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Resumen

El jurel (Seriola rivoliana) es una especie considerada promisora para la diversificacion de
la piscicultura marina en diversos paises; sin embargo, hay limitada informacion sobre su
desarrollo larvario, que es considerado el cuello de botella principal para su produccion a
escala comercial. Una alternativa para aumentar la supervivencia en los cultivos larvarios,
es el uso de probidticos que aportan salud al hospedero, y en este sentido, en el presente
trabajo se optd por la levadura probidtica Debaryomyces hansenii para verificar su impacto
en la produccion larvaria de S. rivoliana. Este trabajo tiene como objetivos especificos: 1)
determinar la eficiencia del uso de Artemia como vector de la levadura D. hansenii para
larvas de S. rivoliana.; 2) determinar los cambios morfoldgicos desde la eclosion hasta el
dia 30 post-eclosion; 3) identificar los cambios en las actividades de enzimas digestivas
durante la ontogenia inicial; 4) conocer el efecto de la administracion de D. hansenii en el
desarrollo ontogénico, el crecimiento, condicion y salud intestinal, mineralizacién Gsea,
deformidades esqueléticas y en sus perfiles transcriptomicos. Se realizo analisis histolégico
para caracterizar la ontogenia inicial del tracto digestivo de las larvas y para verificar la
produccion de mucinas en el intestino de las larvas al dia 30 (13.6 £ 1.6 mm) del control y
del tratamiento con levadura. Asimismo, se estudiod la actividad enzimatica digestiva a lo
largo del desarrollo (ontogenia inicial) de tripsina, quimotripsina, lipasa, a-amilasa, pepsina
y fosfatasa alcalina, para lo cual se evalud el efecto de la administracion oral de la levadura
en larvas del dia 15 (4.59 + 0.39 mm LE) y 30 post eclosion (DPE). Por su parte, para la
determinacion del grado de mineralizacion dsea y de deformidades esqueléticas, se realizo
la técnica de transparentacion Osea con la doble tincion de Azul de Alciano y Rojo de
Alizarina. Adicionalmente, se realiz6 el andlisis de expresion diferencial por medio de
gPCR con genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion celular (igfl, igf2, gh,
collal, bmp2 y pcna). Finalmente, se realizo el ensamblaje de novo utilizando la tecnologia
RNA-Seq con el fin de conocer los perfiles transcriptomicos de las larvas tratadas con y sin
levadura. Nuestros resultados mostraron que el desarrollo del tracto digestivo fue similar al
de los peces de rapido crecimiento con posibilidad del inicio del periodo de destete entre
los 15 (4.59 + 0.39 mm LE) y 20 (5.25 + 0.9 mm) DPE. La alimentacion con la levadura
incrementd la supervivencia y el crecimiento de las larvas, asi también se presentd una
mayor produccion de mucinas intestinales, mayor actividad de fosfatasa alcalina, pepsina y
amilasa; sin embargo, con las deméas enzimas no hubo diferencias significativas entre las
larvas alimentadas con la dieta control y las alimentadas con la levadura. El grado de
mineralizacion dsea en el craneo y complejo caudal fue mayor en larvas tratadas con D.
hansenii, asi como una menor incidencia de deformidades en la columna vertebral. En
términos generales, la expresion de los genes a lo largo del desarrollo fluctud entre las
larvas del grupo control y las del tratamiento con levadura; sin embargo, a los 30 DPE se
detectd una mayor expresion de los genes bmp2, collal y pcna en las larvas alimentadas
con la levadura. Por su parte, en el anlisis trasncriptomico se ensamblaron 117,997
transcritos correspondientes a 81,680 genes. Se anotaron 45,690 proteinas (SwissProt e-
value < 1 x 10°) y 19,154 proteinas con término ontolégico asignado (GO). Los principales
genes relacionados con el grado de mineralizacion 6sea y maduracion del tracto digestivo
sobrerepresentados en el andlisis transcriptomico fueron, cyp24, cyp27, lrp5, mef2, entk,
pepsina y fosfatasa alcalina. Considerando los resultados, los diversos analisis demostraron



que las larvas suplementadas con la levadura D. hansenii presentaron mayor grado de
maduracion del tracto digestivo, mayor grado de mineralizacién dsea y una reduccion de
deformidades esqueléticas por lo que se recomienda el uso continuo de la levadura como
suplemento alimenticio a partir de los 5 DPE.

