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RESUMEN

En los ultimos afos, s¢ ha profundizado en el estudio de ciclidos nativos en la costa
del Pacifico Sur de México, con'eLfin de encontrar candidatos dptimos para su incorporacion
a la acuicultura nacional. Un caso pedria ser la mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus),
en la cual se ha observado caracteristiCas prometedoras para su adaptacion al cultivo. Sin
embargo, al igual que en la mayoria de las €species nativas, existen vacios de informacion en
casi todos los aspectos. En esta/especie, vefi la etapa larvaria hay un desconocimiento
generalizado en la fisiologia digestiva'y nutricional, més especificamente en el desarrollo del
sistema digestivo y patrones de expresionde los genies precursores de las enzimas digestivas
durante la ontogenia inicial. Todo ello, junt6 a los requerimientos nutricionales de proteinas
y lipidos de esta etapa de cultivo, podria facilitar el desarrolle.del larvicultivo de esta especie.
Otro enfoque diferente, pero igualmente importante es la“localizaciéon de ingredientes
potenciales proteicos y lipidicos, que podran ser utilizados parada elaboracion de alimentos
especificos, que permitan optimizar el crecimiento durante el cultivo. Para abordar el primer
apartado, se tomaron muestras de larvas durante la ontogenia inicial hasta el dia 30 después
de la eclosion (dde). Con el fin de describir el desarrollo del sistema'digestivo, realizaron
analisis histologicos mediante la tincion de hematoxilina-eosina (H&E).»Los resultados
indicaron que dicho sistema digestivo presenta un desarrollo similar a lo déscrito.en otros
ciclidos, encontrandose a partir del dia 6 dde (5.82+0.32 mm) diferencias histolégicas en
distintos 6rganos como esofago, estdmago, intestino, pancreas e higado. En cuante~a la
determinacion de los patrones de expresion de enzimas digestivas, se realiz6 la identificacion
parcial de cada zimdgeno (pepsindgeno, tripsindgeno, quimotripsindgeno y o-amilasa).

Enseguida se aplicé la técnica de qRT-PCR, para lo cual, se disefiaron oligonucleo6tidos



especificos. Los resultados obtenidos mostraron un perfil de baja expresion durante los
primeros,dias; sin embargo, cambia a partir del dia 6 dde (5.82+0.32 mm); en donde se
registra «ina* expresion superior con diferencias significativas, indicando la posible
funcionalidad-de algunos 6rganos del sistema digestivo. Los niveles de méxima expresion se
obtienen proximos al dia 15 dde (7.28+0.26 mm), justo cuando el digestivo se encuentra
desarrollado y {la ‘alimentaciéon es exclusivamente con pienso comercial. Para la
determinacion de 16srequerimientos necesarios de proteina y lipidos para esta especie en
edades tempranas, se realiz un disefio bifactorial aleatorizado 4x2 de proteina (35, 40, 45,y
50%) y lipidos (16 y 22%)stespectivamente. Este se llevo a cabo en un sistema de
recirculacion de agua durante 6(0.dias, con larvas de peso inicial de 0.16 = 0.02 g. Se evalud
crecimiento y eficiencia del alimento mediante indices zootécnicos, analisis quimicos
proximales y de actividad enzimatica, utilizando andlisis multivariantes para su
interpretacion. En los resultados, se gpuede observar que los porcentajes Optimos estan
cercanos a 45% de proteina y 22% de lipidos; los cuales generaron los mejores indices de
eficiencias del alimento, crecimiento.yssupervivencia. Asimismo, la actividad de las enzimas
digestivas de las larvas indicaron las/condiciones nutricionales que presentan los peces, por
la influenciada de los distintos porcentajes~de proteina y lipidos incluidos en los alimentos.
Finalmente, para la biisqueda de materias primas candidatas a ser utilizadas en la elaboracion
de dietas especificas para esta especie, se utilizo la técnica de.digestibilidad in vitro mediante
pH-stat. Para ello, se utilizaron extractos enzimaticos de juvefiles, los cuales sirvieron para
evaluar las materias primas proteicas en condiciones acidas.y alcalinas; sumandose la
cuantificacion de aminodcidos libres totales producidos al finalizarla reaccion. En el caso de
la digestibilidad de los ingredientes lipidicos unicamente se evalud la/variacion del pH en
condiciones alcalinas. Las enzimas digestivas de esta especie mostraron.tha mayor afinidad
por las materias primas de origen animal. Ingredientes proteicos como la harinade carne de
res, la harina de pescado y la harina ave premium presentaron una mejor ‘digestibilidad;
mientras que los ingredientes lipidicos que podrian ser utilizados son los aceites'de’pescado.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de utilizar ingredientes de origen vegetal, como

los productos de soya o algunos cereales, asi como aceites vegetales de oliva, maiz y soya.



1.- INTRODUCCION

En los ultimos afios, la acuicultura ha sido considerada como uno de los sectores
productivos' cen mayor crecimiento, aportando casi el 50% de los productos de origen acuaticos
para consumo-humano (FAO, 2014a). Este sector podria ser una de las alternativas para resolver
el problema de la‘seguridad alimentaria que padecen muchos paises, con la produccion de
diversos organismos aeuaticos. Si bien se ha recomendado cultivar especies nativas, son las
especies exoticas las questhayor produccion mundial han tenido debido tanto a su importancia

social como comercial (FAO,12015a).

En México, la acuicultura se basa efi especies introducidas (Baltazar, 2007), pero en los ultimos
afios ha aumentado el interés en el desarrollo del cultivo de especies nativas dulceacuicolas y
marinas. En el sur del pais, se desarrollan las tecnologias para el cultivos de especies locales
como pejelagarto (Atractosteus tropicus), tenguayaca (Petenia splendida), castarrica
(Cichlasoma urophthalmus) y robalos-(Centrapomus undecimalis); las cuales son mayormente
apreciadas y aceptadas en la region afitellas especies, introducidas (Marquez, 2011; SAGARPA,
2013; Contreras-Sanchez et al., 2012)."Dentro de las especies localizadas en la region sur de la
costa del Pacifico Mexicano se ha pueste”también-interés en la mojarra tahuina con fines
acuicolas; recientemente nombrada por Ri¢an et al., (2016), como Amphilophus trimaculatus

Giinther, (1867), anteriormente nombrada Cichlasoma trimagttatum.

Las caracteristicas con que cuenta A. trimaculatus son interesantespara desarrollar su tecnologia
de cultivo. Es una especie dulceacuicola con tolerancia a la salinidad_que se distribuye desde
Meéxico hasta El Salvador, habita en cuerpos de agua cercanos a la costa,”como rios, lagunas y
esteros (Orellana-Amador, 1992; Miller et al., 2009). En los estados de Guerrero, Oaxaca y
Chiapas tiene un elevado valor comercial, debido a la demanda que se tiene _por.el consumo
cultura en la region (Ortiz-Cruz, 2011). En cautiverio tolera las condiciones\de manejos y
variaciones de los parametros fisicos y quimicos del agua; posee habitos alimentiCies de un
omnivoros, con tendencia a carnivora y acepta facilmente el consumo de alimentos comérciales

de otras especies (Violante, 1995).



La alimentacion y nutricion en las especies de cultivo son fundamentales para generar sistemas
de preduccion acuicolas eficientes y econdmicamente rentables. Por ello, debe formularse un
alimentopard cada una de las especies cultivadas; en base a que tienen diferentes requerimientos
nutricionalés,les cuales incluso pueden cambiar durante sus etapas de desarrollo (De la Higuera,
1987; Tacon,\1989). Estos estudios permite conocer los niveles 6ptimos de proteinas, lipidos,
carbohidratos, entre)otros; para proporcionar la menor cantidad necesaria para sostener el
mantenimiento, creCimiento y reproduccion del propio organismo (Watanabe, 1987). Ademas,
de una formulacion adeeuada, se han establecido protocolos de alimentacion para proporcionar
las cantidades correctas; réduciendo las perdidas las cuales desembocaria en aumento tanto en
los costos y la contaminacion de los sistemas de produccion (Catacutan et al., 2001; Abdo de la

Parra et al., 2010).

Las proteinas y los lipidos son considerados como los nutrientes de mayor relevancia en la
formulacion de los alimentos para peces. Utio'de los factores principales que afecta directamente
al crecimiento y desarrollo en pecés.es la prot€ina; por estar intimamente relacionada tanto en
la formacién de estructuras como en‘eljaporte d€ energia. Ademas, es considerado uno de los
nutrientes mas caros, constituyendo entreet 50 y el70% del costo de la dieta (Garcia-Ortega et
al., 2010; Almeida y Possebon, 2014). El caso)de los'lipidos, también son de gran relevancia ya
que aportan energia, promueven el crecimiento y son ladase en el suministro de acidos grasos

esenciales (Watanabe, 1987).

Otro de los aspectos fundamentales para la elaboracion de alimentos es la seleccion de los
ingredientes empleados, que se realiza bajo diferentes criterios. Algunas“de las condiciones por
las que una materia puede ser seleccionada o descartada para su uso en la formulacion son la
disponibilidad en la region, el precio y las caracteristicas fisioldgicas digestivas de la especie;
las cuales permitiran obtener un mayor aprovechamiento de los nutrientes (Alvarez-Gonzalez,
2003; Moyano 2006). Actualmente los ingredientes mas utilizados son las harinas‘y_aceites de
pescado, pero la alta demanda de los ultimos afios ha incrementado su precio y se estd alzanzado
el limite maximo de explotacion (Tacon et al., 2011). Por ello, la busqueda de ingredientes
alternativas tanto de origen animal como vegetal, para la formulacion de dietas para difetentes

especies, es uno de los estudios con mayor interés en los ultimos afios. Una forma de realizar la



seleceion de ingredientes es la simulacion del proceso digestivo mediante la digestibilidad in
vitro~«(Moyano et al., 2014). Uno de estos métodos es el pH-stat, mediante el cual se puede
obtener uharéferencia de la bioaccesibilidad de los nutrientes de cada una de las materias primas
después de gumular el proceso de digestion (Parada y Aguilera, 2007; Hamdan et al., 2009). Asi
se podrian selec€ionar o descartar ingredientes potenciales para la formulacion de alimentos en

las diferentes etapas del cultivo.

La etapa larvaria es cruetalpara consolidar una especie en la produccion acuicola; debido a que
el proceso de alimentacion es mas complejo por las pautas de alimentacion y la formulacion de
alimentos, a causa de la formacién y desarrollo del sistema digestivo. Por ello, es importante
determinar en qué momento del\desarrollo se encuentra el digestivo completo y funcional, para
iniciar la alimentacion exdgena. LeS_imétodos usualmente utilizados para dicho fin son las
pruebas histologicas, moleculares y¢bioquimicas. Los estudios histologicos describen la
formacion de los 6rganos del sistema digestivo y la posible funcionalidad (Trevifio et al., 2011).
Los trabajos moleculares y bioquimices, perniiten el entendimiento de la relacion existe entre
transcripcion de un gen particular dg'una enzima digestiva, y la actividad para llevar acabo el
proceso de digestion (Galaviz et al.;”2012), Pog’ello, un conocimiento adecuado sobre el
desarrollo del sistema digestivo permitird entender parte.de las necesidades nutricionales de las
larvas; con lo que se podran elaborar dietas y'protocelossde alimentacion para reducir los
factores limitantes en el larvicultivo y obtener larvas de buenacalidad para las siguientes etapas

del cultivo (Hamre et al., 2013).

Por lo tanto, la presente investigacién tiene como objetivos aportar“informacién sobre el
desarrollo y fisiologia digestiva en la etapa larvaria; asi como..también, evaluar los
requerimientos nutricionales y los posibles ingredientes potenciales en la elabotacion de dietas
para la etapa juvenil de A. trimaculatus. Esto aportara informacion relevante ‘para facilitar el
disefio de protocolos de alimentacion y la formulacion de alimentos que potenciela produccion

acuicola en la region.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Laacuictultura como alternativa para la seguridad alimentaria: La acuicultura es una de
las alternativas-mas prometedoras para resolver la problematica de la seguridad alimentaria de
la sociedad mederna. La FAO en el Estado de la Inseguridad Alimentaria en el Mundo; reporta
que existen alrededor de 805 millones de personas en el mundo cronicamente subalimentadas
(FAO, 2014b). También, menciona que este problema tan complejo debe ser combatido desde
los distintos sectores preductivos, tales como el agrario, la silvicultura, el desarrollo rural, el
comercio, la pesca, entre ofros.En este sentido, la pesca mundial en los tltimos afos ha aportado
alrededor de 90 millones de toneladas de produccion; manteniendo una tasa de crecimiento
media anual del 3.2%. Mientras'que’la acuicultura tiene una tasa de crecimiento media anual del
6.2%, considerandose posiblemente’Como el sector productivo de mayor crecimiento. Aporta
casi el 50% del pescado mundial para ¢l\consumo humano (FAO, 2014a); lo cual, ha generado
contribuciones importantes para reducir~la pobreza y la seguridad alimentaria mundial.
Actualmente a nivel mundial en/el.eultive=de especies acuaticas es diversa; la FAO tiene
registrada cerca de 567 especies acudticas cultivables, siendo principalmente peces, crustaceos,
algas y moluscos (FAO, 2015b). Mientrasque en Mexico se cultivan 61 especies, de las cuales
40 son nativas y 21 son de origen exo6tico habiéndose introduciendo al pais para su cultivo (FAO,
2013). Sin embargo, se siguen realizando ifivestigaciones~en el area de fisiologia digestiva,
nutricién y alimentacion, fisiologia reproductiva, mejoramiénto genético, alternativas para
alimentos acuicolas, entre otras areas para desarrollar la tecnologia de cultivo para especies
nativas; las cuales tienen una preferencia social en la region yprecios mas elevados en las

distintas regiones (Marquez, 2011; Contreras-Sanchez et al., 2012; SAGARPA, 2013).

2.2.- Fisiologia digestiva en peces: La fisiologia del sistema digestivo en _péces difiere en las
distintas especies; a pesar de las diferencias anatomicas, fisioldgicas y habitos alimenticios, la
funcién basica del aparato digestivo es la capacidad de digerir y absorber los nutrientes; pero
llevar acabo estos procesos en los primeros dias de desarrollo es complicado potque\alin se
encuentra en formacion y aun no es completamente funcional (Trevifio et al., 2011)./En)este
caso, se realizan distintos estudios en diferentes areas (histologia, bioquimica, biologia

molecular, digestibilidad) encaminados a comprender el funcionamiento del sistema digestivo



en la.etapa larvaria. Permitiendo asi, la generacion de tecnologia de larvicultivo, en esta etapa
considérada para algunas especies el cuello de botella para el cultivo (Gisbert et al., 2008;

Zambonino-Inhfante et al., 2008).

2.2.1.- Estudios’ histologicos en la fisiologia digestiva de larvas de peces: Las técnicas
histologicas permiten estudiar la condicion nutricional por medio de las modificaciones en el
tejido celular de diferentes 6rganos del aparato digestivo. Estos estudios se han realizado en
larvas de Engraulis ancheita, donde se describieron las condiciones nutricionales y se determino
un indice de condicion histolégico para diferentes estadios de crecimiento; asi también se
encontr6 que un periodo corto de inanicidon genera un deterioro progresivo en los diferentes
tejidos (Diaz et al., 2011). En"peces adultos particularmente se describen la forma de cada
organo del sistema digestivo; en“Pimelodus blochii se describiéo detalladamente como esta
constituida la boca, el eso6fago, el estgmagod el cual resultd ser grande y musculoso con gran
nimero de glandulas gastricas, y_el ifiteéstino que es de longitud intermedia; todas estas
caracteristicas histologicas podrian_indicar 10s hédbitos alimenticios de cada especie, en donde
para P. blochii indica que es de habitos pmnivoros con tendencia a carnivora (Guzman-Beltran

etal., 2013).

En la etapa larvaria, los estudios se enfocan en la deSeripcion del proceso de formacion,
desarrollo y funcionalidad del sistema digestivo. En el trabajosde Hernandez et al., (2014) se
utilizaron pruebas histologicas e histoquimicas para describirsa organogénesis en la etapa
larvaria de Rhamdia quelen encontrando que al momento de eclosion las larvas tiene un sistema
digestivo rudimentario (tubo recto), el cual tiene cambios importantes“en los dias 4 y 6 dde
donde se produce la separacion de la region anterior y posterior del intestino. Pero es entre los
dias 12 y 15 dde cuando el sistema digestivo tiene las caracteristicas de un juyénil y se considera
funcional para la digestion y absorcion de cualquier alimento. En ciclidos ‘seyhan realizados
algunos estudios como el de Pterophyllum scalare, en donde se determind ocho’estadios de
desarrollo para el proceso de formacion del sistema digestivo, comprendiendo un totakde 119
horas con 44 min. El cual, inicia desde el momento de la géstrula hasta la absorcion delisaco
vitelino, siendo en el estadio nimero ocho donde se presenta el movimiento de las mandibulas

(Avila et al., 2008). En P. splendida y C. urophthalmus se ha descrito una pronta formacion de



la morfologia y funcionalidad del sistema digestivo entre los dias 15 y 19 dde, en donde ya se
observa la diferenciacion de las regiones de bucofaringe, esofago, estomago e intestinos, asi
como lasglanidulas de accesorias del tracto digestivo (Trevifo et al., 2011; Cuenca-Soria et al.,

2013a).

2.2.2.- Expresion deygenes precursores de las enzimas digestivas en peces: En peces algunos
de los genes precurSores, de enzimas digestivas que mas se han estudiados son el pepsindgeno,
tripsindgeno y quimiotripsindgeno. Por mencionar algunos trabajos se describe el de Gawlicka
et al., (2001) quienes esfudiaron la expresion del pepsinogeno Ila y pepsinégeno IIb en
diferentes células del estomago_de Pleuronectes americanus; encontrando expresion de estos
genes en las células de las glandulas gastricas. En donde se lleva a cabo la sintesis de
pepsinogeno y la secrecion de dcidozelorhidrico, para convertir el pepsindgeno a su forma activa
(pepsina). Este proceso de sintesis del pepsindgeno y su activacion con el acido clorhidrico se
ha descrito también en otros vertebrados(Kageyama, 2002). Otros estudios se han centrado en
la aislacion y purificacion de gengs.para la-earacterizacion, como en Lateolabrax japonicus y
Monopterus albus en donde a tres tipos de pepsinogenos PG1, PG2 y PG3; se les calculd la
temperatura, pH Optimo, efecto de™imhibicion¢y ‘peso molecular, encontrando que las
caracteristicas observadas son parecidas a Jasydescritas para otros peces y algunos mamiferos
(Min-Jie et al., 2011; Wu-Yin et al., 2011). En Centropomus.undecimalis y P. splendida se han
estudiado la expresion del gen tripsindgeno en la ontogenia ini€ial. En el caso de C. undecimalis
se midi6 en los primeros 12 dde de la eclosion, encontrandose expresion a partir del dia 3 dde y
¢ésta se incrementa después del dia 5 dde (Martinez-Burguete, 2012). Al compararlo con P.
splendida el tripsinogeno se detecto antes de la eclosion de la larva y Ja maxima expresion se
registrd en los dias 3 y 23 dde (Arevalo-Galan, 2009). La deteccién’de la expresion del
tripsindgeno antes de la eclosion se ha registrado en otras especies; esto.€S adjudicado a la
transferencia genética de los progenitores. En las especies Dicentrarchus Llabrax, Sciaenops
ocellatus y Solea senegalensis, se ha detectado actividad tripsina al momento deJa"apertura de
la boca entre los dias 2 y 4 dde dependiendo de la especie. En este caso la activaeion del
tripsinodgeno es previo a la actividad enzimatica, coincidiendo con los descrito por Zanibonino
y Cahu, (2001) quienes mencionan que debe existir una expresion de tripsinogeno antes.de'la

actividad enzimatica.



La expresion de genes asi como los estudios histologicos y bioquimicos pueden ser aplicados
para~d€terminar la funcionalidad del sistema digestivo. En la especie Lutjanus guttatus se
realizaron estudios histologicos, bioquimicos y moleculares en los primeros 40 dde para
entender el{desarrollo de la fisiologia digestiva. Los resultados muestran que la expresion de
tripsinogeno y.lda actividad enzimatica de tripsina son detectadas desde los primeros dias de la
eclosion, pero sejincrementan a lo largo del desarrollo y en los cambios de alimentacion. La
expresion de pepsiniogeno y tripsindogeno es detectada en los dias 18 y 25 dde respectivamente;
mientras que la actividad-enzimatica de tripsina y pepsina, en los dias posteriores a la expresion
de los genes. Con esto se stigitiere que el destete de las larvas podria realizarse entre los dias 20
y 25 dde, es decir en un menor tiempo al que se realiza en las précticas acuicolas entre los 28 y
30 dde (Galaviz et al., 2012)."Mieéntras que en Oreochromis mossambicus la expresion de
ARNm y la actividad enzimatica esydetectada en la primera semana; en el dia 2 dde se expresa
el pepsindgeno y en el dia 1 dde el tripsindgeno y el quimiotripsindgeno; la actividad especifica
de pepsina es detectada en el dia 3, ddety™en el dia 5 dde para tripsina y quimiotripsina. La
expresion de los genes y la actividad.de las enzitas se incrementan gradualmente después de la

eclosion (Ming-Ji and Chin-Feng, 2006).

Los estudios realizados sobre la expresion”y) la actividad de la a-amilasa, se asocian como
indicadores de la funcionalidad del pancreas y laimaduracion,del sistema digestivo (Cahu et al.,
2004; Darias et al., 2006). Estos estudios son escasos y se hanfealizado comumente en especies
marinas. En donde, se ha descrito cominmente que los patrones‘de expresion son elevados en
los primeros dias de la eclosion; los cuales tienden a disminuir durante las etapas de crecimiento
de la ontogenia, como lo reportado en Dentex dentex (Gisbert et al., .2009), Labrus bergylta
(Hansen et al., 2013), y Totoaba macdonaldi (Galaviz et al., 2015). Estos primeros niveles de
expresion o actividad, no se ha descrito claramente la funcionalidad adjddicandose a una
programacion genética (Cahu et al., 2004; Darias et al., 2006), o bien, esto hace considerar la
importancia de los carbohidratos en los primeros dias de desarrollo de estas espeeies (Lazo et
al., 2011; Murashita et al., 2014). Por su parte, los bajos niveles de expresion que S€ presentan
en dias posteriores a la absorcion de las reservas vitelinas, se han relacionado/con el
aprovechamiento de los carbohidratos, cuando de forma oportuna son consumidos en_los

alimentos .



2.3.- Requerimientos nutricionales de proteinas y lipidos en peces: En peces cultivados o con
poteneial, para la produccidn acuicola, la determinacion de los requerimientos nutricionales es
fundamental ‘para una correcta formulacion del alimento. En estos estudios los principales
nutrientes que-se consideran son las proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales; los
cuales tienen‘\que,ser proporcionados por lo menos en la minima cantidad que permitan el
mantenimiento y desarrollo de la especie (Maldonado-Garcia et al., 2012). El aporte en exceso
podria ser contraproducente ya que en algunos casos genera dafios fisiologicos en los
organismos (Fernandeéz~y) Gisbert, 2010). Asi también, se deben considerar los hdabitos
alimenticios y los aspectos /fisiologicos del sistema digestivo, porque los requerimientos
nutricionales cambian en cada uno de los estadios de desarrollo para cada especie (Sarasquete
et al., 2014). Si se cuenta con unasbuena nutricion y los correctos protocolos de alimentacion

para las especies cultidas, la rentabilidad de los cultivos podria aumentar.

La determinacién del requerimiento_ de proteinas permite obtener el maximo crecimiento con la
minima cantidad de proteina en la/dieta. El-agfegar mas proteina en el alimento incrementa la
excrecion de nitrogeno por los pecesinel preciodel alimento; por ser el nutriente mas caro y de
mayor proporcion en la formula (Abdojde la Parra et al., 2010; Gutiérrez et al., 2010). Este
exceso de proteina no necesariamente gefierarda un<tnayor crecimiento, porque podria ser
utilizado como fuente de energia; aunque d¢ alto coste”(€atacutan et al., 2001). En algunas
especies como Sparus Macrocephalus se determino el requerimiento de proteina en 41.8% y se
observo que por arriba de este porcentaje la ganancia en peso y latasa de crecimiento se reduce;
por lo que agregar mas cantidad de proteina en la dieta no es garantia de un mayor crecimiento
(Zhang et al., 2010). Mientras que en Centropristis striata requiere'de/aproximadamente 45%
de proteina para obtener un maximo crecimiento (Alam et al., 2008)¥ Sin duda, en peces
carnivoros los requerimientos de proteinas son mas elevados que en omnivoros,encontrandose

entre el 40 y 60% (Alam et al., 2009; Biswas et al., 2009).

