e e e e e e e e e e e eeeesnnnn e i e afie e e annnas 21
9.1  Crecimiento y factor de condiCiON .............ccoovviiiiiiiiiie e o T, 21
9.2  Actividad de enzimas digestiVas ..........ccccuviiieiiiiiiiieeiiiiieeeeeiieeeeeniee e a e b 22
9.3 Niveles de metabolitos en plasma ...........ccoooeviiiiiiiiiiiii e e 23
9.4  Actividad de enzimas y expresion genes metabOliCos...........ccceeeeeeeriiiiiiinnn i 23
10 3 o U £ [0 o 25



11 CONCIUSION Y FECOMENUACIONES ......eiiiieeeeeeiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeebeeeeeeeeeas 33
12 RETErencCias CItadas .........coovviiiiiiiiii e 34

indice de tablas

Tabla 1. Ingredientes,y composicion proximal de las dietas experimentales ................ 15
Tabla 2. Secuencia de oligonucleotidos usados en A. trOpPICUS........ccveeeeeeevveiiiiiineeeenn. 20

Tabla 3. Factor de condiCion, peso y longitud en larvas de A. tropicus alimentadas con
las dietas experimentaleS. €D Y PrD.......ccooooiiiiiiiiiie e 21

Tabla 4. Factor de condiciony peso y longitud en juveniles de A. tropicus alimentados
con la dieta reto por 7 dias y después de 5 horas de ayuno. ..........cccccceeeeeeeeeeeeeeeninnnnnn. 22

Tabla 5. Actividad de enzimas digestivas en juveniles de A. tropicus alimentados con la
dieta reto por 7 dias y después dé 5-/horas de ayuno. ........cccoeeeevvviiiiiiiiiiiie e e, 23

Tabla 6. Pardmetros bioquimicos en plasma de A. tropicus alimentados con la dieta
reto por 7 dias y después de 5 horas e’ ayuno. .........cooouvviiiiiiieeeieeeiciie e, 23

Tabla 7. Actividad de enzimas metabdlicas de A. tropicus juveniles alimentados con la
dieta reto por 7 dias y después de/5 horasTde Ayuno. .......cccoeeeeeeieeieiiiiiiiiee e, 24

indice de figuras

Figura 1. Esquema de disefio experimental ............f. b 17

Figura 2. Expresion relativa de genes clave enfla regulacién del gluconeogénesis. A)
Fosfoenol Piruvatocarboxiquinasa (pck), b) fructosa bifosfatasa (fbp). Medias + DE,
N S 24






PROGRAMACION NUTRICIONAL CON ALTOS NIVELES DE CARBOHIDRATOS EN
PEJELAGARTO (Atractosteus tropicus)

1.1 Resumen

La programacion ‘autricional se ha convertido en un area de mucha importancia y
relevancia cientifica, donde se ha demostrado en algunos peces un desarrollo evidente
en la plasticidad por el condicionamiento nutricional en sus etapas tempranas de vida. A
tropicus es un pez carnivor@, con facultad de adaptacién al consumo de alimento con
ingredientes alternativos por le"gue es un modelo ideal para estudios de programacion
nutricional. Este proyecto tuvo”como objetivo determinar el efecto de un estimulo
nutricional alto en carbohidratos aplicado en la etapa larval sobre el metabolismo de la
glucosa en la etapa juvenil, analizande su quimica sanguinea, actividad de enzimas
digestivas, actividad de enzimas_metabdlicas y la expresion de genes clave en la
glucogénesis. Se consideraron dos-fases. Enyda primera, las larvas de pejelagarto fueron
alimentadas con una dieta control (DC) y unardieta de programacion (DPr) por tres
tiempos de administracion diferentes 5, 9.y 13"dias; terminado ese tiempo, los peces
continuaron con una dieta de crecimiento; hasta aleanzar su etapa de juvenil (aprox. 4
meses). Posteriormente, los individuos fueron alimentados con una dieta reto (ChD)
durante 7 dias. Los resultados muestran que el estimulo_temprano con carbohidratos
(maltodextrina) pueden causar un efecto que permanece hasta\la etapa de juvenil en el
pejelagarto observado en el mayor peso y longitud de los peces_juveniles provenientes
de los 9 y 13 dias de exposicion a la dieta de programacion, asi €0mo en el incremento
en la actividad de las enzimas digestivas proteasas y lipasas y la  modificacion de los

niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol.

Palabras clave: pejelagarto; maltodextrina; programacion nutricional; gluconeogénesis.



1.2 AbSstract

Nutritional programming has become an area of importance and scientific relevance,
where it has been demonstrated in some fishes an evident development in plasticity due
to nutritional conditioning in their early life stages. A. tropicus is a carnivorous fish, with
the ability to adapt te'the consumption of food with alternative components, making it an
ideal model for nutritional programming studies. The aim of this project was to determine
the effect of nutritional stimulus high in carbohydrates in the larval stage on glucose
metabolism in the juvenile stage, analyzing its blood chemistry, activity of digestive
enzymes and carbohydrate metabolism and expression of key genes in glycogenesis.
Two phases were considered. In‘the first phase, the larvae were fed with a control diet
(CD) and a programming diet (PrD) forthree different administration times: 5, 9 and 13
days, after which they continued with asgrowth diet until they reached the juvenile stage
(approximately 4 months). Subsequently, the-<individuals were fed a challenge diet (ChD)
for 7 days. The results show that early.stimulation with carbohydrates (maltodextrin) can
cause an effect that remains until the_juvenile stage in tropical gar due to the greater
weight and length of the juvenile fish rom the. 9 and 13 days of exposure to the
programming diet, as well as the increase in/the activity of digestive protease and lipase

enzymes and the modification of glucose, triglycerides and«cholesterol levels.

Keywords: tropical gar; maltodextrin; nutritional programmings; gluconeogenesis.



2 Introduccidon

La alimentacCion tiene una relevancia econdémica en acuicultura, por ello optimizar el uso
de nutrientes puede reducir su costo y promover un rapido crecimiento en la mayoria de
los peces cultivados. El uso de carbohidratos en las dietas provee de energia utilizable,
mejorando el aprovechamiento de proteinas y lipidos dietéticos particularmente en peces
herbivoros y omnivoros.”De esa manera, los lipidos y proteinas se canalizan para
proporcionar aminoacidos'y acidos grasos indispensables para un favorable crecimiento
y condiciones de salud (Fang et al., 2014; Gong et al., 2015; Guerrero-Zéarate et al.,
2019).

El uso de los hidratos de carbonoyren la alimentacion es la forma menos costosa de
obtener energia para el hombre y animales domésticos, por otra parte, el metabolismo y
su regulacién en peces es poco conocide: Pero es importante mencionar que algunas
especies de peces tienen una tasa de crecimiento reducida al implementar dietas sin
carbohidratos (Wilson 1994).

La programacion nutricional, ha sido ampliameénte estudiada en mamiferos como
modelos para la comprension de enfermedades com© el sindrome metabdlico o diabetes
(Rocha et al. 2016a). En los ultimos afios, el'eoncepto de programacion nutricional atrae
cada vez la mas atencién en acuicultura, puntualmente en el contexto de las
sustituciones de harina de pescado por ingredientes alternativos y mas particularmente
por carbohidratos (Hu et al. 2018).

Se ha demostrado en estudios previos, que los peces exhiben una gran plasticidad
durante sus etapas tempranas de vida ante estimulos ambientales, déntro del que se
encuentran los factores nutricionales (Fang et al. 2014; Gong et al. 2015;"Rocha et al.
2016b; Liang et al. 2017). Por lo cual se ha propuesto que la programacion_nutricional
temprana es una forma de modificar las respuestas del metabolismo durante(la vida
posterior, entonces la alta ingesta de carbohidratos durante el inicio de la alimentacion
puede alterar la regulacion de las rutas metabdlicas en la vida posterior, esto se~<ha

demostrado en especies como el esturion siberiano (Gong et al. 2015; Liang et al. 2017).
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En cuanto a las investigaciones acerca de la programacion del metabolismo por
carbohidratos la mayoria se han enfocado en peces teledsteos, y de entre los peces
ancestrales solo se ha investigado a los esturiones. Mientras que en los lepisosteidos ha
sido poco estudiada la forma en que la programacion nutricional pudiera regular su
metabolismo Guerrero-Zarate et al. (2019, 2021) realizaron un estudio en el pejelagarto
donde se utiliz6 almidon de maiz en dietas para la etapa larval, los resultados muestran
qgue la concentraciénsde carbohidratos y lipidos en la dieta suministrada en etapas
tempranas de vida del pejelagarto modifico de manera permanente las concentraciones

de glucosa y triglicéridos en lasetapa juvenil.