Palabras clave: Debaryomyces hansenii, pez marino, maduracion digestiva, deformidades
esqueléticas, ontogenia.
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Summary

The longfin yellowtail (Seriola rivoliana) is a species considered promising for the
diversification of marine fish farming in various countries, however, there is limited
information on its larval development, which is considered the main bottleneck for its
production on a commercial scale. An alternative to increase survival in larval cultures, is
the use of probiotics that bring health to the host, and in this sense, in the present work we
chose the probiotic yeast Debaryomyces hansenii to verify its impact on the larval
production of S. rivoliana. This work has as specific objectives: 1) to determine the
efficiency of the use of Artemia as vector of yeast D. hansenii for S. rivoliana larvae; 2)
determine the morphological changes from hatching to day 30 post-hatching; 3) identify
changes in the activities of digestive enzymes during the initial ontogeny; 4) to know the
effect of the administration of D. hansenii on ontogenetic development, intestinal growth,
condition and health, bone mineralization, skeletal deformities and their transcriptomic
profiles. Histological analysis was performed to characterize the initial ontogeny of the
digestive tract of the larvae and to verify the production of mucins in the intestine of the
larvae at day 30 (13.6 £ 1.6 mm) of the control and treatment with yeast. Likewise, the
digestive enzymatic activity was studied along the development (initial ontogeny) of
trypsin, chymotrypsin, lipase, a-amylase, pepsin and alkaline phosphatase, for which the
effect of oral administration of the yeast on larvae was evaluated at day 15 (4.59 + 0.39 mm
LE) and 30 post hatch (DPE). On the other hand, for the determination of the degree of
bone mineralization and skeletal deformities, the technique of bone translucency was
performed with the double stain of Alcian Blue and Alizarin Red. Additionally, differential
expression analysis was performed by means of gPCR with genes involved in cell
proliferation and differentiation (igf1, igf2, gh, collal, bmp2 and pcna). Finally, de novo
assembly was carried out using RNA-Seq technology in order to know the transcriptomic
profiles of larvae treated with and without yeast. Our results showed that the development
of the digestive tract was similar to that of fast-growing fish with the possibility of the
beginning of the weaning period between 15 (4.59 + 0.39 mm LE) and 20 (5.25 = 0.9 mm)
DPE. Larvae fed with yeast increased the survival and the growth, thus also there was a
greater production of intestinal mucins, greater activity of alkaline phosphatase, pepsin and
amylase; however, with the other enzymes there were no significant differences between
the larvae fed with the control diet and those fed with the yeast. The degree of bone
mineralization in the skull and caudal complex was greater in larvae treated with D.
hansenii, as well as a lower incidence of deformities in the spine. In general terms, the
expression of the genes throughout the development fluctuated between the larvae of the
control group and those of the treatment with yeast; however, at 30 DPE, greater expression
of the bmp2, collal and pcna genes was detected in the larvae fed with the yeast. In
addition, 117,997 transcripts corresponding to 81,680 genes were assembled in the
transcriptomic analysis. We recorded 45,690 proteins (SwissProt e-value <1 x 10-5) and
19,154 proteins with assigned ontological term (GO). The main genes related to the degree
of bone mineralization and maturation of the digestive tract overrepresented in the
transcriptomic analysis were, cyp24, cyp27, Irp5, mef2, entk, pepsin and alkaline
phosphatase. Considering the results, the different analyzes showed that the larvae
supplemented with the yeast D. hansenii have a higher degree of maturation of the



digestive tract, a greater degree of bone mineralization and a reduction of skeletal

deformities, so the continuous use of yeast is recommended as a dietary supplement from 5
DPE.

Keywords: Debaryomyces hansenii, marine fish, digestive maturation, skeletal deformities,
ontogeny.
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1. INTRODUCCION

1.1 Acuicultura mundial y diversificacion de especies

En 2016, la producciéon mundial de la acuicultura, incluidas las plantas acuaticas, ascendié
a 110,2 millones de toneladas (Fig. 1), siendo que de este total 80,0 millones de toneladas
son de peces comestibles (FAO, 2018). Desde el afio 2000, ya no se registran en la
acuicultura mundial las elevadas tasas de crecimiento anual de los decenios de 1980 y
1990, esto es, un 10,8% y un 9,5%, respectivamente, de tal manera que el crecimiento anual
descendi6 a un moderado 5,8% durante el periodo 2001-2016.
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Figura 1. Produccion mundial captura vs acuicultura (FAO, 2017).
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Aunque la actividad es muy prometedora a nivel mundial, el continente americano posé un
crecimiento muy discreto en el sector acuicola (Fig. 2). Las medidas para la diversificacion
de especies de interés econdmico deben de ser consideradas seriamente principalmente por
el sector gubernamental a fin de suplir la demanda de pescados y mariscos para consumo
humano en el continente. Es asi que América es un continente principalmente dedicado a
importar pescados, ya que la oferta interna no es suficiente para cubrir la demanda del
mercado. La capacidad de los productores para distribuir otras especies de aquellas que

tradicionalmente se comercializan, atraeria a nuevos consumidores y alcanzarian precios



mas altos, especialmente para especies con innovacion en su cultivo (Basurco y Abellan,
1999).
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Figura 2. Produccion de América comparada a la produccion mundial (FAO, 2018).