Si bien en la mayoria de los peces en cultivo o con potencial acuicola se ha detefminado el
requerimiento de proteina, en algunas investigaciones se evaliia también el requerimiento de
lipidos; por ser el nutriente de mayor aporte energético y de acidos grasos en los alimentos

formulados para peces. Pero ademas del aporte energético, promueven el crecimiento mediante



el desarrollo de la membrana celular con el suministro de fosfolipidos y colesterol (Carrasco-
Chavez, 2004); mejorando la supervivencia en la etapa larvaria. Sin embargo, un exceso de
lipidos efi los peces puede provocar anormalidades en las células del higado (hepatocitos);
afectando la.respuesta de inmunidad y reduciendo la resistencia a los agentes patogenos
(Yildirim-Aksoy et al., 2009). Por ello, se debe proporcionar la cantidad adecuada o el minimo
requerido por el pézipara el mantenimiento, crecimiento y salud de los peces cultivados. La
fuente de lipidos debesproporcionar los 4cidos grasos esenciales de tipo poliinsaturados (PUFA)
como el acido araquidonico (ARA, 20:4n-6), el 4cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), el
acido docosahexaenoico (DHA¢22:6n-3), el &cido linoleico (18:2n-6) y acido linolénico (18:3n-
3) (Hamre et al., 2013). Los peces dulceacuicolas cuentan con la capacidad de elongar y
desaturar acidos grasos de tipo linelénico (18:3n-3) y linoleico (18:2n-6), para producir acidos
grasos de 20 y 22 carbonos como EPA, ARA y DHA; capacidad que los peces marinos no tienen
y que deben obtenerlos a través del alimento (Ackman y Kean-Howie, 1995; Aparicio-Simon,
2004). Los requerimientos de lipidos ytadcidos grasos esenciales han sido evaluados en las
diferentes etapas de crecimiento mediante elFmétodo dosis-respuesta. En varios experimentos se
evallian en conjunto el requerimiento’delipidos¥ proteinas, como en juveniles (11.80 + 0.15 g)
de Brachymystax lenok; en donde evaluaron Jos niveles de proteina de 400, 450, 500 y 550 g
kg™ con dos niveles de lipidos de 80 y 160 gkg!. La-dicta de 550 g kg™ de proteina cruda y 80
g kg! de lipidos se obtuvo el mayor crecimientoly eficieficia,alimenticia. Sin embargo, la dieta
con 450 g kg™!' de proteina y 160 g kg™ de lipidos muestra un“crecimiento y una alimentacion
eficiente similar; y podria ser la mas adecuada para la engorda de B. lenok por aspectos
econdomicos y ambientales (Xu et al., 2015). Mientras que en Lutjanus guttatus (2.2 £ 0.1 g) se
requiere de por lo menos 45% de proteina y 9% de lipidos para_su’mayor crecimiento y
supervivencia. Sin afectar los factores de condicion y de conversion alimefiticia, en este estudio
se evaluaron los niveles de proteina de 40, 45 y 50% y de lipidos 9, 12 y 15%Abdo de la Parra
etal., 2010). La tendencia actual, en la formulacion de alimentos para peces, busca incrementar
la cantidad de lipidos en la dieta para ser utilizados como fuente energética, y asisdisminuir el
nivel de proteina, permitiendo la reduccidon de costos y el impacto ambiental; al disminuir la
cantidad de nitrégeno excretado por los peces debido al exceso de proteina que podria€star en
la dieta (Schulz et al., 2008). En algunos estudios tinicamente se evalia el nivel de lipidos para

evitar que otros nutrientes puedan modificar las variables de respuestas. En Oreochromis



aureus’x Tilapia nilotica (8.0 = 0.1 g) se probaron tres niveles de lipidos (40, 60 y 80 g kg™)
con 'di€tas extruidas y en pellet, todas las dietas contenian 280 g kg' de proteina cruda. El

proceso.de _extrusion y de peletilizado no influyo en el requerimiento de lipidos es cual fue de

60 g kg! para-ambas dietas (Ma et al., 2015).

2.4.- Digestibilidad ¥in vitro” en peces: La métodos de digestibilidad in vitro estan siendo
aplicados en evaludcion,de ingredientes alternos, para la formulacion de alimentos acuicolas.
Las pruebas in vitro precuran simular el proceso de digestion, algunas intentan integrar las
diferentes etapas del procesoycomo la digestion acida/alcalina y la absorcion de nutrientes
(Morales y Moyano, 2010); mientras que otros son puntuales en la etapa de la digestion acida y
alcalina, como es el método del pH-stat (Hamdan et al., 2009). Sin duda, las ventajas de los
métodos in Vitro es que permiten la-evaluacion de ingredientes en un menor tiempo, son seguros
y no tiene restricciones éticas como log métodos in vivo (Velazco-Vargas et al., 2014). El pH-
stat permite determinar la biodisponibilidad de los nutrientes proteicos y lipidicos entre otros;
por medio del grado de ruptura de/los-enlacestpeptidicos por accion de las diferentes proteasas
en ingredientes proteicos (Alarcon et‘all, 2002)yy por la velocidad de hidrdlisis de los enlaces
éster para los ingredientes lipidicos (Nolascq et al?, 2006). En algunos peces marinos se han
aplicado estos estudios como en juveniles d¢ Gadus merhua con extractos de ciegos piloricos y
en la ontogenia de larvas de Paralichthys californicus médiante extractos de pool, en ambos se
evaluo la digestion alcalina para 17 y 9 ingredientes respectivamente (Tibbettes et al., 2011;
Martinez-Montafio y Lazo, 2012). En peces dulceacuicolas, también se han realizado estas
investigaciones, como en juveniles de Cichlasoma urophthalmus donde se evaluaron 29
ingredientes proteicos de origen animal y vegetal para la digestion acida'y alcalina; encontrando
que los ingredientes con mayor grado de hidrolisis resultaron ser la catne y visceras de pollo,
carne de cerdo y pasta de coco (Cuenca-Soria et al., 2013b). En Atractosteus tropicus se han
aplicado en la digestion acida y alcalina, tanto en larvas como juveniles evaluando ingredientes
proteicos y lipidos para ser utilizados en la formulacion de alimentos balanceados. En larvas,
las harinas que podrian ser utilizadas srerian la de camaron, jaiba y de pescado (Frias-Quintana
et al., 2010); mientras que en juveniles los ingredientes proteicos podrian ser principalmente la
harina de pescado, de carne y visceras de pollo, de res y calamar. En cuanto a los ingredientes

lipidicos, se podrian utilizar el aceite de pescado, oliva y de maiz (Guerrero-Zarate, 2010).
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2.5.- /Estudios realizados en Amphilophus trimaculatus: Debido al cambio del nombre
cientifico de esta especie ocurrido durante la investigacion, surgue el interés de mencionar que
toda espe€iecon interés acuicola, debera ser correctamente identificada taxondmicamente. Estos
cambios o adecuaciones taxondmicas pueden generar algunas dificultades en la blisqueda de
antecedentes, 10" cual podria generar algunas afectaciones en el desarrollo tecnoldgico del
cultivo. En el caso'de, A. trimaculatus desde la primera vez que se describio ha tenido cuatro
cambios en el nombreeientifico segiin lo descrito por Eschmeyer et al., (2017). Inicialmente
fue nombrada como *Her0s trimaculatus por Giinther, (1867), afios mas tarde se le asigno el
nombre de <Parapetenia(trimaculata (Giinther 1867) por Hernandez-Rolon, (1990), pero
enseguida se cambio a <Cichlasoma trimaculatum (Giinther 1867) por Conkel, (1993).
Posteriormente, se modifico a ***Ciechlasoma’ trimaculatum (Giinther 1867) por Miller, (2006).
Y actualmente es nombrada como *Amphilophus trimaculatus (Giinther 1867) por Ric¢an et al.,
(2016).

Los pocos estudios de A. trimaculatus, han sid6 enfocados en la descripcion de los habitos de
alimentacion, distribucion y abunddncia, cicle” de vida, asociacion a pardsitos, desarrollo
gonadico y reproduccidn en cautiverid. LLos habites alimenticios fueron descritos por primera
vez por Yanez-Arancibia, (1978), quien la cataloga®Como un consumidor primario de tipo
omnivoro; pero Violante, (1995) menciona que tiende a s€r.earnivora durante algunos meses del
afo. Es considerada una especie dulceacuicola con tolerancia-a bajas salinidades (Gil, 1991;
Diaz-Ruiz, 2006 y Miller, 2009); pero Gomez-Gonzalez (2005) me€nciona que tienen una amplia
tolerancia a la salinidad de 0 a 34%o. En trabajos de abundanciagse tiene los de Gil, (1991) y
Diaz-Ruiz, (2006) el primero realizado en la laguna de Tres Palos, Guerrero y el otro en el
sistema lagunar-estuarino Chantuto-Panzacola, Chiapas; en los dos sistéma se encontrd una
abundancia relativa baja (menor al 1%) con respecto a otras especies. Mientras que en el sistema
lagunar-estuarino de Carretas-Pereyra, A. trimaculatus se encuentra entrelas’ especies que
representan el 86% de la captura en distribucion y abundancia numérica (Velazquez-Velazquez
et al., 2005). En estudios de parasitologia se tiene el de Violante-Gonzalez, (2008);, donde
menciona que A. trimaculatus, presenta mayormente parasitos de tipo generalistas y pocos que
son especialistas de ciclidos. En cuestiones de fisiologia reproductiva las hembras alcanzan

primero la madurez sexual a los 14 cm de longitud total, con desoves promedios de huevos de
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3,08242 £ 1,060.52; mientras que en los machos la madurez sexual es hasta los 14.92 cm
longitddstotal (Violante, 1995). Se ha logrado la produccion de larvas en sistemas de
recircula€ional utilizar una proporcion de sexo 2:1 (hembras-machos); las cuales se han
utilizado para-el repoblamiento de los sistemas lagunares-estuarinos del Estado Chiapas, y otra
parte para cuestiones de investigacion (Uscanga-Martinez et al., 2012). Se evalu6 el desarrollo
gonadico en temporada de secas y lluvias, en donde se encontraron cinco estadios de maduracion
y se indico que la temporada de reproduccion es en la época de secas iniciando posiblemente en

el mes de enero (Ortiz-Cruz, 2011).

Hasta el momento, solo se dispene de dos estudios relacionados con la actividad enzimaética
digestiva y otro sobre el requefimiento proteico. En larvas se estudiaron por pruebas
bioquimicas y electroforéticas las enzimas de proteasas acidas y alcalinas, lipasas, amilasas y
fosfatasas durante la ontogenia inicial, €n donde se considera que esta especie tiene completa su
maquinaria enzimatica digestiva a partir del dia 9 después de eclosion, por lo que se recomienda
realizar el proceso de deshabituacion-de alimeénto vivo a alimentos inertes al dia 15 después de
eclosion (Toledo-Solis et al., 2015){ El otro estudio, corresponde a la caracterizacion de las
proteasas digestivas en juveniles, encontrande queda digestion es realizada en conjunto con las
proteasas acidas como alcalinas, en donde dasiproteasds.alcalinas resultaron ser mas estables a
los cambios de pH y temperatura. Mientras/que las” preteasas acidas presentan elevada
sensibilidad al inhibidor de pepsina tipo A (Toledo-Solis#€tyal., 2016). Por otra parte, se
determino el requerimiento proteico en larvas de 0.70 g de peso.y una longitud total de 3.23 cm
en promedio; se evaluaron dos niveles de proteinas de 45% y 35%; comparada con un alimento
comercial del 45% de proteina. En donde se determind que las_lafvas tienen un mayor
crecimiento en peso (2.91 g) y longitud total (5.04 cm) con niveles. del 45% de proteina

(Violante, 1995).
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3.- JUSTIFICACION

La acticultura podria ser una de las alternativas para resolver el problema de la seguridad
alimentariag_cen la incorporacion del cultivo de nuevas especies. En los ultimos afios, se han
realizado investigaciones para desarrollar las técnicas de cultivo para cada especie con potencial
acuicola. Sin embargo, uno de los problemas que radica en ciertas especies de cultivo, es un
retraso en el crecimiento en algunas etapas de desarrollo con larvaria, juvenil o adulta. Esté
puede ser afectado por. diversos factores, como son genéticos, densidades de siembra,
parametros fisico-quimicos, alimentacion y nutricion, entre otros. En este aspecto, los problemas
relacionados a la nutricién son ocasionados principalmente por el alimento suministrado que
puede generar un retraso en el'creCimiento, debido a que en la mayoria de las ocasiones se
proporciona una dieta formulada para.otras especies y podria ser deficiente en nutrientes. Si
bien, se procura suministrar la dieta mas)parecida a los habitos alimenticios de la especie en
cultivo; ésta no estd formulada de_acuérdo a la capacidad digestiva y a los requerimientos
nutricionales que se necesitan para.mejorar<€l crecimiento. Ademas, en la etapa larvaria de
algunas especies el crecimiento es afin jmas complicado; porque no se cuenta con un sistema
digestivo desarrollado para llevar a cabol eficientemiente el proceso de digestion y absorcion de
los alimentos. Esto debido a que no todas las enzimas_digestivas estan presentes desde el
momento de la eclosion de la larva y estas muestra activVidad después de la formacion de los
organos del sistema digestivo y de la expresion de los genhes precursores de las enzimas
digestivas. Por lo tanto, en la presente investigacion se genero informacion que permitird
mejorar el crecimiento en la etapa larvaria y juvenil del cultivo de’A. trimaculatus. En la etapa
larvaria se genero informacion para describir el proceso de formacion del sistema digestivo y la
identificacion de algunos genes precursores de las enzimas digestivas; asi como los
requerimientos nutricionales de proteina y lipidos. Para la etapa juvenils§e‘prpusieron los

posibles ingredientes para elaborar dietas especificas de la especie.
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4.- OBJETIVOS

4.1- Objetivo general
Contribuir al conocimiento en la fisiologia digestiva de la etapa larvaria y en la nutricion
de juweniles de Amphilophus trimaculatus para la elaboracion de protocolo de

alimentacion ly formulacion de alimentos acuicolas.

4.2- Objetivo especifico

4.2.1.- Capitulo I: Describir histologicamente el desarrollo morfoldgico y fisioldgico del

sistema digestivo en la etapa larvaria de A. trimaculatus.
4.2.2.- Capitulo I: Determinari]a expresion de genes precursores de las enzimas
digestivas de proteasas (4cidas y'alcalinas) y a-amilasa durante la etapa larvaria de A.

trimaculatus.

4.2.3.- Capitulo II: Determinar €l*requerimiento de proteina y lipidos en larvas de A.

trimaculatus.

4.2.4.- Capitulo III: Evaluar la digestibilidad in vitro.de.diversos ingredientes proteicos

y lipidicos para la formulacion de alimentos en juveniles.de A. trimaculatus.
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5.- HIPOTESIS

1.- En la"etapa larvaria tanto los estudios histologicos como de biologia molecular se han
aplicado pata-elegir el momento adecuado para iniciar la alimentacidon exdgena; mediante el
entendimiento.del desarrollo de la fisiologia digestiva y el conocimiento de los zimdgenos
precursores de las ‘enzimas digestivas. En A. trimaculatus los analisis bioquimicos muestran
actividad enzimatica endias después de la eclosion, pero la actividad enzimadtica incrementa en
el dia 6 y 11 dde. Por ¢elle, se espera encontrar zimdgenos en los primeros dias de la eclosion y
que estos se incrementen ¢n elstranscurso de los dias. Asi también, se considera que el sistema
digestivo estard completamente fermado y serd funcional antes del dia 15 dde, para llevar acabo

los procesos de digestion y absorcién de nutrientes.

2.- En peces con habitos alimenticios d¢’emnivoria con tendencia a la carnivoria pueden requerir
elevados porcentajes de proteinas_y de lipidos. Las proteinas son la fuente principal de
aminodcidos esenciales y los lipidos.de acidos grasos esenciales; ambos nutrientes promueven
un mayor numero de procesos bioquimicos efici€ntes, para incrementar el crecimiento en peso
y longitud de los peces. En la etapa latvaria de A.drimaculatus se espera que el requerimiento
de proteina se encuentre entre 45 y 50%; mi€ntras que-€laequerimiento de lipidos este entre 15

y 22%.

3.- Existe una gran cantidad de ingredientes proteinicos y lipidiCos que pueden ser utilizados
para la formulacion de dietas en peces. Sin embargo, el uso de estos'ingredientes esta en funcion
al requerimiento nutricional y a la capacidad digestiva de la especie. Desde el punto de vista
enzimatico el alimento para A. trimaculatus podria estar formulado por.ingredientes de origen
animal y vegetal. Pero podrian ser las harinas proteicas y aceites provenientes de origen animal

las que tengan una mayor digestibilidad a los ingredientes de origen vegetal.
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7.- CAPITULOS

7.1.- Capitulo 1. Desarrollo histolégico del sistema digestivo y expresion génica de enzimas

digestivas én-la ontogenia inicial de la mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus)

Toledo-Solis F.J/(Hilerio-Ruiz A.G.!, Jiménez-Martinez L.D. 2, Sdenz de Rodrigafiez M.?,

Martinez-Garcia R.Y, Povar-Ramirez D.?, Alvarez-Gonzalez C.A.!

'Laboratorio de Acuicultura Trepical, Division Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Juarez Auténoma de Tabascos 0.5 km Carretera Villahermosa-Cardenas, C.P. 86039
Villahermosa, Tabasco, México.

Laboratorio de Biologia Molectlar,. Division Académica Multidisciplinaria de Jalpa de
Méndez, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, km 27 Carretera Estatal Libre
Villahermosa-Comalcalco, C.P. 86205. Jalpa de Méndez, Tabasco, México.

3Departamento de Fisiologia, Facultad.de Ciencias de la Salud, Campus de Melilla, Universidad
de Granada. Calle Santander, 1, C.P¢52005. Melilla, Espana.

“Instituto Politécnico Nacional, Centroide Investi€aciones Biologicas del Noroeste La Paz,

B.C.S., México.

7.1.1.- RESUMEN

La mojarra tahuina (Amphilophus trimaculatus), es un.€iclido nativo en la costa del
Pacifico Sur de México. Estd especie es considerada como ungcandidato potencial para la
acuicultura, de acuerdo a la importancia comercial que presenta end@ zona y los aspectos
biologicos de cultivo. Por ello, actualmente se trabaja en el establecimiento de los protocolos de
alimentacion para desarrollar su cultivo. Sin embargo, se desconocensdiversos aspectos
fisiologicos basicos como son el desarrollo del sistema digestivo y los patronés de expresion de
los genes precursores de las enzimas digestivas durante la ontogenia iniciali.Para ello, se
tomaron muestras desde huevo hasta el dia 30 después de eclosion (dde, 11.68+0.35 mm) para
realizar estudios sobre el desarrollo del sistema digestivo por medio de histologia y la expresion
de enzimas digestivas por qPCR. En los andlisis histologicos se aplicd una tincidon_con

hematoxilina-eosina (H&E), mientras que para los andlisis de expresion génica, primeramente
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se realizo la identificacion de forma parcialmente las secuencias del pepsindgeno (MG967448),
tripsindégeno (KX697033), quimotripsinogeno (KX697034) y o-amilasa (MG967449).
Posteriormente, se cuantificd por medio de qRT-PCR el patron de expresion de cada zimdgeno.
Se encontrd que el sistema digestivo presenta un desarrollo abrupto caracteristico a lo descrito
en otros ciclidos; encontrandose desde el dia 6 dde (5.824+0.32 mm) diferencias histoldgicas en
distintos drganos;como_ estomago, intestino, pancreas ¢ higado. Por su parte, los patrones de
expresion muestran‘epreste dia (6 dde, 5.82+0.32 mm) una expresion significativa, indicando la
funcionalidad de los distites 6rganos del sistema digestivo. Se puede concluir que el completo
desarrollo morfolégico y funcienalidad del sistema digestivo es proximo a los 15 dde (7.28+0.26
mm), lo que indica que esta espeeie, presenta habitos omnivoros con tendencia carnivora desde
el periodo larvario, lo cual, podrasSer considerado en el establecimiento de los protocolos de

alimentacion y en la formulacion de-alimentos especificos.

Palabras claves: Histologia, A. trimaculatls, Expresion de genes, Ontogenia, Organogénesis, Proteasas,

Sistema digestivo.

7.1.2.- INTRODUCCION

En el area de fisiologia digestiva de peces, es usual'querlos primeros estudios realizados
con el fin de generar informacion basica, estén enfocados efi 1ahistologia del desarrollo del
tracto digestivo, los andlisis de la actividad enzimatica y en afios.ré€ientes se han integrado los
analisis de expresion de genes precursores de enzimas digestivas gracias al abaratamiento de
dichas técnicas (Hachero-Cruzado et al., 2009; Chen et al., 2016). Todos\estos analisis, ayudan
a comprender el desarrollo morfologico y la funcionalidad del sistema digestiyoprincipalmente
en las etapas iniciales donde la capacidad digestiva es aun limitada (Zamboning Infante et al.,
2008). Afiadido a esto, también se han utilizado como indicadores del estado nutricional de los
organismos en las distintas etapas de desarrollo. Por lo tanto, en las especies con potencial para
ser incorporados a la acuicultura, dicha informacion podrian ayudar a establecer los protoeolos

de alimentacion de las distintas etapas de cultivo.
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Las larvas de peces puede ser morfologicamente capaces de alimentarse desde el momento de
la apertura de la boca, aunque no necesariamente nutrirse, lo cual depende del tipo de alimento
que se les dio (Canino & Bailey, 1995; Govoni et al., 2004); de ahi la importancia de realizar
estos estudios=Si bien, histologicamente el desarrollo del sistema digestivo tiende a ser similar
en peces teledsteos, estos son considerados interespecificos en la relacion al tiempo de
desarrollo y funcionalidad durante la organogénesis (Lazo et al., 2011). Es por ello, que se han
realizado en distintas especies como en Oreochromis niloticus (Morrison and Wright, 1999),
Petenia splendida (Trevifio et al., 2011) y Cichlasoma urophthalmus (Cuenca Soria et al.,
2013).

Por su parte, los analisis bioquimie6s de actividad enzimatica se siguen utilizando para indicar
la funcionalidad y madurez delSistema digestivo, como los realizados en Palabrax
maculatofasciatus (Alvarez Gonzalez €t al., 2008) y en Dentex Dentex (Gisbert et al., 2009).
Mientras que los estudios de expresion géfiica permiten comprender eventos moleculares que
rigen la capacidad y funcionalidad/del-sistema digestivo (Murray et al., 2006). Dichos trabajos
enfocados en este campo, se centran@n el estudio de aquellos genes relacionados con las rutas
metabolicas asociadas a los precursores deenzimasgpancreaticas y gastricas; debido al papel que
desempenan este tipo de enzimas en el prog€se de digestion (Moyano, 2005; Manriquez et al.,
2011; Moguel-Hernandez et al., 2016). En algunas espeeies-como Sparus aurata, Paralichthys
olivaceus, Pagrus pagrus y Scophthalmus maximus, se han analizado los patrones de expresion
de genes precursores de enzimas pancreaticas como tripsina, gllimotripsina, lipasas de sales
biliares, a-amylase y en menor proporcion las gastricas comogpepsina. Esto ha permitido
relacionar la variacién del comportamiento de la expresion con la ‘organogénesis del sistema
digestivo durante las primeras etapas de desarrollo; permitiendo una mayor compresion de como
el proceso de digestion es regulado por los mecanismos moleculares correspondientes (Darias
et al., 2007; Lee et al., 2017; Chi, et al., 2013; Mata-Sotres, 2016). En la mayoria de los casos,
durante la ontogenia inicial de cualquier especie de cierto interés, estos estudios.se realizan de
forma independientes. Sin embargo, cada vez son mas usuales los trabajos que intégran estos
analisis describiendo los patrones de actividad y expresion génica, como el realizado de la

enzima tripsina en Sphoeroides annulatus (Garcia-Gasca et al., 2006) y para las enzimas tripsina
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y pepsina en Lutjanus guttatus (Galaviz et al., 2012); ambos integrando descripciones de tipo

histolégicas.

Por otro lados~C. trimaculatum Giinther, (1867), nombrada recientemente por Ri¢an et al.,
(2016) como“Amphilophus trimaculatus Giinther, (1867), es un ciclido nativo del suroeste
mexicano de impertancia comercial en la zona del Pacifico (Violante, 1995; Ortiz-Cruz, 2011).
Actualmente se estd trabajando en el establecimiento de los protocolos de alimentacion para
desarrollar y optimizart su cultivo. Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado en
la descripcion de la fisiologia® digestiva, resumiéndose en la obtencion de las actividades
enzimaticas durante la ontogenia inicial y la caracterizacion de las proteasas digestivas en
juveniles (Toledo-Solis et al., 2015; 2016). Por lo tanto, en el presente trabajo se describi6 el
desarrollo del sistema digestivo y-l0s patrones de expresion de los genes precursores de las

enzimas digestivas durante la ontogenid inicial de A. trimaculatus.
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7.1.3MATERIALES Y METODOS

7.1.3:¥.- Obtencion del material biologico

Las larvas_de A. trimaculatus se obtuvieron del lote de reproductores del Laboratorio de
Nutricidon y/Preduccion Acuicola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH). Para ello, los reproductores fueron alimentados a
saciedad aparente ¢on alimento comercial Silver Cup® (32% de proteina y 5% de lipidos) tres
veces al dia, manteniéndose a una temperatura en el sistema de 28.25+0.57 °C, con fotoperiodo
natural (12/12 h) y unaexigenacion continua (5.85+0.62 mg/L). Una vez obtenida la puesta y
observado que las larvag obtuvieran el nadado libre, se transfirieron a un sistema de
recirculacion en tanques de fibra-de vidrio circulares de 180 L de capacidad, con oxigenacion
continua (6.25+0.55 mg/L) y tempetatura de 27.78+0.50 °C. En donde, después de la absorcion
del saco vitelino (dia 4 dde) las larvas, se alimentaron con nauplios de Artemia sp. (INVE®);
posteriormente en los dias 11 y 12 dde,se inici6 una coalimentacion de nauplios y alimento
balanceado Silver Cup Pedregal® (45% deproteina y 16% de lipidos), y a partir del dia 13 dde
(6.21£0.26 mm) Gnicamente se suministré-alimento balanceado hasta finalizar el bioensayo.
Todo el alimento se suministré a saciedad aparente a las 8:00, 13:00 y 18:00 h (Toledo-Solis et
al., 2015).

7.1.3.2.- Colecta de muestras para histologia y molecular

Se tomaron 10 muestras de huevos y de larvas directamente de los tanques antes de ser
alimentados para los andlisis histologicos y anélisis moleculares.L.os dias seleccionados fueron
el dia 0 (4.60+0.10 mm), 1 (5.10+0.14 mm), 3 (5.71£0.10 mm), 6 (5:82+0.32 mm), 9 (6.28+0.31
mm), 11 (6.57+0.33 mm), 13 (6.21£0.26 mm), 15 (7.2840.26 mm), 17 (8.03+£0.46 mm), 19
(9.02+0.36 mm), 21 (9.14+0.36 mm), 24 (10.12+0.29 mm), 27 (LI¥74£0.38 mm) y 30
(11.68+0.35 mm) dde. Las muestras de histologia se fijaron en solucion bodinsdurante 6 a 10
horas, de acuerdo al estadio de desarrollo. Después se lavaron con agua)destilada y se
conservaron en alcohol al 50% hasta su procesamiento. Las muestras para analisissmoleculares
se lavaron con agua destilada y se preservaron por 24 horas en solucion estabilizadoraRNA Later
(Invitrogen®), para luego ser conservadas a -80°C hasta su posterior andlisis. Paralelamente,

esos mismos dias de muestreo se tomaron 10 larvas y se realiz6 una biometria midiéndose el
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peso_hfimedo con una balanza digital (DENVER® TP-323) y la longitud total se midi6 con un
vernierdigital (TRACEABLE® modelo 3415).