En este sentido, el pejelagartos(Atractosteus tropicus) es una especie dulceacuicola
nativa de importancia econdomica.y; cultural, es un pez carnivoro que tiene un gran
potencial en acuicultura, pero su cultivo se ha visto limitado por algunos factores, uno de
ellos, la produccién de alimentos especificos para la especie en la etapa larvaria (Frias-
Quintana et al. 2010).

En México se encuentran dos especies)de Lepisosteidos: el catan (Atractosteus spatula)
que se distribuye por el Golfo de México-desde Flarida, Estados Unidos hasta Veracruz,
México y el pejelagarto (Atractosteus tropicus) que.habita en el Sureste de México y
Centro América (Miller et al. 2009).

Un estudio realizado en Lepisosteus oculatus reveld la importancia de esta familia tras
secuenciar su genoma, como un organismo modelo para investigaciones en fisiologia y
genética, esto debido a que no experimentaron la duplicacion total de su genoma, que
es comun a los teledsteos, (Ts3R) y a que conservan genes“onhologos de las
duplicaciones VGD1 y VGD2; que fueron reciprocamente perdidos en los tetrapodos y
teledsteos (Braasch et al. 2016).

Por ello, los lepisosteidos como A. tropicus, constituyen un modelo ideal para los estudios
de programacion nutricional, por lo que este proyecto pretende determinar el€fecto de
un estimulo nutricional alto en carbohidratos en la etapa larval sobre el metabolismo de
la glucosa en la etapa juvenil. Para tal fin, se consideraron dos fases. La primera, donde

las larvas de pejelagarto fueron alimentadas con una dieta control (DC) y una dieta‘de



programacion (DPr) por tres tiempos de administracion diferentes y terminado ese
tiempo;~Continuaron con una dieta de crecimiento, hasta que alcanzaron su etapa de
juvenil (aprox: 4 meses). Posteriormente, los individuos fueron alimentados con una dieta
reto alta en «arbohidratos (ChD) durante 7 dias. Al cabo de esta segunda etapa, se
evaluaron los niveles de quimica sanguinea, actividad de enzimas digestivas (proteasas
acidas y alcalinas, lipasas y amilasas), actividad de enzimas metabdlicas (HK, GK,
FBPase, PK y PEPCK)y expresion de genes clave en la glucogénesis (pck, fop y gép).

Siendo asi uno de los primeros estudios de programacion nutricional en lepisosteidos.

3 Marco Teorico

3.1 Atractosteus tropicus

Los lepisosteidos o gars como se les’conoce, han habitado la Tierra desde la era
mesozoica, se han registrado fosiles en Europa, Asia y Ameérica, actualmente solo en
Ameérica existen especies vivientes~{Arias-Rodriguez et al. 2009). Sin embargo, se ha
detectado que los volumenes de (captura sesredujeron como consecuencia de la
desaparicion de zonas de desove, contaminacion, pesca indiscriminada, entre otros
(Méndez-Marin et al. 2012).

La familia Lepisosteidae comprende siete especies, elasificadas en dos géneros:
Lepisosteus y Atractosteus (Wright et al. 2012). México cuenta_ con dos especies una es
el catan (Atractosteus spatula) que se distribuye por el Golfo;de México desde Florida,
Estados Unidos hasta Veracruz, México, la otra es el pejelagarto_(Atractosteus tropicus)

gue pertenece al Sureste mexicano y Centro América (Miller et al.\2009).

En México la acuicultura tiene un gran potencial en las especies nativas, entre ellas el
pejelagarto. El pejelagarto (Atractosteus tropicus) es una especie dulceacuicola con
importancia econdémica y cultural. Es un pez carnivoro (Reséndez y ‘Salvadores
1983)pero se ha demostrado que admite en sus dietas ingredientes como subproductos
animales y vegetales (Frias-Quintana et al. 2010; Guerrero-Zarate et al. 2024). Su

produccion pesquera llego a alcanzar las 300 toneladas al afio pero esta ha ido



disminuyendo afio tras afio, por otro lado la produccién a escala comercial se ha visto
limitada“por factores como, un rendimiento constante en la produccion de huevos y la

produccién’ de‘juveniles de buena calidad(Frias-Quintana et al. 2017).

En Tabasco, México el pejelagarto (A. tropicus) tiene una importancia sociocultural muy
grande. Por ello'sechan realizado varias investigaciones para conocer la biologia de la
especie y desarrollarlas condiciones necesarias para su cultivo, sin embargo, hay varios
aspectos de su fisiologia que aun no han sido estudiados, lo mismo sucede con el resto

de las especies de la familiaLepisosteidae.

3.2 Nutricién

En el area de la alimentacién y nutri€idn, investigaciones realizadas en A. tropicus lo han
catalogado como carnivoro, con una facultad de adaptacion al consumo de alimento con

componentes alternativos(Frias-Quintanaet al. 2010); (Guerrero-Zarate et al. 2014a).

En este punto se ha trabajado en.mejorar Ja_supervivencia en larvas al implementar
presas vivas durante los primeros dias‘de vida parardisminuir la mortalidad, sin embargo,
al proporcionar dietas balanceadas enslos dias Jposteriores se ha observado un
comportamiento de canibalismo en una parte.de la‘poblacion y en la otra parte rechazo
al alimento artificial al iniciar el periodo de deshabituacion.al alimento vivo(Frias-Quintana
et al. 2010, 2017; Saenz de Rodrigéfiez et al. 2018).

Asi mismo, el uso de alimento vivo ayuda a obtener una mejor tasa de supervivencia y
de crecimiento en la etapa larval, aunque esto conlleva desventajas como un elevado
costo en su produccion, de ahi la importancia de crear alternativas que ayuden a reducir
el uso de alimento vivo durante la etapa larval(Frias-Quintana et al#2017; Saenz de
Rodrigafiez et al. 2018). Por ello, se busca el mejoramiento constante engda.€laboraciéon
de alimentos especificos con los requerimientos nutricionales necesarios, tanta para la
etapa larval como para las otras etapas de desarrollo, contribuyendo asi a mejorar el
crecimiento y supervivencia (Frias-Quintana et al. 2010, 2017; Guerrero-Zarate_et al.
2014; Saenz de Rodrigafiez et al. 2018).



Un reciente analisis sobre el costo-beneficio en la produccion de juveniles de A. tropicus
comparando diversas estrategias de alimentacion, durante la etapa larval, dio como
resultado «que ‘una dieta experimental con almidon de maiz y un destete gradual con
nauplios de Artemia sp. es la mejor opcion en cuanto a costo-beneficio, sin embargo, los
autores sugieren _eontinuar con estudios experimentales para mejorar la técnica de

produccion (Alvarez-Gonzélez et al. 2021).

3.3 Uso de carbohidratos en dietas de peces

Los estudios realizados en peces teledsteos han demostrado que de manera general son
intolerantes a la glucosa, este término clinico usado en mamiferos se refiere a que una
carga de glucosa causa una chiperglucemia persistente. En los teledsteos esta
hiperglucemia puede coincidir con na. hiperinsulinemia transitoria, las investigaciones
sugieren que es el estimulo de glucosa la causa principal de la hiperglucemia, ya que
aunque la insulina plasmatica es elévada en relacion con los mamiferos no es adecuado
explicar la hiperglucemia persistente-en los peces basado en los niveles fijados para otra

especie (Moon 2001).

Asi mismo, en una investigacion realizada epnel lenguado senegalés (Solea
senegalensis) se observd una respuesta metabdlica favorable, ya que los niveles de
glucégeno en el higado se redujeron notablemente en los peces hipoglucémicos, lo que
permite para esta especie la implementacion de carbohidratos en sus dietas debido a
gue tienen la capacidad de restablecer la homeostasis de la glucosa regulando las rutas
metabolicas implicadas en la utilizacion de los carbohidratos-,e0mo respuesta ante
diferentes condiciones glucémicas, siendo asi los carbohidratos una de, las fuentes de
energia no proteica utiles para la formulacién de sus dietas, no obstante, como se he
demostrado en otras especies, hay que considerar que existe un nivel” de inclusion

maximo (Conde-Sieira et al. 2015).

En el pejelagarto (Atractosteus tropicus) se realizo un estudio con el objetivo de sustituir
las proteinas por carbohidratos en las dietas para la especie. Para ello, se llevé a cabo

un experimento con tres dietas con diferentes concentraciones de almidon de papa al



tiempa.que se reducia el contenido de proteina. Los resultados obtenidos mostraron que
la dieta”Con mayor porcentaje de almidon propicié un aumento en el crecimiento, la
supervivenCia 'y promoviéo un aumento en la actividad de enzimas digestivas, de igual
manera aminerd el canibalismo que usualmente se presenta en las larvas (Frias-
Quintana et al."2017).