La reduccion de la pesca de captura marina en América Latina y Caribe refleja la
disminucion de la disponibilidad de las especies mas importantes de peces. A pesar de la
disminucion de las poblaciones marinas, se espera que la demanda mundial de productos

pesqueros siga creciendo. Comparado con el periodo de 2017-2030 en que la tasa de



crecimiento sera del 2,1%, por lo que se denota una caida en la tasa de crecimiento de la
actividad en relacion al periodo de 2003-2016; sin embargo, la actividad sigue creciendo a
mayor ritmo que otros sectores importantes de la produccién de alimentos (FAO, 2018).
Segun la FAO (2018), en 2016, hubo 37 paises en los que la produccion de peces
cultivados superd a las capturas en el medio natural. La acuicultura aport6 menos de la
mitad, pero mas del 30% del total de la produccion pesquera nacional en otros 22 paises en
2016.

La acuicultura en América Latina, ha mantenido un importante ritmo y aunque su volumen
total regional (2,67 millones de ton) representa el 2,5 % de la produccion global acuicola, la
expansion promedio sostenida (17 % en el periodo de 1974 a 2015) de la actividad ha
dinamizado la economia de muchos paises.

En este mismo sentido, los paises de América Latina poseen gran potencial para desarrollar
el cultivo comercial de peces marinos, dado que, en ésta encontramos especies de alto valor
qgue pueden ser explotadas, asi como las condiciones ambientales y socioeconémicas
apropiadas para la acuicultura sustentable (Cerqueira y Tsuzuki, 2009). La produccién
acuicola marina en la region en el afio 2000 fue de 601 136 toneladas y en el afio de 2015
este valor se incremento a los 1,843 309 toneladas (Fig. 3) (FAOFISHSTAT, 2015). En el
periodo de 2000-2011 México, que produjo mas de la mitad de la produccion de la
acuicultura en America Central (Fig. 4) y que ocupa el tercer lugar en la region,

experimento un crecimiento anual del 8.9% en la produccién (FAO, 2014).
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Figura 3. Produccion pesquera total en ALC en el periodo 1974 a 2015 (FAO-FISHSTAT,
2017).
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Figura 4. Produccion acuicola en América Latina (FAO, 2014b).
Lo que concierne la produccion acuicola mundial en aguas marinas (18,3 millones de
toneladas) se compone de moluscos marinos (75.5% - 13,9 millones de toneladas), seguido



por peces de escama (18.7% - 3,4 millones de toneladas), crustaceos marinos (3.8%) y
otros animales acuaticos (2.1%) tales como los pepinos de mar y los erizos. La tasa media
anual del crecimiento de la produccion de peces de escamas fue de 9.3% en el periodo
1990-2010 (siete veces mas rapida que la de moluscos) (FAO, 2014).

Entre los peces marinos mas cultivados a nivel mundial estan los jureles, que en su mayoria
representan las especies Seriola quinqueradiata, S. dumerili y S. lalandi. Eso refuerza la
importancia del desarrollo del cultivo de la S. rivoliana, que es considerada una especie

emergente.

1.2 Cultivo de Seriola

La especie dentro de la familia Carangidae con mas historia en produccion acuicola es la S.
quingueradiata, que ha sido cultivada en Japon desde los afios 1960 (Masumoto, 2002) en
que la produccién dependia de la colecta de juveniles del medio ambiente. Actualmente, en
término de volumen, es la especie de Seriola méas cultivada en el mundo con una

produccion aproximada de 150 mil toneladas anuales (Fig. 5) (FAO-Fishstat, 2016).
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Figura 5. Produccion acuicola mundial Seriola quinqueradiata (Fishstat-FAO, 2016).



Siguiendo la experiencia con S. quinqueradiata, otras especies han sido consideradas para
su produccion en laboratorio como es el caso de S. dumerili, S. lalandi y S. rivoliana (Fig.
6), siendo que los principales productores del género Seriola en el mundo son Japon, China,

Australia, Corea y Estados Unidos (Sicuro y Luzzana, 2016).
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Figura 6. Principales productores de Seriola en el mundo excluyendo a Japdn (Sicuro y
Luzzana, 2016).

S. rivoliana

1.3 Seriola rivoliana

La Seriola rivoliana, jurel o medregal (Fig. 7), es un pez marino asociado a arrecifes. Son
pelagicos que se encuentran en un rango de profundidad de 5 a 245 m (FishBase, 2015).
Posée una distribucion circunglobal (Fig. 8), lo que significa una ventaja pues es un
pescado que tiene buena aceptacion en diversos mercados del mundo, aparte de ser
considerada una especie no amenazada por el Libro Rojo (IUCN-Red List of Threatened

Species).