7.1.3.3.- Analisis histologicos del sistema digestivo

Las larvas muestreadas se deshidrataron en una serie de soluciones de alcohol de concentracion
creciente (50, 70,80,196, 100%), alcohol 100%/Xilol y Xilol, cada uno por 10 min a temperatura
ambiente; para luego mrantenerse en Xilol/parafina y parafina a una temperatura de 58°C por 10
min. Seguidamente, las muestras se incluyeron en bloques de parafina, los cuales se elaboraron
con un dispensador de pafafina AP280-2 Myr. Los bloques se cortaron en un micrétomo en
secciones sagitales a un grosor d¢ 5 um. La parafina de los cortes se removio con xilol y se
secaron a 70°C por 4 horas. Postefiormente, las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina
(H&E) de acuerdo a la metodologia_propuesta por Trevifio et al., (2011). Finalmente, las
preparaciones histologicas se observaron en un estereoscopio (Olympus 8ZX16) y en un
microscopio (Olympus BX41) ambos cofi cdmara digital (Olympus DP27, de 5 MP) operada
con el programa informatico CellSens (Olympus). Para realizar la fotodocumentacion del
desarrollo del sistema digestivo se obtuvieron miicrofotografias de las estructuras histologicas

del canal alimentario y los 6rganos asociados,

7.1.3.4.- Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

En los andlisis moleculares la extraccion de ARN total de las“muestras se realizo mediante las
especificaciones del kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion® by life technologies™), el
producto final se diluyo en 20 pl de agua libre de RNAsas. ‘Enseguida, se cuantificé por
espectrofotometria (A260/280) con un nanodrop Jenway® y se observd lainitegridad del producto
en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1X. Posteriormente se realizé la sintesis de ADNc
apartir de 1 ug de ARN total de las muestras, bajo las especificaciones del kitiSeript™ Reverse
Transcription Supermix for RT-qPCR (BIO-RAD®), utilizandose oligo (dT) § tandom primers

en una reaccion de volumen final de 20 pl por muestra.
7.1.3.5.- Disefio de primers para RT-PCR y qRT-PCR
Para la obtencion de los primers especificos para la qRT-PCR, primeramente se disetiaron

primers para la identificacion de los genes de interés (pepsina, tripsina, quimotripsina y amilasa)
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en A.trimaculatus ver tabla 1. Los primers para RT-PCR se disefiaron de regiones conservadas
de las”secuencias homologas de genes reportados (GenBank) en otros peces y utilizando
softwares”de ‘acceso libre (Clustal W2, BLAST y Oligoanalyzer). En la identificacion del gen
pepsinogend.se ocuparon los primers publicados por Ming-Ji et al., (2006). La identificacion de
los genes se tealizé en oOrganos (estdmago, intestino e higado/pancreas) extraidos de peces
adultos cultivades bajo las condiciones descritas anteriormente. La RT-PCR para la
identificacion de 16sggenes se efectué mediante el kit Invitrogen® Platinum™ Taq DNA
Polymerase, en una reacCion de volumen final de 20 pl con ayuda de un termociclador
eppendorf® AG22331. Los preductos de RT-PCR se observaron en un gel de agarosa al 1.5%
con buffer TAE 1X, con ayuda-de un fotodocumentador Bio-rad® Universal Hood II. Los
productos se purificaron con el kitPureLink® PCR Purification y se enviaron a secuenciar a la
Unidad de Sintesis y Secuenciaciondellnstituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias
obtenidas se registraron en la base de/datos del GenBank. Finalmente, usando como base las
secuencias obtenidas en el paso anterior yimediante la utilizacion softwares de acceso libre como
Primer3 y Oligoanalyzer, se disenaromlos prifiiets para qRT-PCR para una temperatura de 60

°C (Tabla 1).

7.1.3.6.- Cuantificacion por qRT-PCR

La cuantificacion de la expresion relativa delos/genes durante la ontogenia se llevo a cabo en
un termociclador CFX96 Touch™ Real-Time (Bio-Rad) enatha reaccion de volumen total de
10 pL por muestra donde se ocuparon 5 ul de SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad), 1 ul ADNCc, 0.8 pul de primers (10 pmol) y 3:2"ul de agua destilada. Todas
las reacciones se realizaron usando las siguientes condiciones: 1 ‘ciclo de 50°C por 2 min,
seguidos de 1 ciclo 95°C por 2 min, 40 ciclos 95°C por 15 segundos y 60°C por 30 segundos, y
finalizando con una curva melting bajo condiciones estandar del programasde 60 ciclos para
confirmar la amplificacion de un solo producto en cada reaccion y la ausenciayde dimeros. Se
utiliz6 el gen 18s como gen de referencia, por ser el mas estable al ser comprado.con otros dos
genes en la plataforma de RefFinder (Xie et al., 2012); y como muestra control s¢ wtilizo la

muestra de huevo.
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Tablas1. Oligonucleotidos utilizados para la identificacion y expresion de genes precursores de
las enzimas digestivas durante la ontogenia inicial de A. trimaculatus.

Size Temperature
Sequence
Gene/NCBI accession  Direction (bp) (°O) Use
Pepsinogen Sense TCTTGTGGGTCCCTTCAGTG 58
648 RT-PCR
MG967448 Antisense  TCGGGATGTTCTGGCAGTTC
Trypsinogen Sense CTGGGTGGTGTCTGCTGC
500 RT-PCR
KX697033 Antisense GCACATCCGTAGCCCCAG 58
Chymotrypsinogen Sense GAGGAGGCCGTCCCCCACTCCTG
647 RT-PCR
KX697034 Antisense GGTGACACGGGCGTAGACAGCGG 58
a-Amylase Senses” TTGCTGCAGAGTGTGAGCGCTT
526 RT-PCR
MG967449 Antisense JAGGCATCCACTCTGAATCCAGC 58
Pepsinogen (Pep) Sense ¢ GTIGAAGTGGTGTTTGGTGGTA
169 60 RTq-PCR
Antisense  GAGGTACCAGTGTCGATGATG
Trypsinogen (Try) Sense TGECACCCTCAACAGTTATG
113 60 RTq-PCR
Antisense  CTATCAGCAGTGGGGCTCAT
Chymotrypsinogen(Chy)  Sense = GACCAATGATGAGTGCCAGT 60
156 RTq-PCR
Antisense CAGGAGACAATACCGACCAG
a-Amylase (Amy) Sense CATFTGCTCAAGAGTGTGAACGT
176 60 RTq-PCR
Antisense  GTGAGGCAGAACTGAAGGACAT
18S rRNA Sense  GGACACGGAAAGGATTGACAG
111 60 RTq-PCR
JF698683 Antisense  GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC

7.1.3.7.- Analisis estadisticos

El analisis de la expresion relativa a lo largo de la ontogenia se.realizd con el método

comparativo 2 *2°T (Livak & Schmittgen, 2001). La media de las unidades,de expresion relativa

se calcul6 a partir de 3 repeticiones. Enseguida se aplicaron las pruebas estadisticas de Kruskal-

Wallis y como prueba a posteriori Nemenyi para encontrar la diferencia entre los dias de la

ontogenia. Los analisis estadisticos se realizaron en el software STATISTICA V.8 (StatSoft,

Tulsa, OK, USA) usando un nivel de significancia de p<0.05 en todas las pruebas,
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7.1.4RESULTADOS

7.1.44- Crecimiento en peso humedo y longitud total

El crecimicnto en peso himedo y longitud total de A. trimaculatus desde la eclosion hasta el dia
30 dde (11£68+0.35 mm) se muestran en la figura 1. En donde, se observa un crecimiento
constante de ‘tipo.exponencial, siendo el peso humedo = 0.004*exp®12%7dia) (1=0.992) y la
longitud total = 4;7301*exp®314"di2s) (1=0,985). El promedio maximo del peso humedo resulto

en 0.0207 gy la lorigitud total en 11.68 mm al finalizar la colecta del ensayo.
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2 - 10 £
it L —
< 0.015 - *"—"E
= 8
q;, f—’;/i/@ c
> 0010 o/g/(} -6 @
2 ©
; - 4 it
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0.000 - 7 <<— Total length .
0 1 3 6 9 111315 17 19 21)24 27 30
Age (dah)

Figura 1. Crecimiento en peso hiimedo (g) y longitud total (mm) durante la ontogenia inicial (0-
30 dias después de eclosion) de A. trimaculatus (Promedio + error estandar, n=10). Las lineas
verticales indican el momento de los cambios de la alimentacion. Las letras‘ensmayutsculas el
tipo de alimento y las letras en mintsculas indican es estadio de desarrollo. SV¢'Saco vitelino,
NA) Nauplios de Artemia sp. CO) Coalimentacion de nauplios de Artemia Spey)alimento
balanceado, AB) Alimento balanceado.
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7.1.4.2.-Descripcion histolégica del desarrollo del sistema digestivo

Los erganismos del dia 3 dde (5.71+£0.10 mm), se alimentan exclusivamente de vitelo ya que no
se suministro*alimento balanceado, los cuales presentan un digestivo rudimentario compuesto
por tres regiones principales, cavidad bucofaringea, esdfago e intestino. En este dia, se presenta
el primordio ‘de“la vejiga gaseosa revestido por un epitelio de células ctbicas, y también se
visualiza la presencia de glandulas adhesivas en la region cefalica (Fig. 2). El dia 4 dde se
observa la abertura desla boca y se inicia la alimentacion exdgena con nauplios de Artemia sp.,
en conjunto con la alimentacion enddgena de las reservas de vitelo y globulos de aceite. En el
dia 6 dde (5.824+0.32 mm)(se observan cambios morfoldgicos y estructurales importantes en las
larvas, incrementandose el desarrollo del tracto digestivo con la aparicion de las primeras
glandulas gastricas (Fig. 3A, "D)# Para el dia 11 dde (6.57+0.33 mm), se visualiza una
regionalizacion del sistema digestiyo_econ la diferenciacion del intestino anterior y posterior,
coincidiendo con la coalimentacion de'nauplios de Arteminia sp. y alimento balanceado (Fig.
4A, D). En el dia 15 dde (7.28+0.26 mni) se puede observar un sistema digestivo desarrollado
y se suministra inicamente alimento.comercial (Fig. 5). Para el dia 30 dde (11.68+0.35 mm) se
presenta un incremento del tamafio del sistemasdigestivo completamente desarrollado con las
caracteristicas de un juvenil (Fig. 6A)."En~donde, dos diferentes drganos del sistema digestivo

presentaron cuatro capas constitutivas; la mticesa, submucosa, muscular y serosa.

Saco vitelino

Al momento de la eclosion, los embriones presentan un saco vitelino de gran tamafio y
homogéneo, el cual se encuentra ubicado en la region ventral asoeiado al higado (Fig. 2A, E).
El vitelo se encuentra rodeado por la capa sincitial vitelina, la cual esta re€ubierta por un epitelio
escamoso. Estas reservas se dejan de observar macroscopicamente en el.dia 11 dde (6.57+0.33
mm) (Fig. 4A). Sin embargo, microscopicamente se pueden evidenciar remanentes hasta el dia
30 dde (11.68+0.35 mm); observandose de forma compacta, rodeada de melahdforos y tejido

hepatico (Fig. 6B).
Bucofaringe
En el dia 3 dde (5.71£0.10 mm), la boca permanece cerrada y la cavidad bucofaringea esta

revestida por un delgado epitelio estratificado, con algunas células caliciformes dispersas (Fig.
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2B). Para el dia 6 dde (5.82+0.32 mm), se observa la presencia de papilas gustativas, un
incrémento en la cantidad de células caliciformes y se hicieron visibles dientes bucofaringeos
(Fig. 3B)" Mientras que los dientes mandibulares son visibles hasta el dia 15 dde (7.28+0.26
mm) (Fig.SB). Entre los dias 15 y 30 dde (11.68+0.35 mm), no se presentaron nuevas

estructuras, aungque se observo un aumento del crecimiento en la cavidad bucofaringea.

S N

Figura 2. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al dia 3 dde (5¢71%0.10 mm) con
tincion de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) region cefalica, 40x. C) detalle de
la zona de la cavidad bucofaringea, 40x. D) detalle de la zona del es6fago, 100X. D) region
visceral, 40x. Abreviaturas: ab = arcos branquiales, b = boca, ¢ = cerebro,\.cb = cavidad
bucofaringea, cc= células caliciformes, co = corazon, es = esdfago, ga = glandulastadhesivas, h
= higado, 1 = intestino, m = musculo, o = o0jo, rv = reservas vitelinas, tp= tejido pancreatico, vn
= vejiga natatoria.
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Eséfago

En eldia 3 dde (5.71+0.10 mm), después del cuarto par de arcos branquiales inicia un corto
esofagoy'termina con un esfinter, dividiéndolo de la region del intestino. El cual esta revestido
por un grueso-epitelio cuboidal simple formando pliegues longitudinales (Fig. 2C). Este epitelio
presenta un mayor niumero de células caliciformes que la cavidad bucofaringea (Fig. 2D).
Subyacente al epitelio esofagico, se encuentran dos capas de tejido muscular una de tipo circular
y otra longitudinal ‘que~conforman la mucosa esofagica. En el dia 6 dde (5.82+0.32 mm) el
epitelio del esofago presenta abundantes células caliciformes y un aumento en la cantidad de
pliegues longitudinales, lo{cual’se incrementd con el desarrollo de la larva (Fig. 3C). En el dia
11 dde (6.57+£0.33 mm) se presenté una mayor longitud y profundidad de la mucosa esofagica,
la cual esta cubierta por células.caliciformes (Fig. 4B). Para el dia 15 dde (7.28+0.26 mm) las
células caliciformes cubren todo el'epitelio esofagico, visualizdndose también una capa de tejido
conectivo a lo largo del esofago (Fig. 5C). Finalmente, para el dia 30 no se presentan diferencias
histologicas con respecto a los dias afiteériores visualizandose un esdfago completamente

desarrollado.
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5 E R
Figura. 3. Desarrollo del sistema digestivo de A. trimaculatus al@6 dde (5.82+0.32 mm) con
tincion de H&E. A) Vista general de un corte sagital, 10x. B) region gefélica, 40x. C) detalla de
la zona esofagica, 40x. D) detalle de la zona pancreatica, 100x. egion visceral, 40x.
Abreviaturas: a = ano, ab = arcos branquiales, b = boca, ba = bazo, ¢ rebro, cb = cavidad
bucofaringea, cc= células caliciformes, cn = células notocordales, co = c%n, df = dientes
faringeos, e = estomago, es = eso6fago, ga = glandulas adhesivas, gg = glandulas géstricas, h =
higado, i = intestino, 0 = 0jo, pen = pancreas endocrino, pex = pancreas €Xo , pg = papilas
gustativas, r = rifion, rv = reservas vitelinas, tp= tejido pancreatico, vb = ves iliar, vn =

vejiga natatoria. Q
S
Q
O
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Estémago

Al dia3 dde (5.714+0.10 mm) atn no existe presencia de estdbmago, este se observa hasta el dia
6 dde (5482+0.32 mm), el cual esta revestido por un epitelio de células cuboidales con nucleos
basales. Debajo de la mucosa gastrica en la region media, se presentan las primeras glandulas
gastricas (Figi.3D). Las cuales estan conformadas por agrupaciones de células ctibicas en forma
de acinos, en las euales se observan granulos de secrecion altamente basofilos. Para el dia 11
dde (6.57+0.33 mm)_en, el estdbmago se observa un importante incremento en el numero de
glandulas gastricas y pliegues en la mucosa (Fig. 4C). En el dia 15 dde (7.284+0.26 mm) se
presenta una diferenciacién morfologica en tres regiones: cardiaca (se visualiza un epitelio
columnar simple con nucleos basales), fundica (se presenta un epitelio cilindrico con abundantes
glandulas gastricas) y pildrica‘(se”observa un epitelio columnar sin presencia de glandulas
gastricas). En el dia 30 dde (11.68%0:35 mm) no se presentaron cambios notales, observandose

un estomago desarrollado (Fig. 6C).
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1 dia 11 dde (6.57+£0.33 mm) con
region bucofaringea, 40x. C)
talle del intestino anterior y

U
tincion de H&E. A) Vista general de un corte” sagital, 1
region visceral, 40x. D) detalle de la zona intestinal, 100x.
posterior, 200x. Abreviaturas: a = ano, ab = arcos branqui ba = bazo, cb = cavidad
bucofaringea, cc= células caliciformes, co = corazon, df = diente ingeos, € = estbmago, es =
esofago, h = higado, i = intestino, ia = intestino anterior, ip = intesti osterior, 0 = 0jo, p =
pancreas, pg = papilas gustativas, rv = reservas vitelinas, vb = v a biliar, vn = vejiga
natatoria, vs = vacuolas suprarrenales.

Intestino ;6

Al dia 3 dde (5.71£0.10 mm) el intestino permanece ain sin una clara re llzac1on
constituido por una capa epitelial simple de células columnares y un epitelio estrati En
este dia no hay evidencia de una capa muscular ni de abertura anal (Fig. 2E). En el dgg

(5.82+0.32 mm), el intestino sigue sin una regionalizacion morfolédgica evidente. Sin embango

se observa la presencia de la valvula intestinal que separa la region anterior y posterior; y
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tambiéh se visualiza la abertura anal, lo cual indica la funcionalidad del intestino (Fig. 3E). En
el dia1l dde (6.57+0.33 mm), existe una clara diferencia morfologica entre los intestinos
anterior«y posterior (Fig. 4D). El primero presenta un mayor plegamiento de la mucosa
intestinal, ld.cual estd cubierta por un epitelio cilindrico simple con nucleos basales y una gran
cantidad de células caliciformes (Fig. 4E). El segundo se caracteriza por presentar abundantes
enterocitos con vacuolas supranucleares (Fig. 4E). Para este dia también se observa una mayor
longitud intestinal y umraumento en el espesor de la mucosa intestinal. De aqui en adelantes (dia
15 dde 7.284+0.26 mm),s0lo se observa un incremento en la cantidad de células caliciformes y
vacuolas supranucleares d¢ los.enterocitos, las cuales debido a las inclusiones lipidicas ocuparon
la mayor parte del citoplasma-desplazando los nucleos a una posicion basal (Fig. 5D).
Finalmente en el dia 30 dde (11:6840.35 mm) no se encontraron modificaciones histologicas en

el intestino.
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Figura 5. Desarrollo del sistema digestivo deA=trimactlatus al dia 15 dde (7.28+0.26 mm) con
tincion de H&E. A) Vista general de un co oA agital, QB) region bucofaringea, 40x. C)
region visceral, 40x. D) detalle de la zona intestial, 100x. iaturas: ab = arcos branquiales,
b = boca, cb = cavidad bucofaringea, co = corazon, dm = die mandibulares, e = estdmago,
es = es0fago, h = higado, ia = intestino anterior, ip = intestino posterior, m = musculo, o = o0jo,
rv = reservas vitelinas, vb = vesicula biliar, vn = vejiga natatoria&

X

Glandulas accesorias: Higado y Pancreas
En el dia 3 dde (5.71£0.10 mm), se observa la presencia del higado ublca@se debajo del

intestino y por encima de la capa sincitial vitelina, con la que mantiene un to directo.
Inicialmente, los hepatocitos poliédricos presentan nucleos centrales y ausenci acuolas
(Fig. 2E). Dichas vacuolas, especificamente las lipidicas se pueden apreciar a parti dia 6
dde (5.82+0.32 mm) observandose la presencia de sinusoides hepaticos. También en ia,
se visualizo la vesicula biliar en posicion superior al higado (Fig. 3D). Para el dia 11 dde

(6.57+£0.33 mm) se observa un incremento de acumulacion lipidica en las vacuolas de los
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hepatetitos y la proliferacion de los mismos. En el dia 15 dde (7.28+0.26 mm) se presentan
abundantes sinusoides hepaticos distribuidos de forma difusa entre los hepatocitos y el higado
ocupa lasmayor parte de la cavidad abdominal. El cual contiene abundantes hepatocitos con
grandes vacuolas lipidicas, estas ocupan la mayor parte del citoplasma, desplazando el nucleo a
la periferia del hepatocito (Fig. 5C). Para el dia 30 dde (11.68+0.35 mm) no se presentaron

nuevos elementos éstructurales y se muestran los sinusoides hepaticos del higado (Fig. 6D).

Por otro lado, en el dia 3, dde (5.71£0.10 mm) se dispone de tejido pancreatico exocrino
rodeando la porcion media’intestinal, con un arreglo celular compacto en acinos, sin observarse
la presencia de granulos de zimogenos (Fig. 2E). En el dia 6 dde (5.824+0.32 mm) es cuando se
presenta una diferenciacion celular del tejido pancredtico, observdndose los elementos
endocrinos (islotes de Langerhans)-y exocrinos (células piramidales baséfilas formando acinos
pancreaticos y abundantes granulos dé'\zimdgeno eosinodfilos) (Fig. 3D). Para el dia 11 dde
(6.57+£0.33 mm), se observa la presencia de un pancreas difuso, asociado a 6rganos como el
intestino, estdmago e higado, observadndose sudistribucion en el mesenterio y de forma irregular
(Fig. 4C). En el dia 15 y 30 dde (11¢68+0.35 mm) no se presentan cambios histologicos en el

tejido pancreatico, presentdndose un pancreas completamente desarrollado.
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7.1.4.3.- Expresion génica de precursores de enzimas digestivas

La exptesion relativa del gen pepsindgeno, tripsindgeno, quimotripsindgeno y a-amilasa en los
primeros” dids cuando se absorbe el saco vitelino es minima, pero se incrementa
significativamente cuando se inicia la alimentacion exdgena con nauplios de Artemia sp.,
alcanzando los ‘puntos maximos de expresion cuando se suministra alimento balanceado a
excepcion del pepsindgeno (Fig. 7). El cual, presento los puntos maximos en los dias 9 y 13 dde
(6.28+0.31 - 6.21+0.26*mm respectivamente), coincidiendo con el suministro de nauplios de
Artemia sp. y el inicio del alimento comercial. El tripsindgeno presenta un incremento para el
dia 13 dde (6.21+0.26 mm) yralcanza su maxima expresion el dia 15 dde (7.28+0.26 mm);
mientras que la expresion relativa maxima del quimotripsinégeno se present6 dias después (17
dde, 8.03+0.46 mm) y la a-amilasa’ presenta puntos maximos de expresion el dia 15 y 17 dde
(7.28+0.26 - 8.03+0.46 mm). En todosdos casos, en los ultimos dias de muestreo, la expresion

relativa desciende hasta sus valores basales.
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Figura 7. Expresion relativa (promedio xserror estdndar) de genes precursores de enzimas
digestivas durante la ontogenia inicial de(A.)trimaculatus (media, n=3 de homogenizado de
larvas). Letras minusculas indican diferencias/Significativas (p<0.05). Lineas verticales indican
el momento de los cambios de la alimentacion. Las letras en mayusculas el tipo de alimento
como SV) Saco vitelino, NA) Nauplios de Artemia sp. CQ) €Coalimentacion de nauplios de
Artemia sp. y alimento balanceado, AB) Alimento balanceade:
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7.1.5+DISCUSION

7.1.5:27- Crecimiento en peso humedo y longitud total

El crecimiento en peso humedo y longitud total promedios durante la ontogenia inicial de A.
trimaculatus,.se ajusta a una ecuacion exponencial similar a lo descrito en estudios anteriores
de la misma especie (Toledo-Solis et al., 2015) y en otros peces (Trevifio et al., 2011; Moguel-
Hernandez et al., 2016); los cuales presentan tasas de crecimiento aceleradas en este periodo de

desarrollo.

7.1.5.2.- Descripcién histalogiea del sistema digestivo

Los cambios histologicos en. el’sistema digestivo de A. trimaculatus, tiene un patron de
desarrollo similar a otros ciclidossdulceacuicolas como lo descrito en Amphilophus rostratus
(Molina, 2008), Amphilophus alfari*(Molina, 2010), P. splendida (Trevifio et al., 2011) y C.
urophthalmus (Cuenca-Soria et al., 2013). Sin embargo los tiempos en que se presentan los
eventos de desarrollo y las distintas &stfucturas que componen el sistema digestivo son

interespecificos, debido a la influencia,de faetores genéticos o ambientales (Lazo et al., 2011).

En los primeros dias de desarrollo (0-37dde, 4.60£0.10 - 5.71+0.10 mm respectivamente) A.
trimaculatus presenta un sistema digestivosfudimentariosconstituido por un tubo recto, el cual
en el dia 3 dde (5.71+0.10 mm) se comienza a'diferenciar€nstres regiones principales; la cavidad
bucofaringea y el esdfago con algunas células caliciformes y el intestino, con células
columnares. En otras especies de habitos omnivoros como Pagellus erythrinus (Micale et al.,
2006) y otros ciclidos como O. niloticus (Morrison et al., 2001)-en este dia han presentado la
misma diferenciacion del sistema digestivo que A. trimaculatus. Estas diferenciaciones se han
asociado al comienzo de la preparacion del digestivo para el inicio de la.alimentacion exdgena,
para evitar la abrasion en el epitelio al momento de ingerir los alimentos. Sin€mbargo, en estos
dias la boca y ano permanecen cerrados. Por lo tanto, se mantiene una alimentacion.endogena a
partir de las reservas del saco vitelino, las cuales se pueden llegar a observar_de forma
macroscopica hasta el dia 9 dde (6.28+0.31 mm). Sin embargo, microscOpicamente estas
reservas son visibles hasta el dia 30 dde (11.68+0.35 mm). En especies como C. uropthalmus y
P. splendida se observa este mismo comportamiento, pero con un menor tiempo de duracion.

Las especies que presentan un mayor tiempo de absorcidon de las reservas vitelinas (como el
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caso_de estos ciclidos), se ha asociado a estrategias de alimentacidn, para evitar periodos de
inanieidn si no se dispone de alimento en el medio natural en los primeros dias de vida (Zavala,
2011). Esta caracteristica, ha sido aprovechada en las practicas acuicolas como una ventaja para
una transicion-exitosa a la alimentacion exogena. Ya que si se llegaré a presentar un retraso en
el suministro'de’la primera alimentacion, no se llegara afectar el rendimiento del crecimiento
larvario (Gisbert & Williot, 1997; Trevifio et al., 2011). Por su parte, ¢l evento de la abertura de
la boca se registra €nsel, dia 4 dde, este evento coincide con otros ciclidos como Cichlasoma

dimerus (Mejide & Gurrero, 2000).