Para el 2019 se evaluaron las proporciones de carbohidratos/lipidos en el crecimiento y
respuesta metabdlica‘en juveniles de A. tropicus, para ello se elaboraron 5 dietas con
niveles diferentes en carbohidratos/lipidos. Se observdé que no se ve afectada la
supervivencia, los indices de crecimiento y la glucosa plasmatica en los tratamientos
(CHOI/L, 0.75, 1.28, 2.10, 2.52,4.63). Los autores concluyen que el pejelagarto desarrolla
una capacidad de metabolizar considerablemente la glucosa con la adicion de una
proporcién de CHO/L de 2.10 (Guerrere-Zarate et al. 2019b).

3.4 Programacion nutricional en peces

La programacion nutricional, se estudia ampliamente en mamiferos modelo para la
comprensiéon de enfermedades como €l sindrome ymetabdlico o la diabetes (Rocha et al.
2016a). En los ultimos afios, el conceptorde programacion metabdlica atrae cada vez
mas la atencién en acuicultura, puntualmente en el gontexto de las sustituciones de
harina de pescado por ingredientes alternativos y particalarmente en los carbohidratos
(Hu et al. 2018).

Se ha demostrado en estudios, que los peces exhiben un desarrollo evidente en la
plasticidad para el condicionamiento nutricional en sus etapas tempranas de vida (Fang
et al. 2014; Gong et al. 2015). Es por ello que se ha sugerido que_la programacion
nutricional puede ser una forma de modificar las respuestas del metabolismo_.y que una
alta ingesta de carbohidratos durante etapas tempranas de desarrollo pueden alterar la
regulacion del metabolismo de carbohidratos en la vida posterior, esto se ha demestrado

en especies como el esturion siberiano (Gong et al. 2015; Liang et al. 2017).

En el 2014 se realizé un estudio en el pez cebra (Dario rerio) para determinar Jos

probables efectos en el metabolismo mediante la programacién nutricional con dietas
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altas ep’carbohidratos, durante cuatro fases ontogénicas. Como resultado se obtuvo que
los estimulos con carbohidratos beneficiaron el peso corporal en la primera alimentacion
a corto plazoglas dietas produjeron una reduccion en los niveles de glucosa en los peces
adultos, en «cuanto a la expresion de genes fue regulada diferencialmente por la
programacion ‘temprana. Este estudio indica que es posible cambiar las funciones
fisiologicas a larga plazo por medio de una programacion nutricional temprana (Fang et
al. 2014).

De igual manera para la tracha arcoiris, se muestran datos donde un corto estimulo
hiperglicido-hipoprotéico en la primera alimentacion, puede tener un efecto a largo plazo
en la expresion de genes invalucrados en el uso de la glucosa en el musculo, como
también en la microbiota. Sin embargo, se menciona que no produjo un efecto positivo

metabdlico a largo plazo (Geurden et ak,2014) .

Otro estudio realizado en peces gebra*(Danio rerio), tenian como objetivo valorar el
efecto a largo plazo de una inyeccién-de glucesa en el saco vitelino (estimulo temprano)
sobre el metabolismo de carbohidratosy expresion génica, se determind que la inyeccion
temprana redujo el contenido de glucosa enrel tejidoyvisceral de los peces. Ademas, los
autores describieron que la fase embrionaria‘tardia €S un periodo de elevada plasticidad

genética en esta especie (Rocha et al. 2015).

En Sparus aurata se realizé un estudio de programacion_nutricional por medio de la
alimentacion de las larvas con un alto contenido de glucosa, evaluandose los efectos en
el metabolismo. Se encontré que los peces toleraron el estimulo.en la etapa larval sin
afectar su crecimiento y supervivencia. Durante esta fase, los estimulos con glucosa
provocaron respuestas a nivel molecular, sin embargo, estas se perdierona lo largo del
tiempo. Por ellos los autores sugirieron realizar nuevas investigaciones probando que los
estimulos constantes puedan fijar el efecto de los carbohidratos hasta la‘etapa adulta
(Rocha et al. 2016b).

Conclusiones semejantes fueron planteadas por Zambonino-Infante et al. (2019) quienes

sugieren que el condicionamiento nutricional podria no ser permanente y tender a



desaparecer con el tiempo. Por lo tanto, las estrategias de condicionamiento nutricional
de las larvas de peces marinos deberian tener este aspecto y considerar la aplicacion de

un condicienamiento regular, para evaluar si se logra la estabilizacion del fenotipo.

Por otro lado, emrun estudio realizado en salmones (salmoén salar) diploides y triploides,
se evaluaron lossefectos de la programacion nutricional sobre el metabolismo hepatico
para encontrar dafiossmetabdlicos y su asociacion con la ploidia. Se encontrdé que la
relacion entre dieta y_ploidia tuvo impacto en el transcriptoma hepatico del salmon,
alterando la expresion ‘de” genes involucrados en procesos metabodlicos, ademas, se
observo la posibilidad de programar al salmon triploide mas que al salmén diploide, ya
que sus requerimientos nutricionales varian (Vera et al. 2017).

El primer estudio sobre programacionenutricional en pejelagarto muestra que la dosis de
carbohidratos (22%CHO) en la dieta\del pejelagarto en la etapa larval modifica la
concentracion de glucosa vy triglicéridos, en los peces juveniles en comparacién con el
grupo de peces alimentados a‘una.menor,dosis de carbohidratos y después de ser
sometidos a una prueba de tolerancia‘de glucasa,.sugiriendo una probable programacion

nutricional mejorando asi la utilizacion-de-carbohidratos (Guerrero et al., 2021).
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4 Justificacion

El presente_estudio de programacion nutricional temprana mediante una dieta alta en
carbohidratos=da la oportunidad de conocer el efecto prolongado de un estimulo
nutricional aplicade.durante diferentes periodos de tiempo del desarrollo larvario sobre el
metabolismo del pejelagarto (A. tropicus). Para ello la evaluacién de variables como
parametros de bioguimica sanguinea, actividad de enzimas digestivas, actividad de
enzimas clave en la regulacion del metabolismo intermediario que pueden estar
implicadas en la utilizacion“de la glucosa y la expresion de genes clave en la
glucogénesis, esto debido a que’se ha sefialado que algunas de peces carnivoros, como
la trucha, no son eficientes en regular.esta ruta metabdlica, siendo una posible causa de
la hiperglicemia posprandial. Asi mismQ, el hecho de realizar los estudios en una especie
de la familia Lepisosteidae brinda la posibilidad de estudiar la expresion de estos genes
sin los efectos de la sub y neo funcionalizacibn que precede a las duplicaciones
gendmicas, lo que puede interferir diferencCialmente en la regulacién genética, tal como

se ha descrito recientemente para la’enzima gluconeogénica G6Pasa en la trucha.

Por ello la informacion obtenida en este estudio sera.de gran importancia, en primer lugar,
para comprobar la existencia de un efectoa“largo plazo del estimulo nutricional y en
segundo lugar para evaluar el efecto del tiempo de exposiecion a las dietas revelando la
ventana critica de tiempo en el que los organismos presentan mayor plasticidad y
susceptibilidad ante estimulos nutricionales. Esta informacién‘se suma a las escasas
investigaciones sobre la programacién nutricional en peces Yy el.eonocimiento de la
regulacion del metabolismo energético en el pejelagarto, lo que no solo puede aplicarse
en las investigaciones de optimizacion de dietas para peces, sino también en estudios
biomédicos relacionados con programacion nutricional o en estudios™acerca de la

plasticidad metabdlica en peces ancestrales.
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5 Pregunta de investigacion

¢El estimule® nutricional mediante altos niveles de maltodextrina durante diferentes
periodos de‘tiempo en la etapa larval en el pejelagarto Atractosteus tropicus, puede
producir un efecte. en la quimica sanguinea, actividad de enzimas digestivas y
metabdlicas y en lajregulacion de la expresion de genes clave en la glucogénesis que

permanezca hasta la gtapa juvenil?

6 Hipotesis

Si se sabe que dietas con altos niveles de almidén en larvas de pejelagarto pueden
producir un efecto en la quimica sanguinea en la etapa juvenil entonces la maltodextrina
puede producir un efecto de programacion nutricional que permanezca hasta la etapa

juvenil regulando de manera favorable su metabolismo y expresion de genes.
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7 Objetivos

7.1 Objetivo general

Determinar si un, estimulo nutricional aplicado en la etapa larval produce un efecto en la
utilizacion de carbohidratos durante la etapa juvenil en el pejelagarto Atractosteus

tropicus.