La diferenciacion de los distintos 6rganos en el sistema digestivo se hace evidente en el dia 6
dde (5.82+0.32 mm), debido a quedos peces se preparan para asimilar la alimentacion exodgena.
En la cavidad bucofaringea se ‘presentan papilas gustativas, las cuales son estructuras
quimiosensoriales que permiten a las larvas ser selectivas con sus alimentos; esto coincide con
lo documentado para Danio rerio donde 1a“aparicion de dichas papilas coincide con el inicio de
la alimentacion exdgena (Hansen £t.al, 2002). Para el dia 6 dde (5.82+0.32 mm), también se
hacen presentes dientes bucofaringgos Jlos cualés se desarrollan en los siguientes dias, esta
caracteristica ha sido asociada a especies*omnivetras_que pueden consumir larvas de peces,
insectos, moluscos, crustaceos y material vegetal; en‘géneral los dientes faringeos desempefian
una funcién de proteccion, de manera que trituran el alimente antes de que este siga su curso en
el sistema digestivo (Wootton, 1990; Sanz et al., 2009). Pot_etra parte, el esofago presenta una
mayor cantidad de células caliciformes que la cavidad bucofaringea; estas células producen
mucus para evitar la abrasion en el epitelio esofagico por el paso del alimento y han sido
documentadas en otras especies de ciclidos como Amatitlania nigrofasciata (Arman and Isisag,
2017), Pterophyllum scalare (Leknes 2010) y Maylandia zebra (Leknes 2010), asi como en
teledsteos marinos como Oncorhynchus mykiss (Khojasteh et al., 2013)"y» Scophthalmus
rhombus (Hachero-Cruzado et al., 2009).

Se ha descrito que el estdbmago presenta caracteristicas morfolégicas particulares y
funcionalidad de acuerdo los habitos alimenticios de las especies (Carrasson et al., 20065 Ghosh
& Chakrabarti, 2015). En esta especie el estobmago es el ultimo 6rgano del sistema digestiyoen

diferenciarse, con la visualizacion de las glandulas géstricas en el dia 6 dde (5.82+0.32 mm). El
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cual es'importante en la digestion de los alimentos, en donde se lleva a cabo una digestion acida
de los-alimentos. Esta funcionalidad del estdbmago, se ha descrito en otros ciclidos de habitos
omnivores_eomo C. uropthalmus (Cuenca-Soria et al., 2013) y carnivoros como P. splendida
(Trevifio et/@als2011). En donde, las glandulas gastricas son las encargadas de la secrecion del
pepsindgeno y.HCI para la digestion acida en el estomago (Gisbert et al., 2004; Arellano et al.,
2001). Cuando estd completamente desarrollado se compone de tres regiones principales, la
cardiaca, fundica y puérica. La cardiaca es la region que se encuentra mas proxima al eséfago,
llamada asi por su cercania al corazon y se caracteriza por la presencia de pliegues longitudinales
anchos. En la region fundi€a se’encuentran abundantes glandulas géstricas tubulares y pliegues
longitudinales continuos y cortos<La region pilorica se encuentra delimitada por un esfinter que
divide al estdbmago del intestino, estd region se caracteriza por tener un epitelio columnar ausente
de glandulas gastricas (Atencio et al; 2008; Hachero-Cruzado et al., 2009; Huseyn et al., 2015;
Manisha et al., 2015).

Las funciones principales del inteéstino son la/digestion alcalina del alimento y la posterior
absorcion de los nutrientes (Caballero et ak,»2003). Las caracteristicas morfologias y
funcionalidad del intestino, se ha relacionado al habito alimenticio de las especies, en donde el
mayor porcentaje de material vegetal en la dieta.se asoeia ¢on la longitud intestino (Buddington
et al., 1997). Por otra parte, los peces que carecen de eStomago realizan la digestion de los
alimentos principalmente en el intestino; mientras que los peces'que disponen de una digestion
importante en el estdbmago, este funciona mayormente para” absorber los nutrientes de la
digestion (Sundell et al., 2003). Las células encargadas de realizar ambas funciones son los
enterocitos, los cuales forman una superficie de contacto con las microyvellosidades (Minghetti
et al., 2017; Buddington & Kuzmina, 2000). Asi también, presenta células\caliciformes las
cuales producen y liberan mucus para recubrir la superficie epitelial (Arman &.Isisag Ugiincii,
2017). En esta especie el intestino se presenta en los primeros dias comé uf, tubo recto
indiferenciado, similar a lo descrito en otras especies como Dormitator latifrons (l.opez-Lopez
etal., 2015), Schizothorax zarudnyi (Shahriari-Moghadam et al., 2015) y O. niloticus{(Morrison
& Weigth, 1999). Posteriormente se hace presente la abertura anal, lo cual podria indicar, la
funcionalidad para una alimentacién exdgena. La regionalizacion comienza con la presencia de

la valvula que separa al intestino anterior y posterior. Es en el dia 11 dde (6.57+£0.33 mm),
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cuando se observa una diferenciacion en la estructura celular, en donde en el intestino anterior
se obs€ryva una abundante cantidad de enterocitos, mientras que en la region posterior se
presentan” diversas vacuolas supranucleares lipidicas. Esta regionalizacion también se ha
descrito enlotras especies como Dicologoglossa cuneata (Herrera et al., 2010), Ariopsis
seemanni (Gomez,Ramirez et al., 2010) y Petenia splendida (Trevifio et al., 2011), en donde la
parte anterior del gntestino esta mayormente asociada a la absorcion de nutrientes y la posterior
a una mayor actividadfagocitotica, donde la pinocitosis de las proteinas tienen gran importancia
nutricional (Buddington& Diamond, 1987; Ezeasor & Stokoe, 1981; Clements & Aubenheimer,
2006).

Por tltimo, las glandulas accesorias son observadas desde los primeros dias de desarrollo como
tejido hepatico y pancreatico (3 dde, 5¢71+0.10 mm), mientras que la vesicula biliar se hace
evidente en dias posteriores (6 dde, 5:824-0.32 mm). La presencia de tejido hepatico y
pancreatico de forma temprana et €1 desarrollosse ha asociado a la transferencia de nutrientes
del saco vitelino, regulando principalimente elmetabolismo de lipidos (Morrison et al., 2001).
La presencia de estos organos en los.primeros dias se ha descrito en especies de habitos
omnivoros y carnivoros (Boulhic & Gabaddan, 1992; Lopez-Lopez et al., 2015). Por otra, parte
en el dia 6 dde (5.82+0.32 mm) la funcionalidaddel pancréas se hace evidente con la presencia
de islotes de Langerhans y granulos de zimogeno, confirmando la diferenciacion del pancreas
endocrino (produccion y secrecion de hormonas peptidicas) y*exacrino (sintesis y secrecion de

precursores de enzimas digestivas) (Fortin et al., 2015; Ghosh & .Chakrabarti, 2016).

De forma general, se aprecia que la mayoria de los cambios importantes del sistema digestivo
en esta especie, se presentan en los primeros dias. Esta caracteristica se ha descritos en otras
especies de ciclidos como Amphilophus alfari (Molina, 2010), C. urophthalmus, (Martinez-
Palacios & Ross, 2004) y O. niloticus (Morrison et al., 2001). Es posible que esto§ tiempos de
desarrollo de las especies, estén determinados por factores genéticos y ambientales, como la
calidad de puesta, la historia de vida, la carga genética que los reproductores hayan heredado,
alimento disponible en el medio, temperatura, oxigeno disponible, etc (Alix et al., 2015; Cucchi

et al., 2011). Asi como las estrategias reproductivas; en el caso de los peces con incubacion
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bucalypueden llegar a presentan un desarrollo mas lento por la proteccion que brindan los
progenitores durante los primeros dias desarrollo, a diferencia de los incubadores de sustrato
que debido.a‘la vulnerabilidad que presentan las larvas al medio ambiente se consideran que
desarrollan/un~crecimiento mas rapido (Meijide & Guerrero, 2000; Fujimura & Okada, 2007;
Molina, 2008).. Por ello, en el dia 15 dde (7.28+0.26 mm) A. trimaculatus, presenta un sistema
digestivo desarrollado y funcional, el cual unicamente presenta cambios en el aumento del
tamafio de las estructuras preexistentes hasta finalizar el bioensayo a los 30 dde (11.68+0.35

mm).

7.1.5.3.- Expresion génica de‘precursores de enzimas digestivas

Ultimamente, las herramientas moleeulares han contribuido al entendimiento de la fisiologia
digestiva en los primeros estadios desdesarrollo; lo cual podria permitir mejorar los protocolos
de alimentacion para la produccion en'masas (Lazo et al., 2011). En algunos estudios se habla
de una programacion genética de los genes precursores de las enzimas digestivas para efectuar
la digestion en los primeros dia$ de"los estadios de desarrollo durante la ontogenia inicial
(Garcia-Gasca et al., 2006; Yufera et'al,, 2018).-Mientras que en otros, son producidos por
células u 6rganos especificos cuando estos comienzama'ser funcionales (Chi et al., 2013; Yufera

etal., 2018).

Pepsindgeno

Los zimogenos del pepsinogeno son transformados por las condicienes acidas del estomago a
su forma activa la enzima pepsina, la cual es importante en la digestion.de las especies gastricas
(Kageyama, 2002). Por lo tanto, la expresion génica del pepsindgeno pedria servir como un
indicador de la funcionalidad del estbmago. En este caso, en los dias 0 al 3'dde (4.60+0.10 -
5.71£0.10 mm respectivamente) cuando se presenta la fase de embrion Tibre.los niveles de
expresion son casi nulos, mostrandose el incremento de la expresion de forma'significativa en
el dia 6 dde (5.82+0.32 mm) (fase larvaria), dos dias posteriores a la apertura de la boca y
cuando existe una alimentaciéon exogena. Estos datos se pueden relacionar a lgs)analisis
histologicos que muestran en este mismo dia (6 dde 5.82+0.32 mm) se da un desartello
importante del sistema digestivo, lo que se observa claramente la diferenciacion del estdmago y

la presencia de glandulas gastricas. Mientras que la actividad enzimatica de la pepsina en esta
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especi€ es significativa en el dia 9 dde (6.28+0.31 mm) (Toledo-Solis et al., 2015); la cual
coineide con uno de los puntos maximos de la expresion del pepsindgeno. Desde el contexto
nutriciondl Ja actividad de la enzima pepsina se ha utilizado como un indicar de la
transformacionde larva a juvenil, indicando la funcionalidad del estomago (Feng et al., 2008).
En otros estudios.realizados en la ontogenia temprana como en Pagrus pagrus (Darias et al.,
2007) y en Paralichthys olivaceus (Lee et al., 2015), la expresion del pepsindgeno no se ha
detectado antes de®la~formacion o desarrollo del estomago, indicando la especificidad de
segregacion por parte de la glandulas gastricas del estomago (Gawlicka et al., 2001). Sin
embargo, en Scophthalmus maximus la presencia de glandulas gastricas se ha registrado en el
16 dph sin haber expresion del.pepsinogeno, la cual es detectada hasta el dia 22 dph indicandose
una asincronia entre la organogénesis y la expresion (Chi et al., 2013). Los autores mencionan
que esto probablemente se deba“a’que el estbmago no estda completamente desarrollado.
Posteriormente, en la mayoria de los"casos los patrones de expresion del pepsindgeno se
mantienen fluctuante a lo largo de laiontogenia y son influenciados por las pautas de

alimentacion.

Tripsindgeno

La tripsina tiene un rol importante en la digestion de-las proteinas y en la activacion de otros
zimogenos secretados por el pancreas (Zhong et al., 2011). Esta es secretada en forma de
tripsindgeno por el pancreas al lumen del intestino, en donde-€s activado por la enteroquinasa;
estando es su forma activa ayuda en la activacion des la quimotripsina, elastasa,
carboxipeptidasa, fosfolipasa y colipasa (Rennestad et al., 2013)sLa tripsina es importante en
la digestion de las proteinas en el intestino; esta endoproteasa puedeé estar presente en distintas
isoformas y tienen sitios de accion especificos en los aminoacidos lisina y‘arginina (Cara et al.,
2007; Belitz et al., 2009). Los niveles de expresion del tripsindgeno sonscasi nulos en los
primeros dias cuando se presenta una alimentacion enddgena; ‘est€é .incrementa
significativamente durante la alimentacion exogena (nauplios de Artemia sp.), coineidiendo con
la diferenciacion del pancreas exocrino y endocrino (dia 6 dde 5.82+0.32 mm). El momento en
que se detectan los primeros niveles de expresion significativos han sido asociados ja la
funcionalidad del pancreas exocrino (Galaviz et al., 2012). Por su parte, en el patron‘de/la

actividad enzimatica de tripsina y la expresion del tripsinogeno alcanzan los puntos maximos
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en el.siministro de alimento balanceado (Toledo-Solis et al., 2015). Por lo tanto, parece ser que
la ingeSta de los alimentos y la composicion de la dieta, son factores claves que modulan la
expresion’ del tripsindgeno, y este por su parte regula la sintesis de tripsina de acuerdo al
contenido deda proteina en la dieta (Cahu et al., 2004; Gamboa-Delgado et al., 2011). Por otra
parte, los niveles.de expresion del tripsindgeno resultaron ser los mas altos al resto de los
zimogenos de pepSina y quimotripsina, y a lo descrito en otras especies como en Lutjanus
guttatus (Galaviz etak, 2012; Moguel-Hernandez et al., 2015) y Sphoeroides annulatus
(Garcia-Gasca et al., 2006); Sin embargo, los altos niveles de expresion del tripsindgeno se han
descritos en otras especie§ como Paralichthys olivaceus (Lee et al., 2015). Posiblemente los
elevados niveles de expresion podrian corresponder a los distintos tipos de isoformas existentes,

debido a que la cuantificacion se. re@liz6 en la region conservada de las isoformas presentes.

Quimotripsindgeno

Los primeros niveles de expresion delf quimotripsindgeno en conjunto con otras enzimas
pancredticas, han sido asociadas @ una programacion genética de las larvas; registrandose al
momento de la eclosion como en el caso de Lutjanus guttatus (Moguel-Hernandez et al., 2016);
y en otras especies como en Sparus-aurata (Mata-Sotres et al., 2016) y en Oreochromis
mossambicus (Lo & Weng, 2006) se ha registrado antes’de la abertura de la boca. Esta expresion
también se ha descrito al momento de iniciar la alimentagién exégena como en Paralichthys
olivaceus (Srivastava et al., 2002). En el caso de A. trimaCulatus los primeros niveles de
expresion se registraron dias posteriores a la eclosion, una diferenciacion del pancreas, apertura
de la boca y se lleva a cabo la alimentacién exdgena; mientras que los picos maximos de
expresion se alcanzan en dias posteriores cuando se suministra aliménto balanceado. Esto
evidencia la importancia de la quimotripsina, la cual es una endoproteasaven la digestion de las
proteinas en el intestino, con sitios de accion en los enlaces que involucran les aminoécidos de
tirosina y fenilalanina (Gisbert et al., 2013). Por lo tanto, la quimotripsina y la tripsina al tener
diferentes sititos de accion, tienen un rol importante de complementariedad en la.alimentacion
exdgena, sobre todo en los primeros dias que se desarrolla el sistema digestivo (Rgnnestad et
al., 2013); las cuales podrian ser producidas de acuerdo a la diferencia de la composiCion de

proteinas y el perfil de aminoacidos, de alimentos vivos o inertes (Conceicdo et al., 2003),
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a-amilasa

El patrén.de expresion génica y actividad enzimatica de a-amilasa, se han descrito comiinmente
en especi€sanarinas con elevados niveles en los primeros dias de la eclosion; los cuales tienden
a disminuir/durante las etapas de crecimiento de la ontogenia, en Dentex dentex (Gisbert et al.,
2009), Labrus.bergylta (Hansen et al., 2013), Totoaba macdonaldi (Galaviz et al., 2015),
Lutjanus guttatus (Moguel-Hernandez et al., 2016) and Sparus aurata (Mata-Sotres et al.,
2016). Los primerdssmniveles de expresion o actividad, no se ha descritico claramente su
funcionalidad adjudicdnd0se a una programacion genética (Cahu et al., 2004; Darias et al.,
20006), o bien, esto hace considerar la importancia de los carbohidratos en los primeros dias de
desarrollo de estas especies (Lazo et al., 2011; Murashita et al., 2014). Por su parte, los bajos
niveles de expresion que se presentan en dias posteriores a la absorcion de las reservas vitelinas,
se han relacionado con el aprovechamiento de los carbohidratos en una ingesta oportuna en los
alimentos. En A. trimaculatus, los niveleés de expresion muestran un patréon opuesto, el cual
incrementa de forma fluctuante hasta @lcanzar un punto méaximo durante la alimentacion
exdgena con alimento comercial. Esteses parecido al patron de actividad enzimatica a-amilasa
reportado anteriormente (Toledo-Solfs et al., 2015); y a lo descrito también en otras especies
dulceacuicolas como P. splendida (Uscanga-Martinez et al., 2011) y C. urophthalmus (Lopez-
Ramirez etal., 2011). Estos perfiles de incremento deda a=amilasa, se han asociado mayormente
a especies con habitos omnivoros, debido allaprovechamiento del contenido de carbohidratos
en los alimentos (Parma et al., 2013; Kim et al., 2014). Pot_efra parte, se han considerado que
los zimdgenos y los niveles de actividad de a-amilasa indican la funcionalidad del pancreas y la
maduracion del digestivo (Cahu et al., 2004; Darias et al., 2006; Asencio-Alcudia et al., 2018).
En donde la a-amilasa tiene como sitios de accion los enlaces glucosidicos a-1,4 del almidon y

glucogeno (Lévéque et al., 2000).
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7.1.6"CONCLUSION

El sistemia_digestivo de A. trimaculatus durante la ontogenia inicial presenta un desarrollo
abrupto caracteristico a lo descrito en otros ciclidos. En donde, desde el dia 6 dde (5.82+0.32
mm) esta especi€ presenta diferencias histologicas de los distintos 6rganos del sistema digestivo.
Por su parte, lospatrones de expresion génica de las enzimas digestivas en este mismo dia,
muestran una exprésion,significativa indicando la funcionalidad de los distintos 6rganos; los
cuales son influenciados~por el suministro de los alimentos exdgenos, alcanzando los puntos
maximos de expresion cerca del dia 15 dde (7.284+0.26 mm). Por lo tanto, en estos dias (6-15
dde, 5.82+0.32 - 7.284+0.26 mm-tespectivamente) el sistema digestivo puede llevar acabo la
alimentacion de tipo exdgena. Sin.embargo, el completo desarrollo morfoldgico y funcional del
sistema digestivo se presenta hastd el dia 15 dde (7.2840.26 mm), y de acuerdo a las
caracteristicas histologicas y genéticas/esta especie, presenta habitos omnivoros con tendencia

carnivora.
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7.2.- Capitulo 1I. Requerimiento de proteina y lipidos en larvas de la mojarra tahuina

(Amphilaphus trimaculatus)

Toledo-Solis.F:J.", Saenz de Rodrigafiez M., Alvarez-Gonzalez C.A.', Martinez-Garcia R.',
Hilerio-Ruiz A.G.}, Galaviz M.A.3, Moyano F.J.*

"Laboratorio de Actficultura Tropical, Divisién Académica de Ciencias Biologicas, Universidad
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Villahermosa, TAB, Mexico.

2Centro de Investigaciones Costeras, Instituto de Ciencias Biologicas, Universidad de Ciencias
y Artes de Chiapas, Calle Juan Jes¢‘Calzada y Av. Prolongacion Calzada de Guadalupe, Colonia
Evolucion, C.P. 30500, Tonala, Chiapas, Mexico

3Facultad de Ciencias Marinas, Universidad Auténoma de Baja California (UABC), PO Box 76,
22860 Ensenada B.C., Mexico

*Universidad de Almeria, CEIMAR,-Dept.~Biologia Aplicada, Escuela Politécnica Superior.
Edificio CITE II-B, Campus universitario de la €afiada, 04120 Almeria, Spain.

7.2.1.- RESUMEN

En la formulacion y elaboracion de los alimentos de las.€species nativas con potencial
acuicola, es necesario determinar los requerimientos nutricionalesen cada etapa de cultivo. En
este aspecto, se determiné el requerimiento de proteina y lipidos en larvas de mojarra tahuina
(Amphilophus trimaculatus = Cichlasoma trimaculatum) mediante unvdisefio experimental
bifactorial aleatorizado 4 x 2 de proteina (35, 40, 45, y 50%) y lipidos (16 y 22%)
respectivamente. El experimento se realiz6 en un sistema de recirculacion porftriplicado durante
60 dias, sembrandose 30 peces por replica de un peso himedo de 0.16 = 0.02 g. En.la evaluacion
del crecimiento se aplicaron los diferentes indices de crecimiento y de eficiencia del alimento,
los analisis de actividad de las enzimas digestivas, asi como la evaluacion de los andlisis
quimicos proximales en los peces al final del experimento, haciendo uso de los analisis

multivariantes para su interpretacion. Se encontré que las larvas de A. trimaculatus tienen
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requerimientos nutricionales proximos a 45% de proteina y 22% de lipidos, con estos
porcentajes en la alimentacion se registrd6 un mejor crecimiento e indices de eficiencias del
alimentos La‘inclusion de los elevados contenidos de lipidos en los alimentos genera mayor
aprovechantiento de las proteinas y mejora la supervivencia en las larvas. Asimismo, las
actividades de.las,enzimas digestivas en las larvas indican las condiciones nutricionales que
presentan los organismos, por la influenciada de los distintos porcentajes de inclusion de las

proteinas y los lipidossen los alimentos.

Keywords: Actividad enzimatica, A. trimaculatus, Larvas, Proteinas, Lipidos.

7.2.2.- INTRODUCCION

En México se cultivan 34 especigs de peces de agua dulce, de las cuales solo seis son
especies nativas y el resto introdu¢idas (DOF:2013; Davila-Camacho et al., 2018), por lo que
su cultivo puede promover el desarrgllolecondmico regional y la conservacion de la ictiofauna
local. Sin embargo, el cultivo de especies nativasgho es facil y la seleccion de la especie es
importante para tener €xito en la produccion; por lo que es necesario escoger especies de rapido
crecimiento, alto valor comercial, demanda ¢reciente enlessmercados (Alvarez—Lajonchére et
al., 2011); y de condiciones bioldgicas dociles para manejo en‘eautiverio. Atendiendo a ello, la
mojarra tahuina (Cichlasoma trimaculatum, Giinther, 1867) ¢/hombrada recientemente por
Rigan et al., (2016) como Amphilophus trimaculatus (Giinther, 1867); cumple con muchos de
los criterios de seleccion (Yafiez-Arancibia, 1978; Violante, 1995).”Esta es una especie
eurihalina que se distribuye en la costa del Pacifico Sur de México y‘esvde habitos omnivoro
con tendencia a la carnivoria (Miller et al., 2005). En cultivo se ha logrado la reproduccion
(Uscanga-Martinez et al., 2015), el larvicultivo y la pre-engorda de juveniles_para.estudios de
la fisiologia digestiva (Toledo-Solis et al., 2015, 2016). Sin embargo, la falta de informacion en
aspectos biologicos en las distintas etapas del cultivo, siguen siendo un limitante del eultivo a
nivel experimental y piloto comercial de esta especie y del resto de especies nativas (Rogs et al.,
2008). En este aspecto, los costos por alimentacion representan alrededor del 50% de los ¢ostos

totales de los cultivos (Kissil et al., 1997; Bowyer et al., 2013); siendo la proteina y los lipidos
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los nufrientes mas caros en su elaboracion. Es por ello, que en el desarrollo de los paquetes
tecnolégicos de cultivo para nuevas especies, deben considerar la elaboracion de los alimentos
de acuerdo sus requerimientos nutricionales, en cada etapa de desarrollo, los cuales se formulan
con el fin dé.promover un mejor crecimiento y alcanzar las tallas comerciales en menos tiempo

(McGoogan and’Gatlin, 2000).

Por otra parte, la etapatarvaria es considerada el cuello de botella en el desarrollo del cultivo de
algunas especies por las.distintas dificultades que se presentan (Gisbert et al., 2009; Olivotto et
al., 2011; Galaviz et al., 2015): Lo que implica la necesidad de alimentos de alta calidad que
requieren una gran cantidad de proteinas, particularmente para lograr una elevada formacion de
tejidos y acelerar las tasas de ‘cre¢imiento (NRC, 2011; Kumar et al., 2018). Es asi que la
proteina, ademds de aportar los aminodcidos esenciales en el crecimiento; sin embargo, pueden
ser utilizadas para fines energéticos cuando se suministran en cantidades inadecuadas (exceso o
deficiencia) (Chatzifotis et al., 2012; Wiur"and Gatlin, 2014). De forma paralelar, los lipidos
representan la principal fuente de energia y de"4cidos grasos esenciales, particularmente en peces
carnivoros, y estdn implicados en lafconformacion de las membranas celulares (fosfolipidos),
por lo que si se presenta alguna deficiencia, puéde afectarse el desarrollo embrionario y
crecimiento de la larva (Hamre et al., 2013, Tocher;2010; Xu et al., 2018). Por lo tanto, es
fundamental determinar el requerimiento 6ptimo de prot€ina, y lipidos, con lo que se mejora el
crecimiento y la calidad de las larvas para las proximas etapas«de, cultivos (Saavedra et al., 2006;
Lazo et al., 2007; Novelli et al., 2016). En este contexto, la determinacion de los requerimientos
de algin nutriente, permite modificar el nivel de inclusion en la“dieta (dosis-respuesta). Sin
embargo, en contextos metabolicos, estos nutrientes estdn relacionados con la fisiologia y
metabolismo celular y que se reflejard en un mejor crecimiento y superyivencia. En este caso,
los disefios experimentales multifactoriales ayudan en la medida de lo posible a entender las
interacciones y poder hacer mas eficiente el aprovechamiento de los nutrientes en los alimentos
(Wang et al., 2013; Amin et al., 2014). Este tipo de estudios se ha realizado en latvas de Dentex
dentex (Espinos et al., 2003), Seriola dumerili (Takakuwa et al., 2006) y en hibridoside-€hanna
maculata @ x Channa argus & (Zhang et al., 2017) encontrando un mejor aprovechamiento de

la proteina con la variacion de los niveles de inclusion de los lipidos en los alimentos.
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De esta manera, los niveles de inclusion de los nutrientes en las dietas no solo deben mejorar el
crecimiento, sino tomar en cuenta la capacidad digestiva de los organismos para un mejor
aprovechamiénto de los alimentos, asi como generar conocimiento sobre la capacidad digestiva
durante los/distintos estadios de desarrollo, por lo que se han utilizado diversas técnicas como
son las histoldgicas, histoquimicas, moleculares y bioquimicas para entender la fisiologia de las
especies en estudio (Lazo et al., 2007; Galaviz et al., 2015). Si bien el utilizar inicamente una
de las herramientas‘como los analisis bioquimicos, estos solo reflejan es una parte del proceso
de digestion. Sin embargo, la determinacion de la actividad de la actividad de las enzimas
digestivas ha sido la forma mas’popular de estimar la capacidad digestiva (Ytfera et al., 2018).
Estas han sido utilizadas ampliamente como indicares de la madures del sistema digestivo en la
etapa larvaria y en estudios de adaptacion a la alimentacidon exdgena, con el fin optimizar los
protocolos de alimentacion en la etapa larvaria (Zambonino-Infante y Cahu, 2001; Zambonino-
Infante et al., 2008; Gisber et al., 2009, Suzer et al., 2013). También se han utilizado como
posibles indicadores de las condiciones futricionales en las distintas etapas de crecimiento y la
influencia a los cambios de alimentacién com@ en Maja brachydactyla (Rotllant et al., 2010) y
en Hippocampus reidi (Novelli et a@k,)2016).Sin_embargo, los estudios de requerimientos
nutricionales (proteina y lipidos), no s€ suele evaldar el grado de influencia que pueden tener
los niveles de inclusion de los nutrientes en las dietas, sobre la expresion molecular y la actividad
enzimdtica para tomarse como criterios del (estado nutficienal de los peces que generen los
nutrientes o los alimentos suministrados. Por lo tanto, elsobjetivo del presente trabajo es
determinar en la etapa larvaria de A. trimaculatus, el requerimiento nutricional de proteinas y
lipidos mediante un disefio experimental bifactorial, utilizandoglos andlisis de las enzimas
digestivas para la evaluacion y ser utilizados como indicadores nutticiofhales de los nutrientes
proteicos y lipidicos. Dichos resultados aportan informacion necesaria en'la formulacion de los

alimentos de esta especie nativa, ademas de ser utilizadas como indicadoresmutricionales.
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7.2.3MATERIAL Y METODOS

7.2.3:1.- Obtencion de larvas y sistema de recirculacion

Las larvas_de A. trimaculatus se obtuvieron del lote de reproductores del Laboratorio de
Nutricidon y/Preduccion Acuicola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de
Ciencias y Artes’de Chiapas (UNICACH). Los reproductores se alimentaron a saciedad aparente
con alimento comercial Silver Cup® Pedregal (32% de proteina y 5% de lipidos) tres veces al
dia, la temperatura delsistema se mantuvo a 28 °C en fotoperiodo natural hasta conseguir desove
natural. Obtenida la puestayy cuando las larvas obtuvieron el nadado libre, se trasladaron a un
sistema de recirculacion con tanques de fibra de vidrio circulares con capacidad de 180 L, los
cuales estan conectados a una.bomba de recirculacion tipo Jacuzzi 2 hp, filtros de arena silica,
sistema de UV y un biofiltro. En_eSte sistema, se les dio talla a los individuos alimentandolos
con Silver Cup® Pedregal (45% deproteina y 16% de lipidos) tres veces al dia. El experimento
se corrid en este mismo sistema, midiéndose a diario (10:00 hrs) los pardmetros fisicoquimicos.
Los cuales, mantuvieron durante el bioefisayo a una temperatura de 31.64 = 0.76 °C, oxigeno
disuelto en 6.19 + 0.47 mg/L y eLpH en 6:73 & 0.46. Las mediciones se realizaron con un
multiparametro YSI® modelo profesional. El nivel de nitrito resulté en 0.00 mg/L, los nitratos
en 61.18 + 20.27 mg/L y el amonio e 0:21 &+ 0.10 mg/L; los cuales se midieron con los kits
API® Aquarium Pharmaceuticals producte de “-eatdlogo #26, #LR1800 y #LR8600

respectivamente.

7.2.3.2.- Disefio experimental

Se realiz6 un diseno bifactorial aleatorizado (4 x 2) con 35, 40, 455"y 50% de proteina y con 16
y 22% de lipidos; obteniéndose un total de ocho alimentos que se probaron por triplicado durante
60 dias. El experimento se realizo en un sistema de recirculacion, sembrandose 30 peces por

replica (720 larvas en total) de un peso himedo de 0.16 + 0.02 g.

7.2.3.3.- Formulacion y preparacion de dietas

La formulacién y la composicion proximal de las dietas semi-purificadas se muestratyenra Tabla
1. Las dietas experimentales se formularon con el software MIXIT-WIN V.5 (Agricultural
Software Consultants Inc., San Diego, CA, USA) usando como fuentes principales de proteina

caseina y harina de pescado, mientras que las lipidicas fueron aceite de pescado y lecitina de
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soya.,Todos los ingredientes secos y molidos en polvo fino, se pesaron y mezclaron mediante
una batidora Blazer® mixer B10C durante 30 min. Posteriormente se adicionaron los aceites y
el agua destilada para formar una masa blanda, la cual se pas6 por un peletizador TORO-REY®
(molino para.carne). Los granulos o pellets obtenidos se secaron a 45°C en un horno TERLAB®
BTC-9100 por.un periodo de 48 hrs. Después se molieron y tamizaron en 0.5, 1.0, 1.5 mm para
ajustar la particula del alimento al tamafio de la boca de los animales, y por ultimo se

almacenaron en bolSas*de plasticos a 4°C hasta su posterior uso.
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Tabla 1: Ingredientes y composicion proximal de las dietas semi-purificadas para el
requerimiento de proteinas y lipidos en larvas de A. trimaculatus.

Lipide"(%) L16 L22
Proteina(%) P35 P40 P45 P50 P35 P40 P45 P50
Caseina! 29.6  36.1 426 49.1 296 36.1 42,6 49.1
Harina de sorgo? 428 36.1 294 227 328 26.1 194  12.7
Aceite de pescado? 7.5 7.7 7.8 80 150 152 153 155
Lecitina de soya* 2.5 2.6 2.6 2.7 5.0 5.1 5.1 5.2
Harina de pescado® 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0  10.0 10.0
Grenetina’ 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
L-lisina HCI® 0-5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
L-metionina HCI” 057.00:5 05 05 05 05 05 0.5
Premezcla de vitaminas

y minerales® 3.5 35 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitamina C? 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

Betaina®

0.004™ _0°004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

Analisis proximales en composicion seca (g ."100 g dry matter)

Proteina
Lipido
Cenizas

ELN'0

36.4
16.2
10.4
37.0

419

17.3
10.3

30.5

45.6
17.0
9.1

28.3

50.8
5.9
9.3

24.0

36.2
22.0
7.3
34.5

42.0
22.3
7.4
28.3

46.2
21.7
7.5
24.6

49.5
21.6
6.9
22.0

'Grupo Lamesa, México D.F., México; “Pedregal, Toluca, Edo=Mex., *Proteinas Marinas y
Agropecuarias, Guadalajara, Jalisco, México; *Productos Realéza, México D.F., México;
SPilsac, Villahermosa, Tabasco; ®Sigma-Aldrich # catalago L5626; ?Sigma-Aldrich # catalago
M9625; ®Rovimix® para peces tropicales Guadalajara, Jalisco, M&xico; *Sigma-Aldrich #
catalago L.3501; '°Extracto libre de nitrégeno.

7.2.3.4.- Alimentacion y biometria

Durante el experimento las larvas se alimentaron de acuerdo a un porcentaje de la biemasa total

y las biometrias se realizaron cada 15 dias. El ajuste del porcentaje alimentacion se realizo

posterior a cada biometria, en donde inicialmente se aliment6 con un 20% de la biomasafen’la

segunda biometria se ajustd a un 15%, posteriormente se alimentd en un 13% y los ultimos’ 15
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dias _s€ alimentd con un 10%. La cantidad de alimento diario a suministrar se dividié en tres
racione€s,proporcionandose a las 08:00, 13:00 y 18:00 hrs. Para realizar la biometria, las larvas

se pesarofl (peso hiimedo) en una balanza DENVER® TP-323.

7.2.3.5.- indices de crecimiento

Los indices zootécnicos que se midieron en este bioensayo son: la tasa de crecimiento
absoluta (SGR) = [(Inspeso final — In peso inicial) / dias)] x 100; la ganancia en peso (GP) =
[(Peso final — peso inicial)y peso inicial)] x 100; el factor de conversion alimenticia (FCR)
= Alimento ingerido (g) / peso.ganado (g); la tasa de eficiencia proteica (PER) = Peso ganado
(g) / proteina ingerida (g); la tasa’de eficiencia lipidica (LER) = Peso ganado (g) / Lipidos
ingeridos (g) y la supervivencia (%)= (Numero de peces finales / Numero de peces iniciales)

x 100.

7.2.3.6.- Toma de muestra para analisis

Todos los peces utilizados para la dbtencion=d€ las muestras se sacrificaron por medio de shock
térmico. Al finalizar el bioensayo de’cada unidad experimental se muestrearon seis individuos
para extraer completamente el sistema digestivo, pesandose el estdmago e intestino por separado
realizando todo el procedimiento en frio. Ufiajvez obtehidas las muestras, estas se conservaron
a-20°C hasta realizar los analisis bioquimic@s. En el caso.de los andlisis quimicos proximales
se tomaron 12 individuos, se liofilizaron y molieron hasta ffomogenizar la particula (polvo)
conservandose a 4 °C hasta su posterior analisis. Paralelamentesas muestras de los alimentos
consistieron en 30 g de cada dieta, moliéndose en polvo y conservandose a 4 °C hasta su

posterior analisis.

7.2.3.7.- Analisis bioquimicos

Las muestras de estomago e intestino se homogenizaron en frio en una proporcionde.200 mg/ml,
en buffer glicina-HC1 100 mM L' pH 2 y buffer tris-HC1 30 mM L + CaCl, 12.5mM L' pH
7.5 respectivamente. El homogenizado se centrifugd a 16 000g por 30 min a 4 °C'y se\extrajo
el extracto multienzimatico, el cual se almacend a -20 °C hasta realizarse los fanalisis
bioquimicos. La concentracion de proteina soluble en los extractos multienzimaticos se realizo

mediante la técnica de Bradford, (1976), usando albumina bovina sérica como estandar. La
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actividad proteasas dcidas se midio usando la técnica de Anson, (1938), con hemoglobina al 1%
como-slistrato, en una solucion glicina-HCI 100 mM L pH 2.0. La actividad proteasas alcalinas
se medig€on la técnica descrita por Kunitz, (1947) modificada por Walter, (1984), usando como
sustrato caséina al 1% en solucion tris-HC1 100 mM L' + CaCl, 20 mM L™! pH 9.0. La actividad
tripsina se midié con la técnica de Erlanger et al., (1961) usando como sustrato BAPNA (N-a-
benzoyl-DL-arginifi¢ pnitroanilide) al 3.5 mM L, en solucién de tris-HCI 100 mM L' + CaCI2
10 mM L pH 8. I1a aetividad quimotripsina se midi6 por la técnica de DelMar et al., (1979)
usando como sustrato ‘SAAPNA (N-succinyl-ala-ala-pro-phe p-nitroanilide) al 0.1 mM L en
solucion tris-HC1 100 mM(L )4 CaCl> 10 mM L™! pH 7.8. La actividad leucina-aminopeptidasa
se midi6 con la técnica descrita-por Maraux et al., (1973), usando como sustrato leucina p-
nitroanilida al 1 mM L', en solucion fosfato sodico monobésico 50 mM L™ pH 7.2. La actividad
de lipasa se medio con la técnica deScrita por Versaw et al., (1989), usando como sustrato -
naftil caprilato a 100 mM L. La actiyidad a-amilasa se midi6 usando la técnica de Somoyi-
Nelson descrito por Robyt y Whelan, (1968) usando como sustrato almidon al 2% en solucion
fosfato de sodio y citrato de sodio £00.mM I+ NaCl 50 mM L' pH 7.5. La actividad fosfatasa
alcalina se midieron de acuerdo a la"téenica de”Bergmeyer, (1974), usando como sustrato 4-
nitrofenilfosfato 2% en solucién glicina=NaOH 100mM L' a pH 10.1. Todas las actividades de
los extractos se expresaron empleando las giguientes-ecuaciones: 1) Unidad por ml = (Aabs x
volumen final de la reaccion (ml)) x (CEM X tiempo (min), x volumen del extracto (ml)); 2)

Unidades por mg de proteina = Unidades por ml / mg de proteina soluble.

7.2.3.8.- Analisis proximales

Los andlisis quimicos proximales se realizaron en la Facultad de Ciencias Marinas de la
Universidad Auténoma de Baja California (UABC), de acuerdo a las metodologias establecidas
por la AOAC, (2005). Los niveles de proteina se determinaron con ayuda”de un destilador
Kjeldahl semiautomatica VELP® scientifica UDK 139. En el caso de la exttaceion de lipidos
totales se utilizo éter de petrdleo y el equipo FOSS® SOXTEC ST 243. Para lashumedad se
utilizé una estufa de flujo laminar Taisite labsciences® WGL-65B y en cenizas s€ utilizo la
mufla Ecoshel® ECO-7L. El extracto libre de nitrégeno se consideré como la diferernicia del

total de la racion analizada.
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7.2.3.9.- Analisis estadisticos

Los ‘andlisis estadisticos se realizaron en el software STATISTICA V.8 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA) usand6 un nivel de significancia de p<0.05 en todas las pruebas. Los andlisis que
cumplieron/cen los postulados de normalidad y homocedasticidad se les aplic6 la prueba
estadistica de"ANOVA; cuando existi6 diferencia significativa se aplicado la prueba de Scheffe
para encontrar difetencia entre los tratamientos. En los indices zootécnicos se aplico la prueba
estadistica de KruskalsWallis y la prueba posteriori de Nemenyi. El analisis de conglomerados
(cluster) y de componénteSprincipales se utilizé el software STATGRAPHICS Centurion XVI.
En la actividad de las enzimas*digestivas en las larvas se aplicd un analisis multivariado por
conglomerados (promedio de lasvariables por grupo) seleccionando el método del vecino mas
cercano, en donde el nimero de_conglomerados se gener6 aleatoriamente por el software. La
actividad de cada enzima se considerd una variable diferente, y luego, la similitud del perfil
enzimatico de las larvas alimentadas en/cada dieta se analizd en conjunto con todas las variables.

Las cuales se ocuparon para realizar, el afidlisis de componentes principales.
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7.2.4RESULTADOS

7.2.4:¥.- Crecimiento e indices de eficiencia

Las larvas de' A. trimaculatus aceptaron con facilidad todos los alimentos e incrementaron en
mas de 20 veees el peso inicial al finalizar el experimento; lograndose una supervivencia mayor
del 85% en los.distintos tratamientos. Los mejores pesos humedos de las larvas se consiguieron
con el suministro d¢ los alimentos que contenian 22% de lipidos, observandose también un

incremento en el crécimiento con el aumento (45 y 50%) de la proteina (Fig. 1).
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Figura 1. Interaccion del crecimiento en peso himedo (Media + Error eStandar) de larvas de A.
trimaculatus con los diferentes niveles de proteina y lipidos. Letras mintsculas indican
diferencias significativas entre las dietas (n=3, p<0.05).

Los resultados de los indicies de crecimiento y la utilidad del alimento se resumen engla tabla 2,
donde se observa una influencia significativa (p<0.05) del nivel de proteina, presentado.un
mayor crecimiento y eficacia del uso de alimento independientemente del nivel de lipidos al

aumentar la cantidad de proteina. De igual forma, esto se observo en el nivel de lipidos, en donde
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un niveél mas elevado de este nutriente se produce los mismos efectos independientemente del
nivel=proteico. Al considerar conjuntamente ambos nutrientes resultd evidente que la
combinacion‘de elevada de proteina (45-50%) y de lipidos (22%) determinaron los mejores
resultados. Los cuales, representan entre un 30 y 40% en mejora en el indice SGR, y entre un

20y 40% en eLFCR con respecto al resto de los tratamientos.

Tabla 2. Indices d€ .erecimiento en larvas de A. trimaculatus alimentas con dietas semi-
purificadas en distintossporcentajes de proteinas y lipidos (Media + D.S, n=3, p<0.05).

DIETS !SGR (%/day) 2WG (%) 3FCR 4Survival (%)
P35 525+ 045"  2246.5+276.6° 1.85+0.05° 96
P40 5.32+0.06% 2336.6+85.3° 1.78 £0.03 98 ¢
P45 5.86+0.08° 3418.2 +282.8 P 1.60+0.11° 922
P50 5.93+0.09° 3460.7 +284.3 Y 1.53+0.08 " 95
L16 533+0.07% 23685 100.0 2 1.81+0.05° 922
122 5.85+0.12° 3362.5 +364.4" 1.57£0.09° 98°

P35-L16  5.10+0.11* “2037.2+135.8% 1.90 +0.02 ® 95 be
P40-L16  5.17+0.10% 24322 + 132.8* 1.78 £ 0.01? 98 be
P45-L16  5.38+0.02° 2425 6% 34.7°¢ 1.88+0.12° 8548
P50-L16  5.66+£0.05®  2878.9+ 96,8 1,68 + 0.05 90 @
P35-L22  5.39+0.19°  24558+4173*  (1.80+0.09° 97 be
P40-1L22  5.46+0.02° 2541.1 +37.7°2 1.78 £0.05 2 98 be
P45-122  634+0.14°  4410.7+531.0° 1.31£010°¢ 98 be
P50-L22  6.20+0.13%  4042.5+471.8%  138+0.12.1¢ 100°¢

'SGR = Specific growth rate (%/day): [(In final weight — In initial body, weight) / days] x
100. WG = Weight gain (%): [(final body weight — initial body weight) / (Initial mean
weight)] x 100. *FCR = Feed conversion ratio: (feed intake, g dry matter)/\(fish weight
gain, g). *Survival (%): (final fish number / initial fish number) x 100. P=Proteins;
L=Lipids; Lowercase letters in the columns indicate significant differences. between
treatments.
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Los indices de eficiencia proteica y de eficiencia lipidica de las larvas de los tratamientos se
muestrd en la figura 2, donde las tasas de eficiencia proteica (PER) mostraron valores mas altos
en las dietas que contenian 22% de lipidos y la mayor eficiencia de proteina se encontrd en la

dieta P45-122-encontrandose claramente una diferencia significativa (p<0.05) con las dietas de

160// AL 122220 Lai A2 f An AL S n REA 1l LA coi AANDYANA Ul D LD i A D iani i Al aa 1,.“.1 dletaS
2D Graph 3

con eta. El
mej 1ientos
P5C

4.0

LER
3.5 - Bl s C— PER

Nw
(o) e}
1 1

Weight gain (g) /
Nutrient intake (g)

1.5 A

1.0

0.5 A
0.0 ;.;.I .;.;.I .;.;.I .;.;.I
© © & o
FORC R e

Figura 2. Indices de crecimiento (Media + Error estandar) de larvas de A¢trimaculatus
alimentas con las dietas semi-purificadas con distintos porcentajes de proteinas y lipidos.
LER = Lipids efficiency ratio: (fish wet weight gain, g) / (lipids intake, g). PER = Protein
efficiency ratio: (fish wet weight gain, g) / (protein intake, g). P = Proteins; L = Lipids; Letras
minusculas en las columnas indican diferencias significativas entre tratamient0s (n=3,
p<0.05).
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7.2.4.2.- Andlisis de la composicion proximal

La compesicion proximal en materia seca del cuerpo de las larvas alimentadas con los distintos
piensos eXpefimentales se detalla en la figura 3. En donde se observa que el valor del contenido
promedio de.proteina es aproximadamente del 52% y de lipidos del 37%. En el caso, de las

cenizas oscila.altededor del 8% y del ELN se considera aproximadamente el 1%. En todos los
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Figura 3. Andlisis proximal de la composicion corporal (Media + Error estandar) de larvas
de A. trimaculatus alimentadas con las dietas semi-purificadas para el requerimiento de
proteinas y lipidos (% de materia en peso seco, n=3; P1-L1=Larvas inieial).

7.2.4.3.- Actividad enzimética digestiva

La actividad de las enzimas digestivas analizadas en las larvas alimentadas com’lgs, distintos
piensos experimentales al finalizar el experimento se muestra en la tabla 3. En la mayotia de los
casos se encontrd diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad enzimatica, de_los
diferentes tratamientos, observandose ligeras tendencias posiblemente influenciadas” al

porcentaje de proteina y lipidos incluidos en los alimentos.
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Tabla 3. Actividades enzimaticas digestivas (Media + Desviacion estandar) de las de las larvas A. trimaculatus alimentadas con los distintos
piensos experimentales (Letras mintisculas en‘la columnas indican diferencias significativas; n=6, p<0.05).

Acid Alkaline Alkaline
Trypsin Chymeotrypsin L-aminopeptidase Lipase a-amylase
protease protease phosphatase
Dieta
mU mg mUx102 mg mUx10%mg mUx107 mg ) mU mg mUx102 mg mUx107 mg
. . ' . mUx 107 mg protein ' . .

protein protein protein protein protein protein protein
P35-L16 42.12+6.45% 80.57+7.48% 2.87+0.08% “5582+1.21° 046+0.012 1.67+£0.092> 52.83+490° 0.40+ (.05 bed
P40-L16 26.09+4.33% 9331+10.36% 2.61+025% 5491+2.02°" 043+0.01° 1.78+0.08* 37.86+3.92° 0.51+0.10%f
P45-L16 2426+ 1.63°% 133.47+11.379 269+0442 66.22+£4871 0.41 £0.01 b 1.66+0.112® 23.01+5.07% 0.30+0.05%
P50-L16 22.13+0.94% 96.03+2.84% 253+0.132 _57.16+2.44" 0.39 +0.02 < 1.64+£0.092 32.00+2.95% 0.35+0.07 ¢
P35-L22 26.60+233% 8594+924% 1444028 4815+ 1.82) 0.26+0.00°¢ 141+£0.15¢ 16.86+3.81° 0.54+0.03F
P40-1.22 22.97+3.39% 9837+1295% 1.78+0.18% 6134+143°¢ 037+0.02¢ 1.39+0.14°¢ 2243+2.819% 0.52+0.09¢
P45-122 24.13+5.15% 10245+3.14% 1.50+0.09° 55.61+3%05" 0.23+0.01° 1.53+0.05% 29.68+595% 029+0.02%
P50-L22 22.24+255% 11509+11.58°¢ 1.12+0.11°¢ 5722+ [\3L.ke 020+0.03f 141+0.08¢ 39.16+1.60° 0.42+0.04 cd
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Figura 4. Tendencia de la actividad de las enzimas digestivas“de proteasas acidas y alcalinas
(Media + Error estandar) en las larvas de A. trimaculatus de las distintas cantidades de ingesta

de proteina (y=Unidades por mg de proteina, x= gramos de proteinahgerida).
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La sumilitud entre los perfiles de enzimas digestivas que presentaban los distintos grupos
experimentales se detalla en la figura 5. En donde se observa que las larvas alimentadas con las
dietas P45-L22 y P50-L22 presentan una mayor similitud y ambas son parecidas con el bloque
formado pot.les larvas alimentadas con las dietas P45-L16 y 50-L16, en tanto que aquellas que

recibieron las\dietas P35-L.16 y P35-L.22 mostraron perfiles enzimaticos claramente diferentes.
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Figura 5. Dendrograma de analisis de agrupamiento jerarquico de la=actividad enzimatica de
larvas de A. trimaculatus de las distintas dietas.
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La eyaluacion del perfil enziméatico mediante el analisis de componentes se muestra en la figura
6. En-€l_cual se representa un 72.45% de la varianza, en donde el componente I explica un
48.84% ¢y el*‘componente II un 23.61%. La actividad enzimatica de tripsina (0.52), leucina
aminopeptidasa (0.48) y lipasa (0.48) son las mas influyentes en el componente [; mientras que
en el componente.ll son la quimotripsina (0.65) y la fosfatasa alcalina (-0.49). Encontrandose

la separacion de los perfiles enzimaticos de las larvas alimentadas con 16 y 22% de lipidos, asi

2D Graph 1
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Figura 6. Bigrafico del analisis de componentes principales de la actividad de las enzimas
digestivas en larvas de A. trimaculatus al finalizar el bioensayo con las distintas.dietas.
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7.2.5DISCUSSION

7.2.5:¥.- Crecimiento e indices de eficiencia

El presenteséstudio pone en manifiesto que el crecimiento de larvas de A. trimaculatus es
influenciadé..por diferentes niveles de proteinas y lipidos en la dieta. En donde el mejor
crecimiento lo.pfomueve el alimento con 45% de inclusion proteina con el maximo de lipidos,
dieta P45-L22. En laletapa larvaria los porcentajes de inclusion proteinas en la dieta oscilan del
40 al 60% en larvas‘deeichlidos. Este mismo contenido de proteina (45%) también ha generado
buenos crecimientos én~larvas de cichlidos en Orechromis niloticus (Abdel-Tawwab et al.,
2010) y en Cichlasoma urgphthalmus (Martinez-Palacios et al., 1996); mientras que en Petenia
splendida (Uscanga-Martinez, et-al., 2012) el optimo resultdo en 52%. Estos tres estudios las
dietas son isocaloricas con unsporcentaje de inclusion del 6, 10 y 15% de lipidos
respectivamente. También en otraszespecies de agua dulce como en Menidia estor (Martinez-
Palacios et al., 2007) y Pseudobagrus ussuriensis (Wang et al., 2013); se reporta como dptimos
para el crecimiento la inclusion del 45% d¢proteina en la dieta e incluso mayor como en Sander
lucioperca (Schulz et al., 2007) del.52% proteina. En larvas de peces marinos los porcentajes
van de 50 hasta 68%, considerandose optimes de 60% en larvas de Argyrosomus regius
(Saavedra et al., 2016); en algunos™Casos,no s€ encuentra diferencia significativa en el
crecimiento con mas de 50% (Pagellus pogaraveo;” Silva et al., 2006) o de 55% (Solea
senegalensis; Yufera et al., 2005) de inclusion de proteina en la dieta. Por lo que podria
considerarse que un porcentaje igual o mayor al 45% de proté€ina tiende a ser caracteristico de
hébitos alimenticios de peces carnivoros (Alvarez-Gonzalez et-al., 2001). Por otra parte, las
larvas alimentadas con los piensos que contenian 22% de liptdos, presentaron un mejor
crecimiento que los alimentados con 16%, independientemente del porcentaje de proteina;
siendo la dieta P45-L.22 la que genero mejor crecimiento. En muchas investigaciones de lipidos
los rangos se han centrado en un rango entre 5 al 20% reportado buenos resultados al utilizar
porcentajes menores de lipidos dietarios a los encontrados en este estudioy em larvas de
Epinephelus coioides se reporta un éptimo de 15.99% (Li et al., 2016); en larvas 'de‘Qrechromis
niloticus entre 8 a 11.5% (Qiang et al., 2017) y en juveniles de Sebastes schlegeli‘entre 15 a
19% (Cho et al., 2015). En el presente estudio, las larvas de A. trimaculatus presentaron €l mejor
crecimiento con las dietas que contenian 16% de lipidos si esta incluida un 55% de proteina

(P55-L16), pero cuando la inclusion es del 22% de lipidos el mejor crecimiento resulto con la
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dieta.eon 45% de proteina (P45-L22), lo que indicaria que en el primer caso parte de la proteina
se estaffa,utilizando con fines energéticos. Esta variacion de nutrientes (lipidos y proteina) se ha
descritoeh juveniles de Sebastes schlegeli en donde el mejor crecimiento se consiguid utilizando
las dietas que-eontenian 15% de lipidos y 50% de proteina, en cambio cuando se incrementa el
porcentaje de'lipidos a 19%, el mejor crecimiento se conseguia con 45% de proteina (Cho et al.,
2015). Los lipidos ‘ayudan en los procesos fisioldgicos como en la formacioén de la membrana
celular (fosfolipido$) yen la absorcion de nutrientes solubles en lipidos, ademas son utilizados
para fines energéticos yhacen un aporte importante de acidos grasos en los peces (Storebakken,
2002; Sargent et al., 20025 Bowyer et al., 2013). Por lo tanto cuando estos nutrientes cubren la
demanda energética, la proteinapuede ser solo utilizada para fines de crecimiento y no para
efectos energéticos. Con ello, se podria permitir un ahorro de proteina en los alimentos y por
consiguiente una posible disminucién.en los costos de produccion (Kumar et al., 2018). Sin
embargo, este efecto de ahorro de preteina no siempre se ponen de manifiesto, como se ha
demostrado en especies tales como Polydactylus sexfilis al utilizar dietas con un rango de lipidos
entre 10 y 14% de lipidos (Deng-et al.s+2011) y en juveniles del hibrido Epinephelus
fuscoguttatus x E. lanceolatus entre(7, y 14% ‘de lipidos (Rahimnejad et al., 2015). En ambos
casos no se encontrd ninguna influenciajde los lipidos para disminuir la proteina, indicando la
posibilidad que el rango de lipidos probadosdebioé ser-muy reducido y no se puede apreciar este
efecto de ahorro de proteina. También existé la'posibilidad,que algunas especies la demanda
energética es dependiente de las proteinas, porque no tener Ja-capacidad de oxidar los lipidos
para utilizarlos como fuentes energéticas. En las larvas de A. trimaculatus se puede observar
que requieren de elevado contenido de lipidos y estos posiblemente son utilizados en fines

energéticos, entre otros procesos.