7.2 Objetivos especifices

e Examinar los perfiles de guimica sanguinea de pejelagartos juveniles sometidos
a una dieta alta en carbohidratos (ChD) y previamente tratados con las dietas
experimentales (DC, DPr).

e Analizar la actividad de enzimas, digestivas (proteasas acidas y alcalinas, lipasas
y amilasa) en pejelagartos juveniles sometidos a una dieta alta en carbohidratos
(ChD) y previamente tratados con las:dietas experimentales (DC, DPr).

e Determinar la actividad de enzimas del'metabolismo de carbohidratos (HK, GK,
FBPase, PK, PEPCK y G6PDH)-en pejelagartos juveniles sometidos a una dieta
alta en carbohidratos (ChD) y previamente tratados con las dietas experimentales
(DC, DPr).

e Comparar la expresion de genes clave en la glueogénesis (pck, fop y gép) en
juveniles de pejelagartos sometidos a una dieta alta”en carbohidratos (ChD) y

previamente tratados con las dietas experimentales (D€, DPr).
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8 Metodologia

8.1 Organismos experimentales

Las larvas de “A«“tropicus se obtuvieron a partir del lote de los reproductores del
Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division Académica de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, México. El desove fue inducido con una
hembra de A. tropicus (2.8Kg) y seis machos con un peso promedio de (1.5kg), mediante
una inyeccién intraperitoneal con la hormona GnRH (0.35 pg / Kg de peso). Los
reproductores se colocaron en‘un estanque de 9000L con un sustrato artificial para la
adherencia de los huevos, posterior. al desove se separé a los reproductores para
mantener solos a los huevos hasta‘su‘eclosion. Para la primera etapa del bioensayo, una
vez que las larvas comenzaron a nhadanrlibremente (3 dias después de la eclosion, dph),
se transfirieron a tanques conicos de 10\itros con un sistema de recirculacion, utilizando
un total de 150 peces por unidad experimentall Una vez que se dio la apertura de la boca
a los 4 dph, se inici6 la alimentacion(exégena’

En la segunda etapa los peces fueron transferidos a tanques circulares de 70 litros en un
sistema de recirculacion con filtracion mecanica 'y biolégica. El sistema contd con
temperatura controlada (28.58+1.52°C), el pH del agua-fue de (8.17+0.27, medidor de
pH ST10, Ohaus, Parsippany, NJ), oxigeno (6.15+0.57 mg/l), nitrato (6.93+4.23 mg/l),
nitrito (14.20+12.38 mg/l), amonio (0.06+0.03 mg/l).

Al iniciar la alimentacion exdgena las larvas fueron adaptadas a las dietas experimentales
en coalimentacién con nauplios de Artemia sp. (Golden Sun) durante los primeros 10
dias, posteriormente se mantuvieron solo con las dietas experimentales. *Durante esta
etapa la alimentacion se proporcion6 manualmente 6 veces al dia.cada 2 horas
(8:00,10:00,12:00,14:00,16:00 y 18:00 horas) a saciedad.
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8.2 Dietas experimentales

Se formdlaron dos dietas con diferente proporcion de maltodextrina, una fue la dieta de
programacion/(PrD), la segunda fue la dieta reto (ChD). Como dieta control se usé un
alimento comercial convencionalmente utilizado en el cultivo del pejelagarto durante su
larvicultivo (Tabla 1). Para la elaboracion de las dietas experimentales, los ingredientes
secos fueron molidosytamizados y mezclados durante 15 min, a esta mezcla se afiadio
la premezcla de vitaminas y minerales y se mezcl6 durante 15 min més. Posteriormente
se agregaron lentamenterlos,ingredientes liquidos y se mezclé por 15 min y finalmente
se afadio agua destilada y se mezclé por 15 min. Las mezclas fueron peletizadas y
secadas a 50°C por 6 h. Después fueron trituradas para cubrir el rango de tamafio de
particula requerido durante la erianza larvaria. Las dietas fueron almacenadas en

refrigeracion a 20°C.

Tabla 1. Ingredientes y composicion praximal de las dietas experimentales

Ingredientes (g/Kg) Dieta Dietayde programacion Dieta reto
control (PrD,50% MD) (ChD, 35% MD)

Harina de sardinat! 340 495
Aceite de pescado? 85 80
Lecitina de soya? 40 40.4
Maltodextrina (MD)3 500 349.6
Gelatina sin sabor 20 20
Premezcla de vitaminas 10 10
y minerales*
Vitamina C 5 S
Composicion proximal (%)
Humedad 8.41 8.51
Proteinas 23.96 33:55
Lipidos 4.63 6.51
Ceniza 5.68 7.29
Fibra 7.43 4.94
Carbohidratos 57.32 44.14

! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V.,2 Royalty Natural., ® Food Technologies Trading, A-01-02, 4 Rovimix Premix,

Peces tropicales de engorda. DMS
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8.3 Disefio experimental

Este estudio fue realizado en dos etapas: La primera en el periodo larval de A. tropicus,
para lo cual se_suministré una dieta alta en carbohidratos (maltodextrina) (PrD, 50%) y
una dieta control/(CD) para trucha. El experimento fue completamente aleatorizado de
un factor, donde se considero el tiempo de suministro de las dietas durante 5, 9y 13 dias
de alimentacién (FD) a-partir de la apertura de la boca de las larvas (4 dias después de
la eclosion, dph). Cada’tratamiento se realiz6 por triplicado, con un total de 12 unidades
experimentales. Al finalizar cada periodo de alimentacion se tomaron muestras de 16
individuos por unidad experimental para registrar los datos de crecimiento en la etapa
larval. Para la segunda etapa del experimento, los peces restantes de cada unidad
experimental fueron alimentados‘con la CD (trucha Silver cup pedregal) por un periodo
de cuatro meses. Al finalizar este tiempo, se tomaron 4 peces, peso promedio (31.25Q)
de cada tratamiento de la etapa 1, losseuales fueron alimentados con una nueva dieta
experimental por un periodo de”7 dias (Figura 1), la dieta reto contenia una menor
proporcién de maltodextrina (ChD¢"35%) quersla dieta de programacién. Al finalizar la
alimentacion con la ChD, los peces fueron anestesiados con aceite de clavo (0.1 ml/L),
medidos y pesados con una balanza «digital y“un _ictiometro. Ademas, se tomaron
muestras de sangre de cada pez para el anélisis desquimica sanguinea mediante una
puncién en la vena caudal e inmediatamente fueron“saerificados (desnucados) para
obtener muestras de estdmago e intestino para determinar la actividad de enzimas
digestivas, asi como de higado donde una porcidén se utiliz6 para los analisis de actividad
de enzimas metabdlicas y otra porcion para expresion de genesisLas muestras para
actividad enzimética digestiva y metabdlica fueron conservadas @\+80 °C en un ultra
congelador mientras que las muestras para expresion genomica se.preservaron en

RNAlater hasta su andlisis.

16



Control diet
.‘ .'o.'
& oy
ST P
= % 1 ( i 1
S B Vo P ool
v IO {4
I 1Ny 1 1 bo
3 g
1 1 onmm
o ! Sdas| 1 #5 B
. . 1 :." 1 |.;.|
anin L E
! ¢
H 1 P 2 ] 1
PrD13 ! : N 4
—9" : gySE i".‘i
B 2 : g 1 1091
"’.'l .: :' 1
1 ® 1
! i i i
4 1 1 1

f f 16 weeks (growth) f

4 DPH 13 days . 7 days
Programming Control diet Challenge diet
diet (PrD) (CD) (ChD)

Figura 1. Esquema de disefio experimental

8.4 Parametros bioquimicos plasmaticos

Los metabolitos plasméticos de los juveniles de pejelagarto se analizaron utilizando kits
comerciales de Pointe Scientific (Michigan, EE.UU.) adaptados’ a un lector de
microplacas (xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad, California,
EE.UU.). La glucosa se determin6 por el método con glucosa oxidasa (G7521), los
triglicéridos con la enzima fosfato oxidasa (T7532) y el colesterol mediante las enzimas
colesterol esterasa y colesterol oxidasa (C7510). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
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8.5 Aectividad de enzimas digestivas

Se tomaraoh 4’'muestras de intestino y estbmago por unidad experimental para los analisis
enzimaticos.=as muestras de intestino se homogenizaron en una solucion buffer de Tris-
HCI 30 mM + CaCI2 12.5 mM pH 7.5. Las muestras de estbmago se homogenizaron en
la solucion de Glicina-HCl a 100 mM a pH 2. Ambas muestras en una relacion 1:2 (por
gramo de tejido 2ml de buffer). Posteriormente se maceraron con un homogenizador de
tejidos (Ultra Turrax IKA™,18 Basic) y se centrifugaron a 10 000 X g por 15 min a 4 °C.
Se recupero el sobrenadantey se separaron en alicuotas para congelarse a -80 °C hasta
su posterior utilizacion. La conCentracion de proteina soluble se evalu6 mediante la
técnica de Bradford (1976) usando_como estandar una curva patron de albumina de
bovina sérica (Bio-Rad). La actividad:de proteasa alcalina se determind por el método
Walter (1984) con caseina gradol ‘Hammarsten al 0.5% con tampon Tris-HCL
100mM+CaCL2 10mM pH?9, para la proteasa acida se utilizé el método de Anson (1938)
con hemoglobina al 1% con tampoén.glicinat\HCL 100 mM a pH 2, en lipasas se uso el
método de Versaw (1989) y en a-amilasa se aplico el método descrito por Robyt y
Whelan (1968).