Los indices SGR, WG y FCR se vieron influenciados por el incrementosderlos niveles de
proteina y lipidos. Los indices menos eficientes lo presentaron las larvas alimentadas con la
dieta P35-L16 y los mejores las larvas alimentadas con la dieta P45-1.22 (Tabla 2).1.0s indicies
de la dieta P45-1L.22 no presentan diferencia estadistica significativas (p>0.05) con la’dieta P50-
L22, pero si son afectados negativamente en la reduccion del crecimiento por el auniento la
proteina. Por lo tanto, un alto contenido de proteina en los alimentos afecta el crecimiento,

incrementar los costos y son menos amigable con el medio ambiente, por el aumento de la
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excreeion de amoniaco de los peces (Salhi et al., 2004; Ali & Jauncey, 2005). Los valores de
SGRw*"WG de larvas de A. trimaculatus encontrados en este experimento son mas altos a los
descritos”en *Petenia spledida (Uscanga-Martinez et al., 2012), Pseudobagrus ussuriensis
(Wang et al.,=2013) y Oreochromis niloticus (Qiang et al., 2017); mientras que el FCR se
encuentra dentro de un rango similar al de Oreochromis niloticus (Abdel-Tawwab et al., 2010;
Gao et al., 2011) yy en Pseudobagrus ussuriensis (Wang et al., 2013). El indice FCR es
influenciado por variessfactores como el requerimiento nutricional de la especie, los habitos
alimenticios, la formulaeidn de los alimentos, las condiciones de cultivo, entre otras, por lo que
es dificil encontrar una referencia fiable. No obstante, los valores mas cercanos a 1.0 se
determinaron en las larvas alimentadas con las dietas P45-L22 y P50-L22, las que también
mostraron los mejores crecimientos. Por otra parte, no se observo ningtn efecto claro del nivel
proteico en la supervivencia de las‘atvas, pero si una cierta relacion con el nivel de los lipidos,
observandose una mejora en supervivencia del 92 al 98% al aumentar los lipidos del 16 al 22%
respectivamente. Autores como Ai et al., 2008) y Zheng et al., (2010), mencionan que el 6ptimo
de lipidos se ha relacionado con el aumento~a la supervivencia y un buen crecimiento, lo que

coincide con lo encontrado para en larvas de A. trimaculatus.

En las larvas alimentadas con una inclusion del 16%7de lipidos en las dietas, el indice LER
(indicativo de una mayor eficiencia lipidos) tiende a incrémentarse al aumentar el porcentaje de
proteinas en los alimentos. Mientras que el indice PER (indicativo de una mayor eficiencia
proteinas) presenta una ligera tendencia a disminuir y es igual en los alimentos con 45 y 50%
de proteina. Este efecto del PER se ha descrito en otros trabajosylo cual podria deberse a un
exceso de la proteina o a una deficiencia de energia en los alimentos,'enambos casos la proteina
puede ocuparse para fines energéticos (Okorie et al., 2007; Ng et al., 2008;Mohseni et al., 2013;
Cho et al., 2015). En nuestro caso posiblemente las dietas con 16% de lipidos#0 estén cubriendo
la demanda de energia de las larvas y probablemente una parte de la proteina se'esta destinando
para fines energéticos. En cambio, en las larvas alimentadas con 22% de lipidos'los yalores del
PER tienden hacer mas altos, sin presentar ninguna tendencia clara con el aumente de la
proteina. Esto pone en manifiesto que el uso de las proteinas es influenciado por los niyeles de
inclusion de los lipidos en los alimentos (Mohanta et al., 2013). No obstante cuando se.tiene

cubierta la demanda energética, los altos niveles de proteina también afectan los valores del
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indice”PER, esto es observado en las larvas alimentadas con 50% de proteina (P50-L22).
Resultades similares del exceso de a proteina se han descrito en juveniles de Sebastes schlegeli
(Cho et al, 2015). También existen casos, que la influencia de los nutrientes (proteinas o lipidos)
no generan diferencias significativas de los indices de eficiencia, como en juveniles de Siniperca
scherzeri, en\donde posiblemente los alimentos podrian estar por arriba del requerimiento
nutricional minimo de la especie (Sankian et al., 2017). En nuestro estudio se encontrd que las
larvas alimentadas €onaltos niveles de lipidos (22%) y de proteinas (45 y 50%), se promueve
un mejor crecimiento~€n las larvas y elevados valores en los indices de eficiencia,

considerandose la dieta P45-1.22 como la mas adapta para esta especie.

7.2.5.2.- Analisis de la composicion proximal

La composicion proximal del cuespo.de las larvas alimentadas con los distintos alimentos
experimentales, no se encontrd diferenCias significativas entre los tratamientos. Esta ausencia
de diferencia significativa en la composicion corporal de los peces en los ensayos, donde se
utilizan alimentos con distintos niveles de proteinas y de lipidos ya ha sido reportado en otras
especies, tales como en juveniles de/Paralabrax’maculatofasciatus, (Alvarez-Gonzalez et al.,
2001); larvas de Seriola dumerili (Takakuwa et al?, 2006), en larvas Tor mahseer (Ng et al.,
2008), en juveniles Salvelinus fontinalis (Amin et al+2014) y en juveniles Siniperca scherzeri
(Sankian et al., 2017). Esto se suele atribuir d diferentes«€ausas como por ejemplo a un periodo
corto exposicion de las dietas y por tanto no alcanza a generdr,cambios en la composicion de
los organismos. También a los diferentes estadios de desarrollogla composicion nutricional de
las dietas, o en su caso las dietas suministradas estan por arriba del requerimiento minimo
nutricional. Finalmente, en algunos casos se comenta de la influencia“de diferentes factores
abidticos como son las condiciones de cultivos (Shearer, 1994; Alvarez-Gonzalez et al., 2001;
Takakuwa et al., 2006; Ng et al., 2008; Amin et al., 2014; Sankian et al.,.2017). En algunos
estudios, no se ha encontrado cambios en la composicion del cuerpo de los‘peces; pero si en
algunos 6rganos (higado, musculo, entre otros) que suelen ser mas susceptibles<a_reflejar la
composicion y deposicion de los nutrientes de la dieta en los peces. En caso los experimentos
realizados en la etapa larvaria, el tamafio de los peces muchas veces limita o dificultaiealizar

este tipo de andlisis a estos drganos.
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7.2.5.3.- Actividad enzimética digestiva

Los ‘valores de la actividad enzimatica digestiva determinadas en larvas de A. trimaculatus
alimentadassCon las distintas dietas experimentales que se muestran en la tabla 3. Son similares
a los perfilés-de actividad enzimdtica descritos en trabajos anteriores para la misma especie
(Toledo-Solisetal., 2015, 2016). En los cuales se describe una digestion en la que participan el
estdmago e intestino) con caracteristicas de habitos alimenticios de un omnivoro con tendencia
a la carnivoria. En &ste"experimento los valores promedio de actividades de proteasas acidas y
alcalinas mostraron relaeiones opuestas con la ingesta de la proteina total. La presencia de una
menor actividad de las proteasas acidas en larvas que consumieron mas proteina, posiblemente
refleja un uso mas intensivo de dichas enzimas. Las cuales podrian estar ligadas a una mayor
demanda por el procesado digestivé de este nutriente, ya que no podria ser compensada por la
limitada capacidad de produccion del estadio larvario (Zambonino-Infante & Cahu, 2001; Lazo
et al., 2011). Por otro lado, podria influenciar que al momento del muestreo no se hubiesen
regenerado los niveles de actividad de 14§ proteasas acidas (Novelli et al., 2016; Yufera et al.,
2018). Por el contrario, los valores’ de-actividad de las proteasas alcalinas de las larvas parecen
indicar que existe una capacidad de produccionde acorde a los niveles de ingesta de proteina,
reflejdndose una relacion directa entre ajactividad gnedida en las larvas y el consumo promedio
de proteina total. En el resto de las actividades enzimaticas, se presenta en algunos casos
diferencias significativas entre los distinto§ grupos dé€ _larvas experimentales, pero no se
mostraron tendencias claras inducidas por las variaciones de-la ingesta de proteinas o lipidos.
Dado que esta variabilidad suele ser un problema para la integracion o interpretacion de los
resultados. Se llevo a cabo una evaluacion global de las variaciones en los perfiles enzimaticos
utilizando los analisis multivariantes, similar a los realizados en_Maja brachydactyla por
Rotllant et al., (2010) y en Hippocampus reidi por Novelli et al.,;\(2016). El analisis de
conglomerados o cluster indica que las larvas que obtuvieron mayor crecimiento (P45-L22 y
P50-L22) presentan entre si una mayor similitud en sus perfiles de actividad énzimatica, siendo
a su vez parecidas al grupo de larvas alimentadas con las dietas P40-L16, P45-[L16"y P50-L16.
En cambio, los perfiles enzimdticos de las larvas que obtuvieron un bajo rendimiento en el
crecimiento con las dietas P35-L16 y P35-L.22, mostraron mayores diferencias del rest6 de los
grupos. Por lo tanto, en este experimento parecer ser que los perfiles de actividad enzimaticade

las larvas pueden reflejar los estados fisiologicos y condiciones nutricionales, los cuales tienden
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a ser.similares de acuerdo a las caracteristicas nutricionales proporcionadas por los alimentos.
Coineidiendo en que los andlisis de actividad enzimatica pueden ser utilizados como posibles
indicadores.de las condiciones nutricionales o bien como indicadores del estado de madurez del

sistema digéstivo en los peces (Moyano et al., 1996; Cara et al., 2007; Rotllant et al., 2010).

El analisis de componentes principales permitio segregar a los grupos experimentales en funcion
a las variables de lassactividades enzimaticas de mayor relevancia. Observandose una clara
separacion entre los perfiles enzimaticos de las larvas alimentadas con una inclusion del 16 y
22% de lipidos en los alimentos. Esta agrupacién 6 separacion de los perfiles de actividad
enzimatica se adjudica a la actividad de la enzima lipasa, por la posible influencia de la variacion
de los lipidos en las dietas. Ademas’en esta agrupacion intervienen la actividad de dos proteasas
(tripsina y L-aminopeptidasa) queragrupan en el mismo sentido, las cuales podrian estar
influenciadas por la inclusion de las proteéinas. También se presenta una mayor similitud entre
los perfiles enzimaticos de las larvas alimentadas con una inclusion del 22% lipidos en las dietas.
Esto podria indicar que este grupo.de larvas;Comparte estados nutricionales parecidos y en
mejores condiciones, a los perfiles efizimaticosqde las larvas alimentadas con 16% de lipidos.
En los cuales se registran una mayor vattabilidad en la agrupacion de los perfiles enzimaticos
de las larvas. En este grupo (L16), se observajuna clara separacion del perfil enzimatico de las
larvas alimentadas con la dieta P45-L16 por(la_enzima quimotripsina. En esta dieta las larvas
presentaron los valores mas elevados de dicha enzima y la mortalidad mas alta del experimento,
asi como la ratio tripsina-quimotripsina mas baja del grupo de’dietas L.16. Esta ratio se ha
relacionado con los estados nutricionales en las larvas, en donde siSe presenta una disminucion
o estancamiento podria indicar condiciones nutricionales inadecuadds. Debido a que en
condiciones normales la secrecion de tripsina va en aumento a la demanda de la hidrdlisis de
proteinas, pero si hay una restriccion en cantidad o calidad de los alimentos, se producira
relativamente menos tripsina frente a una secrecion constante de quimotripsina (Moyano et al.,
1996; Cara et al., 2003; Moyano, 2006). Por otra parte, en este analisis de componentes se
observa que los perfiles enzimdticos de las larvas alimentadas con 35% de proteina en las dietas
(P35-L22 y P35-L16), son separados claramente por la influencia de los altos niveles de la
actividad de las proteasas acidas. Los cuales tienen a ser mas altos cuando se presenta una menor

cantidad de ingesta de la proteina. Por lo tanto, son las enzimas tripsina, L-aminopeptidasa y
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lipasaslas que tienden a correlacionar positivamente en ambos componentes; las cuales ponen
en manifiesto la influencia de las variaciones de los nutrientes en las dietas experimentales. De
estas dosproteasas, la tripsina ha sido una de la més estudiada por su importancia que tiene en
la digestion‘de-proteinas en la alimentacion en las larvas (Ueberschir, 1993; Srivastava et al.,
2002); ademas. se.ha demostrado que la actividad enzimatica se correlaciona con el contenido
alimenticio del sistema digestivo en larvas (Rennestad et al., 2013; Navarro-Guillén et al.,
2015). La L-aminopeptidasa se ha estudiado menos, esta es asociada a terminar la digestion de
las proteinas a nivel luminar para la liberacion de los aminoacidos (Lazo et al., 2007; Su-Hua et
al., 2011). Mientas que la eénzima lipasa pancreatica lleva a cabo la digestion de lipidos exdgenos
para la liberacién de acidos grasos’(Tengjaroenkul et al., 2002; Comabella et al., 2006; Alvarez-
Gonzalez et al., 2008). En cambio, las proteasas acidas en nuestro estudio tienden a
correlacionar a decrecer en funcidon-a la ingesta de proteina y la enzima quimotripsina podria
reflejar variaciones por deficiencias nutricionales y condiciones fisiologicas que ocasionaron la
mortalidad. Por su parte, la fosfatasa alcalina y la amilasa posiblemente son influenciadas por
el resto de los nutrientes que componen las-di€tas experimentales. Aunque no estan relacionas
directamente con la variacion de los fiutrientes d€ interés del experimento, son consideradas en
los analisis enzimaticos para tener un contexto repfesentativo de las condiciones nutricionales
de las larvas. Debido a que no existe un indi€e universal’ que permita discriminar las condiciones
nutricionales en las distintas etapas de crecimiento (Rotllant.et al., 2010). Por ello, los indices
nutricionales deben definirse para cada etapa de crecumiento y bajo las condiciones

experimentales para cada una de las especies en estudio.
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7.2.6"CONCLUSION

Las larvas d¢ A. trimaculatus podrian tener requerimientos nutricionales proximos a 45% de
proteina y 22% de lipidos, debido a que cuando se alimentaron con estos porcentajes se registro
un buen crecimiénto y los mejores indices de eficiencias de alimento. Por lo tanto, la influencia
de los elevados centenidos de lipidos en los alimentos genera un mayor aprovechamiento de las
proteinas y superviveneia en la etapa larvaria. Los analisis de actividad enzimatica, en las larvas
ayudan en reflejar las condiciones nutricionales generadas por los distintos niveles de inclusion
de las proteinas y lipidosen.dos alimentos experimentales. Por lo tanto, los analisis de las
enzimas digestivas podrian ser utilizados como indicadores de las condiciones nutricionales de

las larvas, cuando se evalua la ncliision de algln tipo de nutrientes en los alimentos.
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7.3.-Capitulo III. Evaluacion in vitro de la biodisponibilidad potencial de
proteinmas y lipidos en los ingredientes de los alimentos para la mojarra

tahuinas(Amphilophus trimaculatus)

Toledo-Solis FJ.! ~Saenz de Rodrigafiez M.%, Diaz M.?, Martinez-Garcia R.!, Pefia E. 14,

Alvarez-Gonzéalez CA !

'Laboratorio de Acuicultuta-Fropical, Division Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Juarez Autonoma de Tabasco,, 0.5 km Carretera Villahermosa-Cardenas, C.P. 86039
Villahermosa, TAB, Mexico.

2Coleccién de Ictiologia, Institutode Ciencias Biologicas, Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas. CP. 29039. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, Mexico.

3Universidad de Almeria, CEIMAR, Dept.\Biologia Aplicada, Escuela Politécnica Superior.
Edificio CITE II-B, Campus univ€rsitario de la Canada, 04120 Almeria, Spain.

“Catedra Consejo Nacional de Cien¢ia-y Tecnologia-UJAT, Villahermosa, Tabasco, México

7.3.1.- RESUMEN

En el desarrollo del cultivo de pecessnativos, como Amphilophus trimaculatus, es
importante disponer de un conjunto de ingredientes proteices ¥, lipidicos apropiados para la
elaboracion de alimentos que permitan optimizar el cultivo a ¢ostos accesibles. Para ello, se
evalud la digestibilidad in vitro utilizando extractos enzimaticos de juveniles de A. trimaculatus
por medio del pH-stat. La digestion de los ingredientes proteicos sefrealizo en condiciones
acidas y alcalinas, cuantificaindose el total de aminoacidos libres al finalizar Jas hidrolisis. En
los ingredientes lipidicos la digestibilidad se evalud solamente en condicioneSyalcalinas. Las
enzimas digestivas de los peces mostraron una mayor afinidad por las materias primas de origen
animal; siendo de los ingredientes proteicos la harina de carne de res, la harina de‘pescado y la
harina ave premium las que presentaron una mejor digestibilidad. Por su parte, los ingredientes
lipidicos que podrian ser utilizados son los aceites de origen de pescado. No se descartayla
posibilidad de integrar utilizar ingredientes de origen vegetal, como la soya o algunos cereales;

asi como aceites vegetales de oliva, maiz o soya. Es necesario complementar este estudio in
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vitro.eon los analisis de digestibilidad in vivo, a fin de determinar los porcentajes de inclusion
en los-dalunentos, asi como los costos de los mismos para desarrollar de una férmula optimizada

para el cultivo de A. trimaculatus.

PALABRAS'CLAVES: Digestibilidad in vitro, A. trimaculatus, pH-stat, Proteinas, Lipidos.

7.3.2.- INTRODUCCION

Los alimentos de las especies piscicolas cultivadas, deben disefnarse considerando sus
caracteristicas biologicas (habiteS alimenticios, requerimientos nutricionales, fisiologia
digestiva, etc.), con el fin de obtenertina asimilacion eficiente de nutrientes y promover el mejor
rendimiento posible (Moyano et al., 2014;)Peia et al., 2017). En este sentido, las proteinas y los
lipidos son considerados nutrientes, priotitarios para el crecimiento y desarrollo de los peces
(Tocher, 2010; Chatzifotis et al., 2012; Wu-and Gatlin, 2014; Xu et al., 2018). Los cuales, han
sido mayormente proporcionado por laharina y el aceite de pescado, situacién que ha cambiado
en los ultimos afos debido a que su disponibilidad ha disminuido por causa de la demanda
creciente que ha incrementado enormemente)su costo_de adquisicion (FAO, 2014; Castillo-
Lopez et al., 2016; Tibbetts et al., 2017). Es{por ello, qie-en los alimentos de las especies en
cultivo y especialmente los que estan en fase de desarrollo, se.buiscan alternativas para remplazar
la harina y el aceite de pescado por diferentes ingredientes de origen animal y vegetal (Tacon
and Metian, 2008; Desai et al., 2012; Castillo-Lopez et al., 2016)sDada la gran variabilidad en
el perfil de nutrientes de estos ingredientes en funcién de su origen,”lote de producciéon o
tecnologia de procesado (Lemos & Tacon, 2011; Tibbetts et al., 2011b); resulta fundamental
establecer alglin tipo de evaluacion nutricional fiable y estandarizada adaptada’a‘las condiciones
de la especie de interés. En este sentido se aplican los ensayos de digestibilidadyin vivo (Cho et

al., 1982) e igualmente sus alternativas in vitro.
Los ensayos de digestibilidad in vitro, dado su bajo costo, ausencia de restricciones £ti¢as y
relativa sencillez de ejecucion, se emplean rutinariamente para una evaluacion preliminar que

permita la seleccion de ingredientes en funcion de su valor nutritivo potencial, tanto en
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diferentes especies de animales terrestres como en acuaticos (Boissen & Eggum, 1991; Hamdan
et alw2009; Moyano et al., 2014). El pH-stat es una metodologia ampliamente utilizada en la
evaluacion_in' vitro de la bioaccesibilidad de proteina y lipidos en nutricion animal y humana
(McClements-& Li, 2010; Williams et al., 2012; Wooster et al., 2014; Mat et al., 2018), la cual
ha sido adaptada’para su empleo en especies acuicolas en varios estudios (Tibbetts et al., 201 1a;
Lietal., 2011; Pena et al., 2017). El fundamento de la técnica se basa en cuantificar el grado de
hidrolisis de los ingredientes a partir del consumo de 4cido o base requeridos para mantener
constante el pH de la"reaccion, el cual varia como resultado de la hidrélisis de los enlaces
peptidicos de una proteind ol.de los enlaces esteres de los lipidos por parte de las enzimas
digestivas. Los ingredientes ,que dispongan de una mejor bioaccesibilidad para la accioén
enzimatica tendran elevados grados de hidrdlisis, lo que se correlaciona con una mayor
biodisponibilidad potencial de los nutrientes para ser asimilados por el organismo. En diversos
estudios realizados en especies piscicolas; las medidas de hidrolisis de ingredientes proteicos
por pH-stat, se han complementado con 1acuantificacion de los aminoacidos liberados durante
dicha hidrdlisis. De esta manera, estossestudios proporcionan una vision mas completa sobre la
biodisponibilidad potencial de los mismos, ayudando a la seleccion de ingredientes. Tal es el
caso de Atractosteus tropicus (Frias-Quintana etal., 2010), Gadus morhua (Tibbetts et al.,
2011b), Cichlasoma urophthalmus (Cuenica-Soria=€te al., 2013), Oncorhynchus mykiss,
Rachycentron canadum, and Oreochromis niloticus (Yasumaru & Lemos, 2014) y del pargo

Lutjanus guttatus (Pefia et al., 2017).

En otro orden de ideas, la mojarra tahuina (Cichlasoma trimaculatum Giinther, 1867), la cual
nombrada recientemente por Ri¢an et al., (2016) como Amphilophusitrimaculatus, es una de las
especie de ciclidos nativos con valor comercial en la costa del PacificovSur de México. Esta
especie eurihalina de habitos omnivoros con tendencia carnivora, cumple e6n'muchos de los
criterios de seleccion de las especies con potencial acuicola (Yafez-Arancibia,,1978; Violante
1995; Miller et al., 2005; Alvarez-Lajonchére et al., 2011). A pesar de haberse logrado
reproducir en cautiverio y de haberse investigado distintos aspectos de su fisiologia digestiva en
larvas y juveniles (Uscanga-Martinez et al., 2015; Toledo-Solis et al., 2015, 2016), s¢"siguen
desconociendo muchos aspectos practicos de su nutricion en diferentes etapas de cultivo, Uno

de ellos, es la seleccion de los ingredientes apropiados para la elaboracion de formulas que
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puedan optimizar el crecimiento a un costo accesible. Con dicho propoésito y para garantizar la
factibilidad de dichas formulas, se evaluaron un amplio nimero de materias primas, tanto
proteicas’comio lipidicas, que podran ser utilizadas en la formulacion de los alimentos para esta
especie. Pot.le-tanto, el objetivo del presente trabajo es realizar una evaluacion de la calidad
nutritiva potencial. de diferentes ingredientes proteicos y lipidicos disponibles en la region, con
el fin de encontrat candidatos Optimos para las formulas de juveniles de A. trimaculatus,

empleando para ell6 lasmetodologia pH-stat y la cuantificacion de aminoacidos libres totales.
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7.3.3MATERIALES Y METODOS

7.3.3:¥.- Ingredientes proteicos y lipidicos

Se evaluaron‘un total de 16 harinas proteicas, asi como 8 ingredientes lipidicos, tanto de origen

animal como.vegetal, obtenidos de diferentes proveedores (Tablas 1 y 2).