8.6 Analisis de actividad de enzimas metabdlicas

Se tom6 una muestra congelada de higado (aprox. 500 mg) y-fie homogenizada con un
tampdén 50 mM Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 2 mM 1,4 dithiothreitel (DTT), y un cocktail
inhibidor de proteasas (Conde-Sieira et al. 2015). El homogenadé se\centrifugé a 900 x
g por 10 min, el sobrenadante se recuper6 y se dividié en dos alicuotas. Una utilizada
para las actividades hexoquinasa (EC 2.7.1.1; HK), glucoquinasa (EC 2.7.1.2; GK) y
fructosa-1, 6-bifosfatasa (EC 3.1.3.11; FBPase) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(EC1.1.1.49; G6PD). La segunda utilizada para la actividad piruvato quinasa (EC
2.7.1.40; PK) (Kirchner et al. 2003).

Las actividades HK y GK fueron medidas usando 50 mM imidazole (pH 8), 7 mM ATP,5
mM MgCI2, 2 mM NADP, 0.15 U mL-1, G6PD, 0.1 U mL-1 6-fosfogluconato
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dehidrogenasa y 1 mM de glucosa (excepto para los controles) (Borrebaek and Waagbo
1993; Franulis et al. 1996; Sangiao-Alvarellos et al. 2003). FBPase se determind usando
85 mM imidazole (pH 7.7), 0.5 mM NADP, 5 mM MgCI2, 2 U mL-1 G6PD, 2 U mL-1

fosfoglucosadsemerasa, y1 mM fructosa-1, 6-bifosfatasa (excepto para los controles).

La actividad de laG6PD fue medida utilizando 78 mmol/L de imidazol (pH 7.7),5 mmol/L
de MgCI2, 0.5 mmel/Lsde NADP, 1 mmol/L de glucosa-6-fosfato (excepto los controles;

Sangiao-Alvarellos et'al.;”2003).

La actividad PK se midié*ecomo lo describen (Laiz-Carrion et al. 2003) utilizando 50 mM
imidazole-HCI (pH 7.4), 5 mM MgCI2, 100 mM KCI, 0.15 mM NADH, 1 mM ADP, 2 mM

PEP (excepto para los controles) y:2 U de lactato deshidrogenasa.

Para medir la actividad fosfoenol“pirtvato carboxiquinasa (EC 4.1.1.32; PEPCK) una
fraccion de higado (500 mg) fue homegenizado con un tampén (10 mM &cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfonico (HEPES), 250 mM sacarosa, 1 mM DTT). El
homogenado se centrifugd a 900.% g por A0 min, el sobrenadante se recuperd y
centrifugdé a 10 000 x g por 20 min. Sérecupero lafase citosdlica y se dividio en alicuotas
(Kirchner et al. 2003). La actividad PEPCKc,se determiné usando 50 mM Tris-HCI (7.5),
1 mM MnClz, 20 mM NaHCOs, 0.3 mM NADH, 1.5 mMREP, 2 U malato deshidrogenasa,
y 0.2 mM de deoxiguanosina 5" - difosfato (dGDP, omitida en los controles) (Petrescu et
al. 1979; Polakof et al. 2008).

Las actividades enzimaticas se determinaron utilizando un lector'de microplacas xMark™
Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad, Herculesy*CA). Las reacciones
enziméaticas fueron medidas a 37 °C por el incremento o decrementoyen la absorbancia
del NAD(P)H a 340 nm. Todas las actividades enzimaticas fueron expresadas por mg de
proteina soluble en el tejido hepatico. La concentracion de proteinas de~cada tipo de
extracto se calculd usando el reactivo Quick Start™ Bradford protein assay) (Bio-Rad,
Hercules, CA) y una curva patrén con albumina bovina sérica (BSA), baSado en el
meétodo descrito por (Bradford 1976). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
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8.7 Andlisis de expresion genética

La expresion de genes se determiné mediante el uso de PCR en tiempo real, sobre el
ARN que fue extraido del tejido (higado) en juveniles, utilizando el método de TRIzol. Se
utilizaron cebadores especificos para A. tropicus (enzimas clave en la gluconeogénesis
Fosofoenol piruvato.kinasa (pck), fructosa bifosfataasa (fbp), glucosa 6 fosfatasa (g6ép)
(Tabla 2). La obtencion de cDNA se realiz6 utilizando el kit -high-capacity cDNA inversely
transcription kit (Maxima First Strand cDNA Synthesis kit, ThermoScientific). Para el
analisis de expresion segnermalizd utilizando el gen constitutivo 18s rRNA (18s rrna)
considerado el segundo mas estable, por el método -delta delta CT (Jiménez-Martinez
et al., 2021).

Tabla 2. Secuencia de oligonucleotidos usados en A. tropicus.

Nombre Forward primer (57-3%) Reverse primer (5°-3") Longitud
del
fragmento

(pb)

FBP  TCGAACTTTGGTGTACGGGG- GTTGGITGAATGGAGTCGGGT 179
PCK  GGGTGTGCCCCTGGTATATG" GCCGAAGTTGTAGCCGAAGA 157
G6P  GCCCGATGCCTATGAGAGAC( TGCCGTAGGTATAGGGGAGG 158
18s GGTAACGGGGAATCAGGGTT TCCAATTACAGGGCCTCGAA 165

8.8 Analisis estadisticos

Los datos en la etapa 1 se analizaron estadisticamente mediante.da prueba de U de
Mann-Whitney para los datos de crecimiento peso, longitud total y €l factor de condicién
(K). Para la etapa 2 los datos de peso, longitud total, factor de condicion, quimica
sanguinea y enzimas metabdlicas se analizaron estadisticamente mediante un ANOVA
de una via, con la previa verificacion de los supuestos del ANOVA. Las diferencias
significativas detectadas fueron analizadas mediante la prueba de Tukey para determinar
las medias estadisticamente diferentes. En el caso de los datos de enzimas digestivas y
expresion de genes se analizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Para les

analisis se uso el programa Statistica?.
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9 Resutltados

9.1 Crecimiento y factor de condicidn

El peso y la (langitud total de larvas de A. tropicus alimentadas con la dieta de
programaciéon (PrD,560% de maltodextrina) fue significativamente mayor respecto a los
peces alimentados con la dieta control (DC) a los 5, 9 y 13 dias (p < 0.05). El factor de
condicion (k) mostro diferencias significativas respecto al grupo control inicamente en
las larvas alimentadas conda,PrD por 13 dias (PrD13) (p < 0.05) (Tabla 3).

Tabla 3. Factor de condicidén/-peso y longitud en larvas de A. tropicus alimentadas con

las dietas experimentales CD y PrD:

Tratamientos Factor de Peso (9) Longitud (cm)
condicion (K)
DC 0.37 £ 0.08 0.04+0.01P 2.20+0.12°
PrD5 0.37 £0.05 0.05+0.012 2.50+0.142
DC 0.34 £ 0.05 0.04+0.01P 2.3040.13"
PrD9 0.34 £ 0.05 0406+0.022 2.60+0.252
DC 0.31+0.03° 0104+0.01° 2.40£0.12°
PrD13 0.41 + 0.052 0.09+0.022 2.80+0.202

Los datos muestran las medias = DE, n = 12. Valores‘con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes (p < 0.05).

En la segunda fase del experimento, el peso y longitud total de pejelagartos juveniles
fueron significativamente mayores en los peces que recibieron’la dieta de programacion
por 9 dias (PrD9) (P < 0,05), sin ser significativamente diferentes/del grupo control. El

factor de condicion no difirié entre los grupos (P > 0.05) (Tabla 4).
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Tabla 4¢Factor de condicion, peso y longitud en juveniles de A. tropicus alimentados con

la dieta-reto por 7 dias y después de 5 horas de ayuno.

CD PrD5 PrD9 PrD13
Peso(g) 32.11+11.753 24.3745.81° 35.74+9.522a 22.48+8.49°"
Longitud(cm) () 20.41+3.24 3  19.36+1.8523 21.01+2.222 18.02+2.14°

Factor de
condicién (K) 0:30+0.16 0.33+0.05 0.32+0.15 0.37+0.04

Los datos muestran las medias z#DE, n = 12. Valores con diferentes letras en la misma fila son

significativamente diferentes (p < 0.05).