Tabla 1. Ingredientes proteicos de origen animal y vegetal la digestibilidad in vitro en

juveniles de A. trimaculatus.

No Ingredientés proteicos Abreviatura Proteina (%) Humedad (%)
1 Caseina! Cas 90.0 2.0
2 Hemoglobina' Hm 90.0 2.0
3 Gluten de maiz* CGM 61.5 9.4
4  Gluten de trigo? WGM 75.0 10.0
5 Harina de ave Premium® FWM 65.0 4.5
6 Harina de cabeza de camarén® SHM 28.0 5.0
7 Harina de calamar’ SM 75.0 5.0
8 Harina de carne de res* MBM 43.7 6.6
9 Harina de carne y viseras de'pollo* PM 60.0 5.1
10 Harina de pescado® FM 66.0 6.8
11 Harina de sangre de res ’ BBM 64.0 5.0
12 Harina de sorgo® SGM 8.9 14.0
13 Harina de soya* SBM 46.8 11.6
14 Harina de trigo’ WM 12:4 12.8
15 Hidrolizado de pescado® HFM 72.0 8.0
16 Pasta de soya’ SB 49.2 6.02

1) Sigma-Aldrich. 2) Glatenes de México S.A. de C.V. Estado de México, México.
3) Empresa GALMEX S.A. en Villahermosa, Tabasco, México..4) ‘Planta de
alimentos Consorcio Stuper en Guadalajara, Jalisco, México. 5) Proteinas Marinas y
Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. 6) CCP Nortiega. 7)
Rastro de Texcoco, Estado de México, México.
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Tabla 2. Ingredientes lipidicos de origen animal y vegetal para la digestibilidad in
Vitro en juveniles de A. trimaculatus.

No Lipid ingredients Abbreviation
1 Salmon oil' SALM
2 Fish oil! FISH
3 Beef bait® BEEF
4 Cod liver oil® COD
5 Olive oli (Ybarra)* OLIV
6 Corn oil (Maceite)® CORN
7 Soy oil (Nutrioli)® SOY
8 Safflower oil (Oléico)’ SAFF

1) Proteinas Marinas y Agrop¢euarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México.
2) Unién Ganadera de Tabasco, Villahermosa, Tabasco. 3) Farmacia Paris S.A. de
C.V. Villahermosa, Tabasco. 4) Ybarra Comercial de México, S.A. de C.V. México
D.F. 5) Promotora de Productos y\Mercados Mexicanos, S.A. de C.V., Guadalajara,
Jalisco. 6) Ragasa, Proteinas Naturales S.A. de C.V. Guadalupe, Nuevo Ledn. 7)
Oléico® Coral Internacional S.A. de C.V.San Luis Potosi, San Luis Potosi.

7.3.3.2.- Material biolégico y preparacion’de extractos enzimaticos

Los juveniles de A. trimaculatus se obtuwieron del ¥aberatorio de Nutricion y Produccion
Acuicola del Centro de Investigaciones Costeras de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas. Los peces se mantuvieron en sistemas de recirculacién y se alimentaron a saciedad
aparente con alimento Silver Cup® Pedregal (32% de proteina 5% de lipidos) tres veces al
dia. Se sacrificaron 21 juveniles con peso himedo de 42.21 + 15.18 gamediante una sobredosis
de MS-222. Enseguida se realiz6 una diseccion en frio para extraef estomagos e intestinos
utilizados para la preparacion de los extractos enzimaticos. Estos se homogenizaron por
separado en frio con agua destilada en una relacion 200 mg/ml (p/v) usandd un homogenizador
eléctrico Ultra Turrax® Ika T18 Basic. Después fueron sometidos a pulsostde“ultrasonidos
mediante un disruptor sonico (Ultrasonic FS-250N; Thermo scientific®) por un tiempo total de
48 segundos, en intervalos de 8s a una frecuencia de 65 Hz. Los extractos de estdmago se
ajustaron a pH 3.4 y los de intestino a pH 7.9, centrifugandose a 16,000 g a 4 °C por 30umin.en
una centrifuga Eppendorf® 5810-R, con rotor F45-3011. Se recuperd el sobrenadante y se

almacenaron alicuotas en tubos eppendorf de 0.5 ml a -20 °C hasta su posterior utilizacion.
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7.3.3.3.- Proteina soluble y actividad enzimatica de los extractos

La conCentracion de proteina soluble en los extractos se determin6 de acuerdo a la metodologia
descritapor Bradford, (1976) utilizando albumina bovina sérica como estandar. La actividad
total de las/preteasas acidas se midio en los extractos de estobmago utilizando hemoglobina al
1% como sustrato.en una solucion glicina-HC1 100 mM L' pH 2.0 (Anson, 1938). La actividad
total de las proteasas alcalinas en extractos intestinales se medi6 con la técnica descrita por
Kunitz, (1947) modifieada por Walter, (1984), usando como sustrato caseina al 1% en solucion
tris-HC1 100 mM L' + €4€l» 20 mM L pH 9.0. La actividad de lipasa se medi6 con la técnica
descrita por Versaw et al.,(1989), usando como sustrato B-naftil caprilato a 100 mM L. Todas
las actividades obtenidas se expresaron empleando las siguientes ecuaciones: 1) Unidad por ml
= (Aabs x volumen final de la reaetion (ml)) x (CEM x tiempo (min) x volumen del extracto

(ml)); 2) Unidades por mg de proteina = Unidades por ml / mg de proteina soluble.

7.3.3.4.- Determinacion del grado de hidrolisis (GH)

Las medidas de hidrdlisis proteica‘o.lipidica s€ llevaron a cabo utilizando un pH-Stat Titrando
902 (Metrohm®, Suiza). La determinde16n del grado de hidrolisis para los ingredientes proteicos
vegetales y animales se realizo de actierdo a la metodologia propuesta por Saunders et al.,
(1972), modificado por Dimes y Haard/(1994), ‘evaluandose bien bajo condiciones que
simulaban la digestion 4cida estomacal o biet la'digestién.alcalina intestinal. En la evaluacion
de cada ingrediente se utilizaron 8 mg de proteina suspendidés,en 5 ml de agua destilada con
agitacion continua, a una temperatura constante de 37 °C. La digestion de la fase acida duro 900
seg y se utilizaron 10 pul de extracto de estdémago (87 U/ml de actividad). La reaccion se corrid
aun pH 3.5 y cada 100 seg se cuantifico el consumo de HCI al 0.1N para mantener ajustado el
pH de reaccion. La digestion de la fase alcalina duro 2700 seg y se utilizaron 110 pl de extracto
de intestino (30.5 U/ml de actividad). La reaccion se corrié a un pH 8.0y cada 300 seg se
cuantifico el consumo de NaOH 0.1N para mantener ajustado el pH. Para cada‘ingrediente se
realizd un blanco con agua destilada con objeto de evaluar la autohidrolisis y todos‘los ensayos

se realizaron por triplicado.

El grado de hidrdlisis de la reaccion se expresd en porcentaje y se calculé mediante la ecuacién:

GH (%) = (h/ het) * 100, en donde: h=ntmero de enlaces peptidicos hidrolizados y h= ntimero
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de enldces peptidicos totales del sustrato proteico. El nimero de enlaces peptidicos hidrolizados
se caletila con la ecuacion: h=b * Nb * (1/ o) *(1/MP) en donde: b= consumo en ml de HCI o
NaOH, Nb= hormalidad de HC1 o NaOH, o= constante de disociacion de los grupos a-NH> y
MP=masa de-proteina en la mezcla de reaccion. Por otra parte, los valores de GH se expresaron
como porcentaj€ relativo utilizando como referencia los datos obtenidos para la hemoglobina

en la fase 4cida y la'caseina en la fase alcalina, y que en ambos casos fueron considerados 100%.

7.3.3.5.- Determinacion-total de aminoacidos libres (TFA)

Al finalizar todas las digéstiones, se tomaron 60 ul de muestra de la mezcla las cuales se
congelaron a -20 °C hasta su postetior analisis para cuantificar la liberacion total de aminoécidos
(Total Free Amino acids; TFA)..La determinacion se realizd de acuerdo a la metodologia
descrita por Church et al., (1983)*basada en la conjugacion del grupo amino terminal de los
aminoacidos con O-phtaldialdehyde (OPA). La solucion OPA se preparé con 25 ml de
tetraborato sodico 100 mM, 5 ml de SDS 20%, 16.4 mg de OPA disuelto en 1 ml de metanol,
400 pl de B-mercaptoetanol y se ajustéd el volumen de 100 ml con agua destilada. Las muestras
colectadas en la digestion se descongelaron y sec€entrifugaron a 16 000 g por 15 min a 25°C. Se
tomaron 10 ul del sobrenadante y se colocaren en{la_microplaca, en donde se mezcld con 190
ul del reactivo OPA. Se incubo y agito por(3 min a t€mperatura ambiente, leyéndose a 340 nm
en un Fluoroskan ascent FL. Thermo® scientifies Para la’cuantificacion se us6 una curva patron

de L-leucina. Todos los ensayos se realizaron por triplicados

7.3.3.6.- Velocidad de hidrolisis (VH)

En el caso de los ingredientes lipidicos, el pardmetro evaluado fue‘la‘velocidad de hidrolisis
durante la digestion alcalina, de acuerdo a la metodologia propuesta por-Nolasco et al., (2006).
Las emulsiones contenian 2 g del aceite, 2.5 g de goma ardbica y 47.5 mi“de agua destilada;
mezclandose por 10 min con un homogenizaron IKA T18 basic 5 rpm. Pesteriormente se
tomaron 5 ml de la emulsion, se mezclaron con 7 ml de tauracolato de sodio a 20-mM, 2 ml de
NaCl a I mM, 1 ml de CaCl> a 20 mM y se ajust6 a un pH 8.0. En las reacciones se, utilizaron
200 pl de extracto de intestino (212 U/ml de actividad), a una temperatura de 37 °C dutante 30
min en agitacién constante. El consumo de NaOH 0.1 N para mantener constante el pH'de la

reaccion se registro cada 300 seg. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, realizando los
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blances con agua destilada para medir el nivel de autohidrolisis en ausencia del extracto
enzimdtico. La cuantificacion de la velocidad de hidrolisis se calculé de acuerdo a la ecuacion:
VH = (P<D)* (Cp) / (Ct * E)) / 1000, en donde P = Consumo de NaOH del lipido problema
(ml/min), T .=-Consumo de NaOH del lipido testigo (ml/min), Cp= Concentracion de NaOH,
Ct= Volumen.de la enzima (ml), E= Concentracion de la proteina (enzima) en mg/ml. 1000 =

factor de correccion.

7.3.3.7.- Analisis estadistico

Los valores de GH de los ifigredientes proteicos y los de VH de los ingredientes lipidicos fueron
previamente transformados por-el arcoseno (v x) y se analizaron mediante un ANOVA.
Cuando, se presentd diferencias;significativas se aplico la prueba a pots-hoc de Tukey, para

encontrar la diferencia entre los ingfedientes. Todos los andlisis estadisticos se ejecutaron en el

software STATGRAPHICS Centurién(XVI, con un nivel de significancia de p<0.05.
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7.3.4RESULTADOS

7.3.4:1- Digestibilidad in vitro de harinas proteicas (GH)

El gradosdeshidrolisis de las harinas vegetales y animales por las proteasas de A. trimaculatus
tanto en digestion 4cida como alcalina se resume en la figura 1. En condiciones acidas, los
valores de GHVYse situaron en un rango <2.5% vy diferentes proteinas de origen animal
presentaron valones superiores a la hemoglobina (control), destacando las harinas de carne de
res (MBM), de pestado\(FM), de ave premium (FWM) y de cabeza de camarén (SHM). Por
otro lado, en condiciones alcalinas los valores de GH se situaron en un rango mas estrecho
<1.5% y so6lo la harina de sorge’(SGM) presentd valores de GH similares a la caseina (control).
En conjunto, las harinas de soya (SBM) y de sangre de res (BBM) presentaron valores aceptables

bajo ambas condiciones de hidroliSis, mientras que las harinas derivadas de cereal (WGM y
WM) p 2D Graph 2
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Los yalores de GH de las proteinas vegetales y animales, representados como porcentaje
respeeto_a los controles de hemoglobina (hidrolisis 4acida) o caseina (hidrolisis alcalina) se
muestranenida figura 2. En conjunto se aprecia que para un mismo tipo de ingrediente los valores
de GH bajo.eondiciones 4cidas resultaron mayores que al ser hidrolizado en condiciones
alcalinas, siendo’particularmente destacables las diferencias en los casos antes mencionados de
MBM, FM, SHM,y. EWM. Por contraste, las proteinas de sorgo (SGM), gluten de maiz (CGM)

y soya (SBM) mostraren mayor susceptibilidad a la hidrélisis en condiciones alcalinas.
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Figura 2. Digestibilidad relativa de las harinas vegetales y animales_en las fases acidas y
alcalinas de la digestion de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas = Hemoglobina/Caseina,
CGM=Gluten de maiz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, SGM=Harina de sorgo,
SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de camarén;,SM=Harina de
calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de res, FM=Harifia)de pescado,
HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, PM=Harina de carne\y viseras
de pollo.

Los ingredientes proteicos presentan una menor cantidad de TFA en la digestion 4cida frerite a
la alcalina, pero no existe una relacion entre los valores de TFA y de GH (Fig. 3). Esta es

diferente en funcion del tipo de hidrolisis (4acida y alcalina) y el origen de los ingredientes
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proteicos. Por lo tanto, los de origen vegetal presentan patrones bajos de TFA y son muy
similar€s,en ambos tipos de hidrélisis (4cidas y alcalinas). En donde, las proteinas con valores
elevados”de,TFA y bajo GH (CGM y WGM) y los que presentan el patron contrario (valores
bajos de TEA=y elevados de GH) como SBM en la hidrolisis acida, mantienen los mismos
patrones en la.hidrolisis alcalina. Por el contrario, en los ingredientes de origen animal no se
mantiene un patrdn'equivalente, de manera que ingredientes que presentan valores bajos de TFA

y elevados de GH én hidrdlisis acida (MBM, FWM, SHM) muestran valores elevados de TFA

y bajos GI T ~= 1~ LA aime T
3.0 l ;
® GH \
a  AET : al
25 : [} 6
> B «
S 20 - | - =
[¢B} \ —
3 | L, T
£ %] | -
|
2 ¢z (3 F3 B
o 104 ® 7 Ay S
IS | . |, ©
T ~ | 5
= E P & % { % @
05 . 8
P ! § ® ?-E
P ! X ‘
- Y A {
0.0 A | .
3.0 l 2
!
|
2.5 ! } } bl
—~ . | §
XX x _
% & ; 30 (g
2.0 l 5
S | 2 L 25 .
: | >
o 15 = | o
s | § § o
= ‘ - 15 @
= 1.0 1 % \ =
- kA t = 2
E x = . e ® -0 3§
0.5 A s & . t CJ
= { - -5
x
- Z . |
0.0 1 . .

Vegetable meals Animal meals

Figura 3. Grado de hidrolisis y total de aminoacidos libres de ingredientes_proteicos en
condiciones acidas (a) y alcalinas (b) de juveniles de A. trimaculatus.C Hm/Cas =
Hemoglobina/Caseina, CGM=Gluten de maiz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de¢ trigo,
SGM=Harina de sorgo, SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de
camaron, SM=Harina de calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre'de
res, FM=Harina de pescado, HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premitim,
PM=Harina de carne y viseras de pollo.
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Los valores de TRA se normalizaron para la hidrolisis acida y alcalina con respecto a los
contreles.de hemoglobina y caseina respectivamente (fig. 4). En donde, se puede evidenciar que
la liberac¢ion*de aminoéacidos es baja para todos los ingredientes en la hidrolisis acida, a
excepcion delgluten (CGM) que resulta significativamente mayor para algunas de las proteinas
de origen animal, durante la hidrélisis alcalina. En esta hidrolisis destacan las elevadas
cantidades de TRA! producidas por las harinas de calamar (SM), sangre de res (BBM) y harina
de ave premium (FWM),
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Figura 4. Total de aminodacidos libres de las harinas vegetales y animales en la fase acida y
alcalina de la digestion de juveniles de A. trimaculatus. Hm/Cas = Hemeglobina/Caseina,
CGM=Gluten de maiz, WGM=Gluten de trigo, WM=Harina de trigo, SGM=Harina de sorgo,
SBM=Harina de soya, SB=Pasta de soya, SHM=Harina de cabeza de camaronySM=Harina de
calamar, MBM=Harina de carne de res, BBM=Harina de sangre de res, FM=Harina.de pescado,
HFM=Hidrolizado de pescado, FWM=Harina de ave premium, PM=Harina de carne)y viseras
de pollo.

122



Para tenher una seleccion mas factible de las materias primas, se realiz6 una clasificacion de los
distintesingredientes proteicos utilizando los valores de GH y TRA (Tabla 3). Para ello se
establecieron*dos categorias alto/bajo considerando altos los valores de GH > 1.5% y los de
TRA > 18.98.mg/10 g harina. De este modo se identificaron ingredientes con elevados valores
de ambos indices,indicativos tanto de una alta bioaccesibilidad de la proteina a la accion de las
enzimas como generadores de una alta biodisponibilidad de aminoacidos como MBM, FWM y
BBM. En el extreme™opuesto, se encontrarian ingredientes con baja susceptibilidad a la

hidrdlisis o la liberacién-d¢yaminoacidos, tales como SBM, WM y WGM.

Tabla 3. Seleccion de los, ingredientes proteicos de acuerdo a los valores de GH
(bioaccesibilidad) y TFA (biodisponibilidad), para la formulacién de alimentos especificos de
juveniles de A. trimaculatus.

GH GH
(GH-TFA) (ALTO) (BAJO)
MBM HFM
(406=27.00) (1.18 - 20.06)
ALT Hm/Cas PM
(ALTO) (2.84 237.95) (0.82-19.31)
FWM SM
(2.18 - 33.15) (0.79 - 39.95)
BBM CGM
(1.79 — 34.85) (0.64 — 32.48)
FM SBM
(3.41 — 18.25) (1.31 —14.26)
TFA SHM WM
(BAJO) (2.48 — 17.48) (02417 3.87)
SGM WGM
(2.28- 1.79) (0.37 —9707)
SB
(1.61 —11.92)

Hm/Cas = Hemoglobina/Caseina, CGM = Gluten de maiz, WGM= Gluten de trigo) FWM =
Harina de ave premium, SHM = Harina de cabeza de camarén, SM = Harina de calamary MBM
= Harina de carne de res, PM = Harina de carne y viseras de pollo, FM = Harina de p€s¢ado,
BBM = Harina de sangre de res, SGM = Harina de sorgo, SBM = Harina de soya, WM = Harina
de trigo, HFM = Hidrolizado de pescado, SB = Pasta de soya. La categoria alto corresponde
valores de GH >1.42% y valores de TFA >18.98 mg ALT x 10 g de harina.
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7.3.4.2.- Digestibilidad in vitro de aceites (VH)

La velocidad de hidrolisis de los aceites de origen vegetal y animal obtenida con los extractos
enzimati€os, de juveniles de A. trimaculatus se muestra en la figura 6. Para cada aceite se
representa tante el porcentaje de la VH medido en ausencia de enzima, el cual corresponderia a
la cantidad de'dcidos grasos libres presentes en la muestra (blanco); como el porcentaje adicional
resultante de la hidrélisis enzimatica. Los valores del blanco se situaron en un rango amplio,
siendo relativamente bajos para los aceites de oliva y salmén (<30% del VH total), pero muy
elevados para los aceites~de cartamo y sebo res (>50% VH total). En la mayoria de los valores
de VH son significativamenteumas elevados en los aceites de origen animal que a los aceites de

origen vegetal.
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Figura 6. Velocidad de hidrolisis de aceites vegetales y animales en la digestién alcalina de
juveniles de A. trimaculatus. OLIV=0Olive oli (Ybarra); CORN=Corn oil (Maceite);; SOY=Soy
oil (Nutrioli); SAFF=Safflower oil (Ol€ico); SALM=Salmon oil1; FISH=Fish oil1; BEEF=Beef
tallow; COD=Cod liver oil.
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7.3.5+DISCUSION

7.3.5:1.- Digestibilidad in vitro de harinas proteicas (GH)

Los ensayos de digestibilidad in vitro con pH-stat se han aplicado desde hace varios afios en la
evaluacion de-ingredientes para ser utilizados en alimentos acuicolas en crusticeos como en
Litopenaeus vannamei (Marina et al., 1997; Ezquerra, 1998), Farfantepenaeus paulensis
(Lemos et al., 2004), moluscos Haliotis midae (Shipton & Britz, 2002) y también en peces
Oncorhynchus mykKissy~Rachycentron canadum and Oreochromis niloticus (Yasumaru &
Lemos, 2014), Lates calearifer (Lewis et al., 2018). En la mayor parte de estos trabajos se simulo
la etapa alcalina de la hidrolisis digestiva, obviandose el efecto que la hidrolisis 4cida puede
ejercer sobre las proteinas, circunstancia que puede ser relevante como se ha descrito con
anterioridad (Alarcon et al., 2002)#Es por ello, que se planted una evaluacion comparada de la
hidrolisis de los ingredientes en ‘eondiciones que simulaban la digestion acida y alcalina,
llevadas a cabo con enzimas de juvenil€s de A. trimaculatus. Esto con el objetivo de establecer
hasta qué punto la ausencia de una digestion del estdbmago bien establecida, podria influir en la
utilizacion nutritiva de una determinada protefna. De esta forma, en los ensayos de simulacion
digestiva con pH-stat, lo que se ponefenmanifiesto son las diferencias de la bioaccesibilidad de
los sustratos (proteinas y lipidos) facilitada'par la hidrolisis que realizan las enzimas digestivas
de la especie en estudio. En el caso deslas proteinas; esta susceptibilidad a la hidrolisis

enzimatica depende también de un cierto nimero de factores,entre los que destacan:

La composicion de amino&cidos: una proporcion mayor o menor de aminoacidos polares
influye fuertemente en la solubilidad y por tanto en la facilidad para exponer los enlaces
peptidicos a la potencial accion de las enzimas (Jonge et al., 2009). Igualmente, el contenido en
aminoacidos susceptibles a la accion especifica de las proteasas como de'lisina y arginina para
el caso de tripsina, y de aminoacidos aromaticos para la pepsina o quimotripSina (Belitz et al.,
2009); puede determinar una mayor posibilidad de fragmentacion de la cadend proteica. Por otra
parte, la gran diversidad de pKa que presentan los grupos carboxilo y amino en.es_diferentes
aminoacidos, determinan una mayor predisposicion a la precipitacion de dicha proteina en
funcion del pH y fuerza idnica del medio (Belitz et al., 2009). En este sentido, en el presente
estudio se ha comprobado que las hidrdlisis realizadas en un medio &cido simulando la digestion

del estomago del pez, se determinaron valores de GH elevados sobre todo en las materias primas
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de origen animal. Siendo en algunos casos como la harina de carne de res (MBM), de pescado
(FM)yde.cabeza de camarén (SHM) y de ave premium (FWM), valores superiores al control de
hemoglobina® Una posible explicacion es que bajo condiciones acidas, se permite una mejor
solubilidad/de-las proteinas, facilitando una mayor bioaccesibilidad para ser hidrolizadas por la
enzima pepsina¥Esta bioaccesibilidad también se ha encontrado en otras metodologias in vitro
cuando se simulayla digestion en condiciones acidas, sobre todo en especies que presentan una
actividad digestiva impertante en el estomago (Hamdan et al., 2009; Mat et al., 2018). Cabe
mencionar, que no todas-las harinas de origen animal presentan buena bioaccesibilidad como

son la harina de carne y vi§cetas de pollo (PM) y el hidrolizado de pescado (HFM).

En tltima instancia la solubilizacién de las materias primas, es influenciada por el pH, el punto
isoeléctrico y la solucion tamponada gque se empleada en los ensayos (Amanda et al., 2006;
Morales et al., 2013). Asi como tambien a la proporcion relativa de los diferentes tipos de
proteina presentes en cada ingrediente.“Efr las vegételas, se han descrito que las albuminas
presentan una mayor solubilidad en.agua y1as globulinas se solubilizan en presencia de iones
(sales); ambas proteinas se encuentran mayofitariamente en las harinas de leguminosas
(Osborne, 1924; Duranti, 2006; Vaz Patto et al.¢#2015). Por su parte, las prolaminas y las
glutelinas son mayoritarias en las harinas d€ cerealesComo harina de trigo, sorgo y maiz; las
cuales son solubles en agua con alcohol y €n solucion€s-dcidas o alcalinas respectivamente
(Osborne, 1924; Duranti, 2006; Vaz Patto et al., 2015). En el‘easo, de la harina y el gluten de
trigo la proteina estdn compuesta mayoritariamente por prolaminas y glutelinas en
aproximadamente 80% (Chavan et al., 1989), lo cual podria explicar porque estos ingredientes
presentaran peores valores de GH de todos los ingredientes (vegetalesy animales) evaluados
tanto la digestion acida como en la alcalina, seguidos del gluten de“vmaiz. Estos mismos
ingredientes también han presentado bajos GHs en Cichlasoma urophthalmus’(€uenca-Soria et
al., 2013), la cual presenta una fisiologia digestiva similar a A. trimaculatus! Per otra parte, ¢l
elevado valor de GH obtenido con la harina de sorgo (SGM) en la digestion alcalina resultd en
principio sorprendente, dado que presenta igualmente una elevada proporcion de prolaminas de
52% y glutelinas 34% (Amanda et al., 2006; FEDNA, 2010). No obstante, precisaménte los
altos contenidos en acidos glutdmico y aspartico caracteristicos de las prolaminas podrian

explicar este resultado, ya que determinarian una elevada capacidad tampon debido a los valores
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de pKa de estos aminoacidos (Belitz et al., 2009), y por tanto un notable consumo de alcali
(soluetdn. NaOH) que se traduciria en un valor alto de grado de hidrolisis. En contraste, el
elevado€onténido en albuminas y globulinas de aproximadamente 90% de la harina y la pasta
de soya (Fukushima, 1991), podrian estar relacionados con los mejores valores de GH

determinados‘para estos ingredientes.