9.2 Actividad de enzimas digestivas

La actividad de proteasas &cidas fueegsignificativamente diferente en los peces que
recibieron las dietas de programacion respeeto al grupo control, siendo mas alta en los
peces alimentados por 9 dias (PrD9).(P =0.0015). La actividad proteasa alcalina fue
mayor en los peces alimentados con_la dieta de“programacion por 9 dias (PrD9) (P
=0.0050), pero no difirieron del grupo centrol (CD).ni.del PrD5. La actividad lipasa fue
mayor en los peces alimentados por 9 dias gon la dieta.de programacion (PrD9) que en
el grupo control (P =0.0051), pero no fue significativamentediferente de los otros tiempos

probados. La actividad amilasa no fue diferente entre los grupos (P =0.1414) (Tabla 5).
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Tabla 57 Actividad de enzimas digestivas en juveniles de A. tropicus alimentados con la

dieta reto por 7 dias y después de 5 horas de ayuno.

Actividad*(W/mg

proteina) CD PrD5 PrD9 PrD13
Amilasa 9.53+7.10 8.42+13.18 1477+361 17.23+3.81
Proteasa 4cida 5133.53+2472 4019.46+4049. 9722.69+1654 9701.62+2210
41° g2ab 724 532
Proteasa alcalina 95.22+12.01* 88.67+20.632° 118.92+49.032 64.55+20.48"
Lipasa 73.92+8.41° 83.32+11.39%> 89.25+28.582 88.43+10.012

Los datos muestran las medias + DE, n = 3. Valores con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes (p'< 0.05).

9.3 Niveles de metabolitos en{plasma

La concentracidon de glucosa en sangre\fue mayor en los peces alimentados por 13 dias
con la dieta de programacion (PrD13), siendo significativamente diferente al resto de los
tratamientos (P=0.004). La concentraeion de,los triglicéridos fue mayor en los peces del
grupo control y mas baja en los peces del grupo PrD13 (P=0.0004). El colesterol fue

mayor en los peces del grupo PrD9 (P=0:004) pero-ne-difiere del grupo control (Tabla 6).

Tabla 6. Pardmetros bioquimicos en plasmasde A. tropicus alimentados con la dieta reto

por 7 dias y después de 5 horas de ayuno.

Paradmetro CD PrD5 PrD9 PrD13
Glucosa (mg 165.46 £ 49.92 187.88 £59.53 182.74 +54.18 260.26 +90.77
/dL) b b b a
Triglicéridos 241.71 £52.51 240.89 +49.39 221.12 +£56.53\ 1160.95 + 27.55
(mg/dL) a a a b
Colesterol 112.34 £ 52,55 104.73 £49.39 122.73 £56.55 107.12 + 27.55
(mg/dL) ab b a b

Los datos muestran las medias + DE, n = 12. Valores con diferentes letras en la” misma fila son
significativamente diferentes (p < 0.05).

9.4 Actividad de enzimas y expresion genes metabdlicos

La actividad de enzimas metabdlicas en juveniles de A. tropicus, después de recibir el

reto con una dieta alta en carbohidratos (maltodextrina) y 5 horas después de la dltima
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alimentacion no tuvieron diferencias significativas entre los grupos experimentales (P >
0.05) (Fabla 7). Los analisis de expresion de los genes pck y fop tampoco mostraron

diferencias’entre los grupos (P > 0.05) (figura 2).

Tabla 7. Actividad de enzimas metabdlicas de A. tropicus juveniles alimentados con la

dieta reto por 7 diasy después de 5 horas de ayuno.

Actividad (U/mg CD PrD5 PrD9 PrD13
proteina)
Glucdlisis
HK (U/mg de prot) 379+1.08 257+297 437+340 4.49+4.06
GK (U/mgde prot)  1.17.#1.19 1.48+245 251+357 1.68+1.84
PK (U/mg de prot) 17554+ 14.32 + 16.52 + 20.05 +
4.10 8.08 1.33 3.65

Gluconeogénesis
PEPCK (U/mg prot) 6.91+3.68/\7.75+4.63 7.19+7.18 8.01+7.60

F1,6BPasa(U/mg prot) 15.29 + 16.15 + 23.91 + 12.99 +
6.51 7.31 4.17 3.61
Ruta de las pentosas
fosfato
G6PDH(U/mg prot) 13.40 = 6.84 £.3:23 23.04 11.89 +

9.91 9.63 3.37

Los datos muestran las medias + DE, n =3.
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Figura 2. Expresion relativa de genes clave en la regulacion del gluconeogénesis. A)
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PrD5 PrD9 PrD13

Fosfoenol Piruvatocarboxiquinasa (pck), b) fructosa bifosfatasa (fop). Medias ¥ DE, n=2.
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10 Discusion

Las investigaciones acerca de carbohidratos dietarios como fuente de energia en peces
se enfocan principalmente en la mejora de parametros productivos en especies con
importancia acuicala. En los ultimos afos, el concepto de programacion nutricional atrae
cada vez mas latatencion debido a la necesidad de sustitucion de harina y aceite de
pescado por ingredientes.alternativos (Hu et al. 2018), siempre teniendo en cuenta que
los cultivos sean sostenibles. En el pez cebra las investigaciones acerca del uso de
carbohidratos responden ‘a_da necesidad de organismos modelo, principalmente en
estudios biomédicos y relacionados con diabetes. Varias de estas investigaciones se han
enfocado en el efecto de la programacién nutricional por los nutrientes provenientes de
los progenitores (Izquierdo et al. 2015;, Turkmen et al. 2017; Hou et al. 2022; Kwasek et
al. 2022; Naya-Catala et al. 2023), mientras otros evaluan el efecto de programacion
nutricional inducida por lipidos, proteinas y aminoécidos (Liu et al. 2001; Hou and Fuiman
2020; Zhu et al. 2020).

En la presente investigacion se estudio la petencial programacion nutricional en el
pejelagarto para determinar la existencia.de un efecto en un periodo largo de tiempo,
cuando los organismos alcanzaron la etapa juvenil.“Debido a la importancia econémica
y biolégica que representan las especies de fa'familia Lepisosteidae, los resultados aqui

reportados pueden ser utilizados con fines acuicolas o biomeédicos.

El analisis biométrico de las larvas de A. tropicus mostro que'lgs peces que recibieron la
dieta de programacion (57% de carbohidratos, 23% proteina y 4.63% de lipidos) tuvieron
un mayor peso y longitud que las que se alimentaron con la dieta control (42% proteina
y 15% de lipidos), en todos los tiempos de exposicion a la dieta de programacion. El
factor de condicién solo mostré diferencias entre los grupos a los 13 dias'de exposicion
(17dph).

Resultados semejantes se encontraron en el pez cebra, los peces que recibieron‘la dieta
de programacion (60% maltodextrina) entre 3-8 dph tuvieron mayor peso que el.grupo
control, estos grupos correspondian a peces alimentados desde la primera alimentacion

justo al finalizar la absorcion del saco vitelino (FF-3) y en la primera alimentacion 2 dias
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después de la absorcion del saco vitelino (FF-5). Otros dos grupos que fueron
alimentadoes con la dieta de programacion después de que absorbieron el saco vitelino
mostraron‘el.efecto contrario, menor crecimiento que los del grupo control. La longitud
total de los peees alimentados con dieta de programacion fue menor respecto al control.
El factor de condicion fue mayor para el grupo FF-5 (Fang et al. 2014). Lo anterior
sustenta que la fase 'ontogénica del desarrollo y el tiempo de exposicion a la dieta de
programacion es releyante, al existir una ventana critica en la que hay mayor plasticidad

dependiente de los nutrientes.

Otro aspecto importante es/que la complejidad del carbohidrato usado puede influir en
su utilizacion y repercutir en eFmetabolismo Zhou et al. (2022) reportaron que en tilapias
(Oreochromis niloticus) de 4.5°g-alimentadas por 8 semanas con carbohidratos de
diferente  complejidad; almidon,” sacarosa (disacarido), fructosa y glucosa
(monosacaridos), se observé que el crecimiento y utilizacién de alimento disminuye en
los grupos alimentados con monosacaridos, ademas de causar resistencia a la insulina
y desoérdenes en el metabolismofde-la glucesa (hiperglicemia) observandose mejores
resultados con los disacaridos y polisacaridos.-En Dentex dentex se probaron dietas con
tres tipos de carbohidratos, almidén pregelatinizado, dextrina y maltodextrina, y tres
niveles (12, 18 y 24%). Se comprobé que!la fuentede carbohidratos influia mas que su
nivel. EI mejor efecto ahorrador de proteina<l0 mostr0o |la maltodextrina y los mejores
indices de utilizacion del alimento se obtuvieron con una“inclusion del 18% (Pérez-
Jiménez et al. 2015).