El tratamiento térmieoes en el caso de ingredientes que han sufrido algun tipo de tratamiento
térmico, la rotura de puentes disulfuro modifica la estructura terciaria de las proteinas y en
muchos casos reduce la accesibilidad de las enzimas a los lugares especificos de la cadena
proteica donde podrian ejercer su accion hidrolitica. Por otra parte, de modo particularmente
frecuente en los ingredientes de.origen vegetal, el tratamiento térmico facilita la formacion de
compuestos de Maillard como resultado de la unidon de algunos aminoécidos especificos (ej.
Lisina) con residuos de azucares (Martins)et al., 2001), lo que igualmente reduce el nimero de
enlaces disponibles para hidrolisis por la tripsina. Esto podria explicar en cierta medida los bajos
GHs de la harina de carne y viseras.de polle"(PM), el hidrolizado de pescado (HFM) y harina
de calamar (SM), ya que estas harigas)pasan por un tratamiento térmico durante su proceso

elaboracion.

Presencia de factores anti-nutricionales: estos.compuestoes.interfieren significativamente con
la accion enzimatica y por tanto con la digestion y la absoreidn de nutrientes (Francis et al.,
2001). En los productos proveniente de la soya se han documentado la presencia de inhibidores
de proteasas como la tripsina, pero estos al ser termolabiles se han conseguido reducir con la
exposicion de las elevadas temperaturas durante el proceso de manufacturacion de la harina o
en la etapa de extrusion de los alimentos (Ebrahimi-Mahmoudabad & “Taghinejad-Roudbaneh,
2011; Morales et al., 2016; Pena et al., 2017). Sin embargo, hay algunos que’Son termoestables
como el acido fitico (Storebakken et al., 2000; Morales et al., 2016) y en_goncentraciones
elevadas pueden afectar la absorcién de los minerales y la actividad de algumas enzimas
digestivas, comprometiendo el crecimiento de los peces en cultivo (Barro et al., 2002; Denstadli
et al., 2006; Fredlund et al., 2006). Por lo tanto, los bajos valores de GHs en hidrolisis @lcalina
obtenidos con la harina de soya (SBM) y pasta de soya (SB) podria deberse a estos factores,

pero este efecto no se detecta en la hidrolisis acida. Este hecho coincide con lo descrito por
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Moralés et al., (2016) en donde observa una posible inhibicion de estos factores por el pH acido
y la prédisposicion a la actividad de la enzima pepsina. Esto indicaria que, en especies con una
importante .digestion estomacal como Lutjanus argentiventris y Lutjanus novemfasciatus
(Alarcon etfals 2001) y Lutjanus guttatus (Pefia et al., 2014) o en los propios juveniles de A.
trimaculatus (Teledo et al., 2015, 2016), se podria utilizar en bajas proporciones este tipo de
ingredientes en los ‘alimentos, ya que al pasar por el estdbmago se podria inactivar algunos de los

factores de inhibiciéns

Las interacciones con otrgs componentes de la matriz alimentaria: la presencia en el alimento
de carbohidratos fibrosos o de_grasas, acomplejados fisica o quimicamente con la fraccion
proteica, condiciona de manera importante la posibilidad de que las proteasas puedan ejercer su
accion de manera répida y eficaz, y-también pueden ejercer un efecto tampodn significativo. Este
efecto podria explicar también el elevado)GH medido en harina de sorgo (SGM), ya que se ha
demostrado que las harinas vegetales €on" un elevado contenido de fibra presentan estas
caracteristicas y que en condiciones. de -evaluaciones in Vitro podrian sobreestimarse la
digestibilidad de estas materias primas\(O'Hare et'al., 1984; Duodu et al., 2003; Tibbettes et al.,
2011b).

7.3.5.2.- Relacion entre GH acido y alcalino

Idealmente, una proteina seleccionable como ingrediente deberia mostrar un elevado GH tanto
en condiciones acidas como alcalinas. Sin embargo, ninguna de Jas harinas proteicas evaluadas
en el presente estudio presentd dichas caracteristicas. Como se‘indicaba anteriormente, en la
mayoria de las harinas se registraron valores de GH mas elevados en hidfolisis 4cida frente a la
hidrolisis alcalina. Por lo tanto, esto podria indicar que en esta especie, la.digestion del estdbmago
es un proceso de hidrolisis importante, para un mejor aprovechamiento d€ los ingredientes
proteicos. Mientras que en la digestion alcalina podria estar mas asociada‘ala hidrolisis de
oligopéptidos y liberacion de aminoacidos. Estas caracteristicas, podrian ser proximas a los
habitos alimenticios descritos en otros estudios para esta especie (Miller et al., 2005; TFeledo et

al., 2015, 2016).
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7.3.53.- Relacion entre GH y TFA

Come~se ha indicado con anterioridad, uno de los principales objetivos de los estudios de
digestibilidad in vitro es determinar la susceptibilidad a la hidrolisis de las fracciones proteicas
de los ingrédientes, pero estos resultados, pueden complementarse con una estimacion de la
biodisponiblidad potencial de los aminoécidos liberados, siendo ambos indicadores importantes
en la valoracion global (Yasumaru & Lemos, 2014). Es por ello, que se estimo6 la cantidad de
TFA en hidrdlisis efi ambas fases, resultando la 4cida menor en valor absoluto con respecto a la
obtenida en la fase alcalina. Esto resulta logico, si se considera que los extractos enzimaticos
utilizados para simular la(digestion de estdbmago contenian pepsina, una endopeptidasa cuya
accion principal es romper fracciones de péptidos (Belitz et al., 2009), en tanto que los extractos
utilizados para simular la digestion intestinal de A. trimaculatus contenian una mezcla
enzimdtica de endopeptidasas (tripsina, quimotripsina) y exopeptidasas (carboxipeptidasas y
aminopeptidasas) segun resultados reportados por Toledo-Solis et al., (2016). En la fase
alcalina, la harina de ave premium (EWM) y1a harina de carne de res (MBM) muestran elevadas
cantidades de TFA y GHs alcalinos,-datos=qtic' se asemejan a los obtenidos en especie con
habitos alimenticios similares (Cu¢nca-Soriaget al., 2013); pero en especies de habitos
carnivoros como en Lutjanus guttatusa tendenciano _es tan evidente (Pefia et al., 2017). Por
otra parte, la propia naturaleza de los ingredi€ntes, asi«¢0mo los procesos industriales empleados
en su obtencion, pueden determinar la existenicia'de cantidades variables de aminoacidos libres,
que en algunos casos pueden resultar elevadas. Tal seria el caso-de las harinas de calamar (SM),

sangre de res (BBM), hidrolizados de pescado (HFM) y gluten de maiz (CGM).

7.3.5.4.- Seleccion de harinas proteicas por GH y TFA

La integracion de los valores GH y TFA nos podrian servir para hacerwn ranquin de materias
primas mas especifico y de calidad para la formulacién de alimentos d€ los organismos
acuaticos. En este ensayo, las harinas que se presentan los mejores valores parajuyeniles de A.
trimaculatus son la harina de ave premium (FWM), la harina de carne de res (MBM), harina de
pescado (FM) y la harina de sangre de res (BBM), siendo el resultado mas 6ptimo¢en~harinas
vegetales los productos de soya. Todas estas harinas ya se han evaluado, obteniendo distintos
resultados en la sustitucion parcial de la harina de pescado de los piensos para algunas especies

como Cyprinus carpio (Emre et al., 2003); Diplodus puntazzo (Hernandez et al., 2007);
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Lateolabrax japonicus (Hu et al., 2013); Epinephelus coioides (Wang et al., 2017) y Ictalurus
punctatus (Garcia-Pérez et al., 2018). Sin embargo, si se buscan algunas harinas proteicas para
formulap”alithentos en algunas etapas de desarrollo, donde no se disponga de una buena
capacidad digestiva pero si de absorcion, podrian considerarse harinas con baja bioaccesiblidad
pero que al final promuevan un aporte elevado de TFA a los organismos. En este caso, estas
podrian ser el hidrolizado de pescado (HFM), la harina de carne y viseras de pollo (PM), la
harina de calamar (SM)y el gluten de maiz (CGM). En este caso, habria que tomar en cuente el
perfil de aminoacidos que.dportaran dichas materias primas en los alimentos con el fin de aportar
los aminoacidos esenciales jpara no comprometer el crecimiento y el desarrollo de los
organismos en cultivo (Nunes,et.al., 2014). Por su parte, las harinas con niveles bajos de GH y
ALT podran ser descartadas porsel bajo aporte nutricional, o bien podrian ser utilizadas
unicamente para balancear las formulas de los alimentos. Por tanto, todos estos criterios de
seleccion de materias primas asociades) a las metodologias in vitro son de un contexto
nutricional. Por ello, se tendria que evaluar la factibilidad de los ingredientes en base a la
disponibilidad y los costos para cada-zona=ASi/como otros estudios sobre los porcentajes de
inclusion de estos ingredientes en la dieta, la digestibilidad in vivo de estas harinas y sobre todo

el crecimiento de los organismos en cultivo.

7.3.5.5.- Digestibilidad in vitro de aceites (VH)

Actualmente se realizan muchas investigaciones para remplazarel aceite de pescado por aceites
de origen vegetal debido a la demanda creciente y los costos_de adquisicion de esta materia
prima (Turchini et al., 2009). En este sentido, resulta de gran impertancia determinar para una
especie en concreta qué fuentes lipidicas presentan una mayor bioaccesibilidad a nivel digestivo
y por tanto, un mayor potencial de absorcion y posterior uso metabdlicod La simulacion de la
digestion de lipidos con este objetivo es una tarea relativamente compleja_s€specto al caso de
las proteinas, ya que en la misma, intervienen un mayor nimero de factores. Enyla hidrdlisis de
los lipidos se precisa en generar, una superficie de contacto “interfase” entre las/lipasas y el
sustrato lipidico mediante agentes emulsionantes. En donde, si la capacidad emulsionante para
generar la interface es deficiente, la digestion de los lipidos y la liberacion de los 4cidos gtasos
puede verse obstaculizada (Baeverfjord et al., 2006). Por su parte, esta interface de contaeto

puede ser afectada por muchos factores, entre los que destacan las propiedades fisicas de los
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ingredientes lipidicos, la cantidad de fosfolipidos presente en los aceites, el tipo de sales biliares,
la con€entracion y relacion de CaCl, y NaCly en la reaccion, el tamafio de la micela, la
estabilidad_de la emulsion durante el proceso de hidrolisis, la temperatura, la velocidad de
agitacion, entre otros factores (Mun et al., 2007; Hu et al., 2010; Li et al., 2011; Chang and
McClements, 2016).

Aunque la metodologia'pH-stat se ha utilizado ampliamente para simular la digestion de lipidos
en humanos (Fatouros ‘and Mullertz, 2008; Hur et al., 2011; Day et al., 2014; Li & McClements,
2014; Mat et al., 2016), Su aplicacion equivalente para organismos acuaticos solo ha sido
propuesta por Nolasco et al., (2006). Es por ello que hasta el momento, no se ha reportado una
evaluacion de digestibilidad in‘vitro de lipidos mediante pH-stat, para generar un ranquin de
posibles aceites para la incorporacién en alimentos de las especies acudticas. Los pocos estudios
que han evaluado la digestibilidad in vittQ de lipidos, han sido de forma integrada en la matriz
de los alimentos (Mat et al., 2016) y la digestion de los lipidos en distintos segmentos del sistema
digestivo con otra metodologia in/itre (Koven et al., 1997). Esto posiblemente es debido, en
buena medida a la complejidad que/implica considerar todos los factores mencionados en el
parrafo anterior. No obstante, a pesar de-la, simplificacion inherente al ensayo in vitro, los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran quedipasas de juveniles de A. trimaculatus
presentan una mayor capacidad de hidrolisis (de fuentes dipidicas de origen animal, en especial
sobre los aceites de pescados, los cuales presentan un elevado contenido de 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (Coppes Petricorena, 2015). En las condiciones in vitro descritas
para este experimento el aceite de salmon presento la bioaccesiblidad mas alta con un VH de
3.30%, de este valor el 72% corresponderia a la hidrolisis realizadas por‘las lipasas y el resto a
los &cidos grasos libres presentes en la muestra. El valor equivalente para el aceite de pescado
de VH seria del 2.71%, (correspondiente al 58% de la hidrolisis de las lipasas)¢Esto se explicaria
considerandose que las lipasas de peces comunmente, presentan mayor afinidadpara hidrolizar
triglicéridos que contengan acidos grasos de cadena larga altamente insaturados.(Gjellesvikst
1991; Gjellesvik et al., 1994; Bakke et al., 2011). Por otra parte, los aceites vegetales que
presentaron una mayor bioaccesibilidad a las lipasas de esta especie son el aceite de oliva, el
cual es rico en acido oleico (Jamieson, 1927); seguido de los aceites de maiz y soya, los cuales

son fuentes principales de acido linoleico respectivamente (Beadle et al., 1965; Liu, 1997). Esto
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nos ptiede indicar, que al menos en esta especie, dichas fuentes muestran una mejor
bioaeeé€sibilidad para los 4cidos grasos de la serie n-6. Estos pueden ser utilizados como sustrato
por las elongasas y desaturasas para generar el adcido araquidonico para cubrir algunas de las
necesidades fisiologicas (Sargent et al., 2003). En ultima instancia, se recomiendan considerar
dos factores importantes para precisar en los proximos ensayos de digestibilidad in vitro de
lipidos en pH-stat, el tipo de emulgente para mejorar o aumentar interface y el tipo de la sal

biliar con las que presenten una mayor afinidad las lipasas (Sarkar et al., 2016; Ye et al., 2018).

7.3.6.- CONCLUSION

La metodologia del pH-statpermitié generar una ranquin mediante la digestibilidad de
los ingredientes proteicos y lipidicos;\que podran ser utilizados en la elaboracion de los
alimentos especificos de juveniles de A.trimaculatus. En esta especie, las enzimas digestivas
presentaron una mayor afinidad por.las materias primas de origen animal. De los ingredientes
proteicos que presentan una mejor digestibilidadin vitro son la harina de carne de res, la harina
de pescado y la harina ave premium, €ntre otros.¢Por su parte, los ingredientes lipidicos que
podrian ser utilizados son los aceites de origen de peScado. No se descarta la posibilidad de
integrar ingredientes proteicos y lipidicos de arigen vegetalsde los cuales se podrian seleccionar
los productos de soya o de cereales, asi como aceites vegetaleS-de oliva, maiz o soya. En todos
los casos, se tendran que considerar otros factores como la dispontbilidad de los ingredientes en
la zona, los costos de adquisicion, la digestibilidad in vivo y los percentajes de inclusion en los

alimentos para no afectar las propiedades que caracterizan el consumo d€ pescado.
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8.- DISCUSION GENERAL

Todes las especies que actualmente se estan produciendo, en su momento presentaron
grandes ret@s-en las distintas etapas para su cultivo. Una de las etapas mas complicadas es el
larvicultivo, la.ctal ha sido sefialada en la mayoria de la especies como un cuello de botella para
su incorporacion a lajindustria acuicola (Olivotto et al., 2011; Galaviz et al., 2015). Uno de las
principales causa de elle es la vulnerabilidad que presentan las larvas a factores ambientales,
por lo que se busca conOeer las condiciones fisico-quimicas adecuadas en los sistemas de
cultivo. Sin embargo, en (losiltimos afios han tomado peso los estudios de alimentacion y
nutricion, ya que la disponibilidad y viabilidad de las larvas depende enormemente del estado
de desarrollando del sistema digeStivo para efectuar el suministro de alimentos exdgenos

(Zambonino Infante et al., 2008; Gisbert et al., 2009).

Es por ello, que los primeros estudios qui¢ a realizarse son enfocados a describir y entender la
funcionalidad de la fisiologia digestiva,de lasilatyas. Una de las herramientas utilizadas en estas
etapas son los andlisis histoldgicos, 10s cuales ‘describen el desarrollo morfolédgico y la posible
funcionalidad de los distintos 6rganos quecomponeh ¢l sistema digestivo (Trevifio et al., 2011).
En el caso de las larvas de A. trimaculatus, el’sistema'digestivo muestran un patron de desarrollo
similar al descrito en otros ciclidos (Molina, 2008; Molina,2010; Trevifo et al., 2011; Cuenca-
Soria et al., 2013), iniciandose de forma rudimentaria como.un,tubo recto y posteriormente se
comienza a diferenciar en tres regiones principales como es‘la cavidad bucofaringea, la
esofagica y el intestino, lo cual coincide con el inicio de la alimentacion exégena. También son
observados los tejidos hepatico y pancreatico, los cuales son asociade” a la transferencia de
nutrientes del saco vitelino (Morrison et al., 2001). Por su parte, el pronta‘diferenciacion de los
distintos organos y la funcionalidad del sistema digestivo son considéradas estrategias
reproductivas de las especies incubadoras de sustrato, debido a la vulnerabilidad'que presentan
las larvas al medio ambiente (Meijide & Guerrero, 2000; Fujimura & Okada, 2007; Molina,
2008). Anadido a esto, la lenta absorcion las reservas del saco vitelino de esta especiey es una
informacion que servira para realizar estrategias de alimentacion durante los primeros/dias de
vida. Esta situacion de la absorcion de las reservas en el medio silvestre se ha considerado'como

estrategia, para evitar periodos de inanicion si no se dispone de alimento en el medio natural
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(Zavala, 2011). Lo cual podria ser una condicion favorable, cuando se llevan acabado las pautas

de alimentacion en los protocolos de destete de esta especie.

En esta migma linea, las técnicas moleculares de expresion génica ayudan a comprender la
funcionalidad\.d€l, sistema digestivo en los primeros estadios de desarrollo, al obtener los
patrones de expresion transcripcional de genes especificos de las enzimas digestivas (Galaviz et
al., 2012). En dondg, Jes, primeros niveles de expresion de los genes de precursores de enzimas
digestiva posiblemente se debe a una programacion genética para efectuar la digestion de las
reservas vitelinas en los prfimeros dias de desarrollo durante la ontogenia inicial (Garcia-Gasca
et al., 2006; Yufera et al., 2018). Pero en otros casos, la expresion de genes enzimaticos son
producidos por células u 6rganos_especificos cuando estos comienzan a ser funcionales (Chi et
al., 2013; Yufera et al., 2018). Enestecaso, de la expresion de los genes estudiados durante la
ontogenia inicial de A. trimaculatus, log patrones de la expresion son bajos durante los primeros
dias de desarrollo, pero estos suelen inctémentarse considerablemente cuando se observa una
clara diferenciacion de los distintos 6rganos;yitambién se lleva a cabo una alimentacion de tipo
exogena con alimento vivo. Los picogmaximos d€ expresion son proximos al dia 15 dde, cuando
ya no se muestran cambios estructuralesenlaimorfologia del sistema digestivo y se proporciona

una alimentacidon exdgena con alimento cometcial.

Otra situacion diferente, pero igualmente necesaria es profundizar en una formulacién adecuada
para esta especie, ya que los alimentos especificos podran mejorar el crecimiento en esta etapa
de cultivo. Para ello, uno de los primeros pasas es encontrar los reguerimientos nutricionales en
la etapa larvaria, los cuales apuntan hacer demandantes de lipidos y prot€inas. El porcentaje de
proteina encontrado es proximo a 45%, el cual coincide con los trabajos realizados en otras
especies de ciclidos como Orechromis niloticus (Abdel-Tawwab et al., 2010) y'en Cichlasoma

urophthalmus (Martinez-Palacios et al., 1996); con las cuales comparte habitos de alimenticion.

Por otra lado, en el caso de los lipidos, el porcentaje que presento los mejores crecimientos en
combinacion con el 45% de proteina resulto en 22% de lipidos. En la mayoria de los ¢studios
realizados en otras especies, en larvas de Epinephelus coioides (Li et al., 2016), Orechromis

niloticus (Qiang et al., 2017) y en juveniles de Sebastes schlegeli (Cho et al., 2015), los rangos
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observados siempre fueron inferiores al resultado obtenido en A. trimaculatus. Esto nos podria
indicar, que esta especie parece tener un mayor aprovechamiento de los lipidos, los cuales se
enfocariah _a* fines energéticos, por lo tanto la proteina suministrada sera mayormente
aprovechada.para fines estructurales. Con ello, se podria permitir un ahorro de proteina en los
alimentos y pervcensiguiente una posible disminucion en los costos de produccion (Kumar et
al., 2018). Corroborando estos resultados, los indices de crecimiento, de eficiencia de alimento
y por otra parte 1os perfiles de actividad enzimatica, los cuales presentaron agrupacion de
similitud con los bloques ‘que contenian los mismos porcentajes de inclusion de proteina y

lipidos en los alimentos.

Por otra parte, conocer cuéles pedrfan ser los ingredientes utilizados para la formulacion de los
alimentos, puede ser de gran utilidad_para estimar los costos de elaboracion que tendran los
alimentos y si estos podran ser accesibles) Es por ello, que se evaluaron ingredientes proteicos
y lipidicos, por ser gran importancia en lafiutricion de los peces y estar catalogados como los
mas costosos en la formulacion deflos-alimentoS(Wu and Gatlin, 2014; Kumar et al., 2018; Xu
et al., 2018). Las evaluaciones se realizaron médiante digestibilidad in vitro con el pH stat,
metodologia ampliamente utilizada pata~diversas”especies acuaticas con fines productivos
(Tibbetts et al., 2011; Moyano et al., 2014)7Tios ingredientes proteicos con mejores resultados
son las harinas de origen animal, destacando harina de p€seado, de ave premium y de carne de
res. Este tipo de preferencias de harinas o ingredientes se ha déscrito sobre todo en especies que
presentan una actividad digestiva importante en el estomago (Hamdan et al., 2009; Mat et al.,
2018). Por otro, lado la mayoria de las harinas de origen vegetal, presentaron valores inferiores
las harinas animales. Sin embargo, algunas como los productos de soya“y de cereales, llegan a
obtener valores prometedores que podrian hacer considerados como candidatos para integrarse

en los alimentos de esta especie.

En lo que respecta a los ingredientes lipidicos, se observa una preferencia por.les_ aceites de
origen de pescado, los cuales presentan un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (Coppes Petricorena, 2015). En el caso de los aceites vegetales, podfian ser

integrados en menor proporcion, los que son altos en acidos grasos de la serie n-6; ya que ‘estos,
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puedent ser utilizados como sustrato por las elongasas y desaturasas para generar el acido

araquidonico para cubrir algunas de las necesidades fisiologicas (Sargent et al., 2003).

Considerando~los distintos aspectos en que se desarrollo de la presente investigacion, esta
contribuyen al entendimiento del desarrollo y funcionalidad de la fisologia digestiva en las
primeras etapas de vida; informacion que sera imprescindible para ajustar las practicas de
cultivo en el larvicultivo, Ademas aporta informacion fundamental para la elaboracion de
formulas de alimentos espeeificos, los cuales podran aportar un mayor rendimiento en las etapas
de cultivo. Por lo tanto, todo jesto se podria considerar como un buen inicio en el aporte de la

informacion que permita desarrolar el cultivo de A. trimaculatus.
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9.- CONCLUSIONES

1.

El" sistema digestivo de A. trimaculatus durante la ontogenia inicial presenta un
desarrello abrupto caracteristico a lo descrito en otros ciclidos. En donde, desde el dia 6
dde (5.82+0.32 mm) se encuentran diferencias histologicas de los distintos 6rganos del
sistema digestivo como estdmago, intestino, pancreas ¢ higado. Para el dia 15 dde
(7.28+0.26 ‘mm) se observa un desarrollo completo del sistema digestivo. Las
caracteristicas metfologicas presente en esta especies parecen indicar que poseen habitos

omnivoros con tendencia carnivora (Capitulo I).

Los patrones de expresidén.génica de las enzimas digestivas durante la ontogenia inicial
de A. trimaculatus en los”primeros dias son bajos, presentando una expresion
significativa en el dia 6 dde (5.82+£0.32 mm). Este evento se considera como un posible
indicador de la funcionalidad de 185 distintos 6rganos del sistema digestivo. Por su parte,
los puntos maximos de expresion de-1as enzimas estudiadas se presentan cerca del dia
15 dde (7.284+0.26 mm), indicando und digestion conjunta entre el estomago y el
intestino, y el momento de 1a completa” funcionalidad para llevar a cabo una
alimentacion exdgena. Los patronesddejexpresiongénica pueden verse influenciados por

las pautas de alimentacion (Capitulo ).

Las larvas de A. trimaculatus presentaron requerimientossutricionales proximos a 45%
de proteina y 22% de lipidos, ya que registraron los mejores indices de crecimiento y
eficiencias de alimento con respecto al resto de las dietas. La infltencia de los elevados
contenidos de lipidos en los alimentos parece generar una mayor supervivencia y
aprovechamiento de las proteinas para mejorar el crecimiento en las€tapa larvaria. En
este estudio los perfiles de actividad enzimatica de las larvas, resultaron ser similares
entre los bloques de los alimentos que contenian los mismos porcentajes deqdnclusion de
proteinas y lipidos en los alimentos. Por lo tanto, se podrian utilizar estos anélisis como
posibles indicadores de las condiciones nutricionales de las larvas, cuando se evalfia la

inclusion de algan tipo de nutrientes en los alimentos (Capitulo II).
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4,°El ensayo de digestibilidad in vitro por pH-stat, ponen también en manifiesto que el
proceso de digestion de A. trimaculatus, es llevado a cabo en conjunto entre el estomago
e”ntestino. En donde, las enzimas digestivas de juveniles presentaron una mayor
afinidad por las materias primas de origen animal, destacando la harina de carne de res,
harina.de pescado y harina ave premium. En el caso de los ingredientes lipidicos que
podrian ser utilizados son los aceites de origen de pescado. No se descarta la posibilidad
de integrar ingredientes proteicos y lipidicos de origen vegetal, de los cuales se podrian
seleccionar los preductos de soya o de cereales; asi como aceites vegetales de oliva, maiz

o soya (Capitulo III).
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