En estudios previos de larvas de A. tropicus , el efecto de almidén de maiz en las dietas
sustituyendo 15% de celulosa (relleno de la dieta) mejor6 el crecimiento (Frias-Quintana
et al. 2016). En otro estudio donde se evalud el efecto del almidén de papa sustituyendo
proteinas, se observd un mejor crecimiento con 28% de almidon (FriassQuintana et al.
2017a). En la presente investigacion se utilizd maltodextrina como _fuente de
carbohidratos. Las maltodextrinas son producto de la hidrdlisis de almidon y-¢ontienen
bajas concentraciones de maltosa y dextrinas (Mollan and ¢Lelik 1996), por lo‘queyson
consideradas oligosacaridos que pueden ser mas facilmente asimilados por los péces,

aun cuando su capacidad digestiva para carbohidratos no sea eficiente. Tomando juntos
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estos reSultados se observa que tanto los almidones como la maltodextrina mejoran el

peso de“las larvas cuando se incluyen en dietas para pejelagarto.

En un estudiorde programacion nutricional realizado con pez cebra, las diferencias en
peso y longitud-ohservadas en la primera fase del experimento (larvas), desaparecen en
los peces adultos” No obstante, el factor de condicidbn permanece mayor para los peces
del grupo FF-5 (Fangeet al. 2014b). Resultados semejantes en cuanto al peso fueron
reportados en European/sea bass (Zambonino-Infante et al. 2019b). Sin embargo, en la
tilapia (O. niloticus), durante la primera fase del experimento de programacion nutricional
las crias que recibieron la“dieta con menor nivel de proteinas y mas alto nivel de
carbohidratos (24.71/54.09 %)tuvieron el menor peso, pero después del estimulo mejoré
su desempefio en el crecimiento y-ernla semana 36 no mostraron diferencias en cuanto
al peso respecto a los peces querrecibieron una dieta alta en proteinas y baja en
carbohidratos (49.26/16.67%) (Kumkheng.et al. 2020).

En nuestro estudio, después que“las larvas-fueron sometidas a un estimulo nutricional
con maltodextrina y transcurridas 16 semanas.de suministrarles la dieta control (Trucha,
El Pedregal, Silver Cup), se separaron 4 pejelagartos juveniles por unidad experimental
y todos los grupos fueron sometidos a unadieta retoalta en carbohidratos (44%) durante
7 dias. Al finalizar este periodo se realizé una,biometria. EI mayor peso se observo en
los peces alimentados con la dieta de programacion por.9Q, dias (35.74 + 9.52g) en su
etapa larval, respecto a los que la consumieron por 5y 13'dias (24.37 +5.81gy 22.48 +
8.499). No se encontraron diferencias respecto al control. La lengitud, también fue mayor
en los peces que en estado larval consumieron la dieta durante”9 dias. Se puede
observar que la respuesta a largo plazo ante un estimulo por carbohidratos en etapas
tempranas es variable entre las especies de peces, sobre todo porque‘los tiempos de
crecimiento evaluados son diferentes entre las investigaciones. Pero se‘\ha_propuesto
gue algunas especies muestran evidencia de un mecanismo compensatorio en el
crecimiento (Kumkhong et al. 2020), por lo que resulta interesante evaluar comoaaria el
crecimiento de los pejelagartos en las diferentes etapas del protocolo de programagcion

nutricional.
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Frias-Quintana et al. (2015) determinaron la actividad de proteasas acidas, proteasas
alcalinas, lipasas y amilasas durante la ontogenia de A. tropicus desde 0 hasta 30 dias
después de la‘eclosion (dph). La actividad de proteasas alcalinas, lipasas y amilasa se
detecta desde~el inicio del desarrollo larval y tiende a incrementarse conforme el
organismo se acerca a la etapa juvenil (30 dph), mientras la actividad proteasa acida se
detecta a los 5 dph,.cuando se inicia la alimentacion exdégena y se incrementa hasta los
30 dph.

En este sentido, investigaciones realizadas en larvas de pejelagarto con almidon de papa
como sustituto de proteinas; mostré que la actividad de proteasas acidas y alcalinas,
aunque es variable tiende a disminuir al incrementar el contenido de almidén. Resultados
semejantes se describen al alimentar-a las larvas con almidén de maiz como fuente de
carbohidratos digeribles en las dietas, excepto que la actividad proteasa &cida se
incrementa con la mayor inclusion de “carbohidratos (Frias-Quintana et al. 2016). En
nuestra investigacion, la actividad-proteasas fue significativamente diferente entre los
grupos, aunque la determinacion-de actividades se realiz6 en juveniles previamente
expuestos a un estimulo nutricional con maltodextrina y después de 16 semanas de que
recibieron el estimulo nutricional. La actividad proteasa acida y alcalina se incrementé en
los peces que consumieron la dieta de programacién por 9 dias durante su desarrollo

larval.

La actividad lipasa también se incremento en los juveniles de pejelagarto como resultado
de la dieta que recibieron en su etapa larval. La actividad lipasa fue mayor en los peces
gue consumieron la dieta de programacion por 5, 9 o 13 dias, reSpeecto al grupo control.
Resultados semejantes fueron hallados por Frias-Quintana et ‘al., (2016) cuando
evaluaron almidon de maiz y almidon de papa (Frias-Quintana et al. 2017a) en dietas
para larvas de pejelagarto. No obstante, en esta investigacion encontrames por primera
vez que el efecto permanece hasta la etapa juvenil cuando los peces son_expuestos

nuevamente a dietas altas en carbohidratos.

En un estudio de programacion nutricional realizado en pejelagartos juveniles ‘que
recibieron dietas con diferentes proporciones de carbohidratos (almidén) y lipidos

(CHOI/L) durante 45 dias, no encontraron diferencias en la actividad de las enzimas
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digestivas entre los grupos, aunque en la actividad de protesas alcalinas y lipasas se
observa“una tendencia a incrementarse conforme aumenta la CHO/L (Guerrero-Zarate
et al. 2019).

Lo anterior esrelevante porque estas enzimas se encargan de hidrolizar dos de los
grupos de macrenutrientes con mayor costo dentro de la formulacion de alimentos
acuicolas, las proteinas y los lipidos. El incremento de la actividad de proteasas y las
lipasas digestivas contribuye a la disponibilidad de aminoacidos, acidos grasos y glicerol,
lo que puede causar una'mejora en la utilizacion del alimento. Al disefiar la dieta de
programacion con un alto porcentaje de carbohidratos conlleva reducir el contenido de
proteinas y lipidos dietarios. Aparentemente, la restriccion de estos macronutrientes en
la dieta durante un periodo critice;de desarrollo de las larvas (9 y 17 dph) mejora la
respuesta de los organismos cuande son juveniles y afrontaron el reto de una dieta alta
en carbohidratos pero con un contenido menor de proteinas y lipidos (33% y 6.5% de
lipidos) en comparacién con los_peces del grupo control que recibieron niveles de
proteinas y lipidos cercanos a los“reguerimientos de la especie (Jesus-Contreras 2008;
Huerta-Ortiz et al. 2018).

Contrario a lo esperado, en la presentefinvestigacion la actividad amilasa no mostro
diferencia significativa entre los grupos, ‘aunque sisSe_observa una tendencia a su
incremento con el consumo de la dieta de programacion-por. 9 y 13 dias. Frias-Quintana
et al. (2016) reportan que en larvas de pejelagarto la actividad amilasa se incrementa al
alimentarlas con 28% de almidon de papa durante 30 dias. Obtuvieron resultados
semejantes al sustituir 15% de celulosa en las dietas por almidén de maiz (Frias-
Quintana et al. 2016). Sin embargo, en juveniles de pejelagarto no,se han observado
diferencias en la actividad amilasas al proporcionarles dietas con diferentes,proporciones
de CHOL/L (Guerrero-Zarate et al. 2019).

Después de que todos los grupos de peces consumieron la dieta reto, se“0bservaron
diferencias en la concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol en el plasma que
pueden relacionarse con el tiempo que recibieron la dieta de programacion. El nivel de
glucosa fue mas alto en los peces que recibieron la dieta de programacion por 13 dias,

el resto de los grupos no tuvieron diferencias entre ellos. El nivel de triglicéridos fue
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menor.en el grupo PrD13, el resto de los grupos tuvo un nivel mayor sin diferencias entre
ellos. Ebnivel de colesterol fue mayor en el grupo control y los peces que consumieron la

dieta de programacion por 9 dias (PrD9).

En acuerdo copcestos resultados, un estudio previo en larvas de A. tropicus alimentadas
con diferentes proporciones de CHO/L (0.75, 2.10 y 4.73) durante 73 dias, seguido de
24 dias con dieta control y una prueba de tolerancia a la glucosa mediante una inyeccién
intraperitoneal de dextrosa, se describidé que los peces juveniles mostraron diferencias
significativas en los niveles_de glucosa. El menor nivel de glucosa se observo en los
peces que consumieron lasdieta con una proporcion CHO/L 2.10 (CHO 22.5/L 10.7),
mientras el mayor nivel fue paraslos que consumieron la dieta CHO/L 4.73 (CHO 28.9/L
6.2). El tiempo transcurrido desde la‘inyeccion de dextrosa también fue significativamente
diferente, alcanzando un pico de glacosa en plasma 1.5 h después de la induccion de
hiperglicemia con las dietas 0.75 y 4.73" Se sugiere que la dieta con alta proporcion de
CHOIL por un tiempo prolongado puede‘causar dafios metabdlicos que incrementan los
niveles de glucosa en plasma, mientras una dieta con CHO/L moderada puede mejorar
la utilizacién de carbohidratos. La caneentracién’de triglicéridos en A. tropicus juveniles
disminuyé conforme se incrementé la CHO/L" gnyel alimento de programacion. El

colesterol en plasma tampoco se vio afectado por la'dieta (Guerrero-Zarate et al. 2021).

En O. niloticus se estudi6 el efecto de la programacion“nutricional por carbohidratos y
proteinas en distintos periodos del protocolo de programacion (durante la programacion,
al terminar el periodo de programacion, antes del reto con carbohidratos y después del
reto con carbohidratos) se observé que el efecto de la programacion nutricional en los
metabolitos no es observable previo a suministrar el reto con carbohidratos, no obstante,
después del reto, el nivel de glucosa se eleva como resultado de la diferencia entre los
periodos de tiempo evaluados y las concentraciones de proteinas/carbohidratos recibida.
Por el contrario en peces cebra adultos se observo una disminucion del nivel de glucosa,
en los grupos que recibieron las dietas de programacién, por esto se prepone una
adaptacion metabdlica a los carbohidratos (Fang et al. 2014). Asi mismo, se hadescrito
como resultado de dos experimentos de programacion nutricional realizados con Ja

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), que la regulacion metabdlica pueden diferir por
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el tiempo de aplicacion del estimulo y por la complejidad del carbohidrato utilizado
(Geurden et al. 2014).

En este sentido, en la presente investigacion se expusieron las larvas a la dieta de
programacion por un tiempo menor al que previamente habiamos probado (73 dias),
debido a que sesSugirid que dietas altas en carbohidratos administradas por un largo
periodo de tiempo podian causar afectaciones metabolicas (Guerrero-Zarate et al. 2021).
Con la finalidad de encontrar la ventana critica de plasticidad metabdlica se probaron
tres diferentes periodos-de_alimentacion a partir de la primera alimentacion (5, 9 y
13dias), después se evalu6ssi el efecto producido se mantenia hasta la etapa de juvenil.
Resulta evidente que a mayor_tiempo de exposicion (13 dias) los niveles de glucosa,
triglicéridos y colesterol fueron ‘significativamente elevados en los peces en su etapa

juvenil.

A pesar de las diferencias encontradas-en:los niveles de metabolitos en plasma, no se
observaron diferencias significativas en la.aetividad de enzimas clave del metabolismo
de carbohidratos y lipidos, ni en la expresion‘de’los genes pck y fbp después de que los
peces recibieron la dieta reto. La presente investigacion se enfoc6 en enzimas clave en
la regulacién de rutas del glucdlisis, glueoneogénesis y sintesis de acidos grasos. Asi
mismo, los genes pck y fbp evaluados, codifican para_las enzimas fosfoenol piruvato
carboxquinasa (PEPCK) y fructosa bifosfatasa (FBPasa); gue son clave en la regulacion

de la gluconeogénesis.

Se seleccionaron estos genes debido a que se ha propuesto ‘Que los peces carnivoros,
como la trucha Oncorhynchus mykiss (Panserat et al. 2001b, a; Kirchner et al. 2008), la
lubina Dicentrarchus labrax (Enes et al. 2006, 2011), Perca fluviatilis (Borrebaek and
Christophersen 2000), la dorada Sparus aurata (Enes et al. 2011) y la corvina amarilla
Larmichthys crocea (Zhou et al. 2016) son deficientes en la regulacion de’ la‘ruta de la
gluconeogénesis, causando una baja utilizacién de carbohidratos y una hiperglicemia

posprandial.

Por otro lado, en peces cebra adultos sometidos a un periodo de programacion
nutricional por medio de dietas con maltodextrina, la actividad y expresion de enzimas

gluconeogenicas disminuyo (Fang et al. 2014). Resultados semejantes se reportaron en
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el esturién siberiano (Acipenser baerii) (Gong et al. 2015) donde se describié que la ruta
de la gldcoeneogénesis puede inhibirse a nivel transcripcional y postranscripcional al
recibir carbohidratos, como resultado de proporcionar una dieta baja en proteinas y alta
en carbohidrates a partir de la primera alimentacion a las larvas. En el pejelagarto, se
evaluaron previamente dietas con diferentes proporciones de CHO/L confirmandose una
eficiente regulacion'de las rutas de la glucdlisis y la gluconeogénesis hasta una inclusion
de 23% de almidon de“maiz, sin embargo, con porcentajes superiores se encontraron
afectaciones a nivel metabdlico debido al incremento en la actividad de las enzimas
PEPCK y FBPasa (Guerrero-Zarate et al. 2019).

No obstante, en la presente investigacion, no se observaron diferencias en la actividad
ni expresion de estas enzimas. Esposible que el efecto del tiempo que recibieron la dieta
de programacioén no fue suficiente para‘causar una modificacién que permaneciera fijada
hasta la etapa juvenil, lamada reversibilidad de la programacién (Hou and Fuiman 2020).
Resultados similares se han reportado en la trucha arcoiris, donde los efectos sobre la
expresion de genes metabdlicos entre ellos los que codifican para PEPCK y FBPasa no
permanecen a largo plazo (Geurden'etal. 2014)«Por otro lado, aunque se han reportado
diferencias en estas actividades enzimaticas en p€jelagartos que consumian dietas con
almidén de maiz, 24 h después del ayuno, en la presente investigacién se utilizd
maltodextrina. La maltodextrina es un oligosacarido, por lo'que tiende a ser mas digerible
que el almidén, esto pudo influir en disminuir el tiempo en-que se alcanza el pico de
hiperglicemia y la deplecion de glucosa en plasma por lo gue-ajlas 5 h que se realizé el
muestreo estos eventos ya habian sucedido. En el pejelagarto una inyeccion
intraperitoneal de glucosa causa un pico de hiperglicemia a las 1.5 h;~mientras una dosis
oral de dextrosa alcanza el pico de hiperglicemia a las 5 h, por lo que la via y tipo de
carbohidrato influyen en el tiempo en que se alcanza la hiperglicemia (comunicacion

personal). En este sentido estudios mas profundos son requeridos.
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11 Conclusiéon y recomendaciones

En conclusién, los resultados encontrados apoyan la idea de que los carbohidratos
dietarios (maltodextrina) aplicados durante una ventana critica del desarrollo larval
pueden causarun.efecto que permanece hasta la etapa de juvenil en el pejelagarto. Esto
se puede observar en el mayor peso y longitud de los peces juveniles provenientes de
los 9 y 13 dias de exp0sicion a la dieta de programacion, asi como en el incremento en
la actividad de las enzimas.digestivas proteasas y lipasas y la modificacion de los niveles
de glucosa, triglicéridos y colesterol. Lo que resulta interesante porque abre la posibilidad
de utilizar la programacién nutricional como técnica para mejorar el aprovechamiento de
nutrientes y la sostenibilidad del“cultivo de pejelagartos, ademas, tiene implicaciones
biolégicas para realizar estudios” nutrigendmicos y biomédicos en la especie. No
obstante, se requiere profundizar la investigacion de la reversibilidad y periodos 6ptimos

de muestreo de la programacion nutricional a nivel metabdlico y de expresion genética.
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Principios bioéticos

En este estudio realizado con fines experimentales y de investigacion, se involucro
el uso“de seres vivos, asegurando el minimo sufrimiento de los organismos,
apegandonos a las normas NOM-062-ZO0-1999 y NOM-033- SAG/Z00-2014 en
cuanto al manejo de los animales, anestesia y sacrificio. De igual manera se
implementaron-medidas responsables en el empleo de insumos potencialmente
peligrosos de acuerdo a la normativa correspondiente al manejo adecuado y
eliminacion de residuos NOM-087-ECOL-1995 buscando proteger el medio
ambiente y la salud ptblica. Este estudio fue sometido al dictamen de la Comision
Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Juarez Autbnoma de
Tabasco siendo aprobado conFolio UJAT-CIEI-2025-012 afirmando el compromiso
con los principios bioéticos para el bienestar animal y reduciendo el impacto

ambiental.
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