Figura 7. Seriola rivoliana (FAO; FishBase, 2017).




Figura 8. Distribucién natural de la S. rivoliana (FishBase, 2017).

La acuicultura marina se ha concentrado en unas pocas especies, por lo que es necesario
desarrollar técnicas que permitan la diversificacion, buscando una serie de especies que
relinan los requisitos tanto econémicos como bioldgicos para su cultivo a escala comercial
(Basurco y Abellan, 1999).

La S. rivoliana es una especie que en paises como Japon, Australia y Estados Unidos es
considerada como una especie de piscicultura marina emergente (Roo et al., 2014), siendo
la especie mas reciente del género a ser candidata para el cultivo, con una produccion en los
Gltimos afos alrededor de las 400 toneladas anuales (Fig. 9), con produccion reportada
Unicamente en Estados Unidos. Asi como otras especies de Seriola, posee un excelente
potencial para la acuicultura debido a su carne de alta calidad, y en cuanto a su zootecnia,
adaptabilidad a condiciones de cultivo intenso, rapido crecimiento y alto valor de mercado
(Laidley y Shields, 2004). Segun Blacio et al. (2003), los esfuerzos para el cultivo de S.

rivoliana datan de 1994 en Ecuador con empresas del sector privado y por investigadores.
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Figura 9. Produccion Acuicola Mundial de S. rivoliana. (Fishstat-FAO, 2016).

1.4 Utilizacién de probioticos en acuicultura

Una de las alternativas para aumentar las tasas de supervivencia durante la fase larvaria de
peces marinos, es el uso de probioticos, cuya utilizacion se incrementa cada vez mas debido
a los efectos que éstos aportan al hospedero. Los efectos mas relevantes de los probidticos
en el hospedero son observados en la inmunologia, maduracién del sistema digestivo y en
el metabolismo, lo que ha propiciado un repunte en los reportes en los ultimos afios (Tovar
et al., 2008).

El termino probidtico significa “para vida”, y proviene de las palabras griegas “pro” y
bios”. Probidticos son definidos como aquellos microorganismos que una vez ingeridos en
cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del hospedero incrementando el
balance microbiano del intestino (Buzzini y Vaughan-Martini, 2006). Segun Gatesoupe
(1999), probidticos son aquellos microbios que son administrados de tal manera que entran
al sistema gastrointestinal del hospedero y que se mantienen vivos con la finalidad de

aportar salud.



A pesar de que la definicion de probidtico ha cambiado a lo largo de los afios y sigue en
constante cambio, la definiciébn mas ampliamente utilizada es la de Fuller (1989) que define
probidtico como un suplemento alimenticio microbiano vivo que afecta beneficiosamente
al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal.

Una vez administrados son aptos a colonizar y multiplicarse en el organismo del hospedero
y ejercer numerosos efectos benéficos por modular varios sistemas bioldgicos en el
hospedero (Cross, 2002).

La utilizacion de probioticos ofrece una alternativa adecuada para el control de patogenos,
de esta manera superando las consecuencias adversas de antibiéticos y agentes quimicos. A
través de los afios varias estrategias para modular la composicion de la microbiota intestinal
para mejor crecimiento, digestion, inmunidad y resistencia a enfermedades en el hospedero,
han sido investigadas en animales de cultivo y en humanos (Nayak, 2010).

El uso de los probidticos en acuacultura es relativamente nuevo, con estudios pioneros
realizados en 1986 (Gatesoupe, 1999), éstos se tornaron parte integral de las buenas
practicas de cultivo para incrementar el crecimiento y resistencia a las enfermedades
(Roumbout et al., 2011) e incluso el numero de probioticos usados en la acuicultura marina,
esta por arriba de los reportados para la agricultura terrestre (Nayak, 2010).

Estos componentes funcionales, distintos a los nutrientes esenciales, son también
actualmente objeto de estudios de nutricién de peces con el objetivo de incrementar el
crecimiento, eficiencia alimentaria, estado de salud, tolerancia al estrés y resistencia a
enfermedades (Oliva-Teles, 2012).

En peces, los probioticos son suministrados de diferentes maneras, ya sea a través de bafios,
suspension y alimentacién. Sin embargo, la suplementacion de piensos con probidticos
como aditivo es el mejor método para lograr el éxito en la colonizacién y establecimiento
en el tracto, siendo que su suspension o bioencapsulacion son las mas utilizadas para larvas
de peces.

El periodo de suministro de probidticos es también otro factor importante que puede afectar
el establecimiento, persistencia y posterior induccion de la respuesta inmune del hospedero.
En peces, muchos efectos benéficos como ganancia en peso, incremento de la inmunidad y

resistencia a enfermedades han sido reportadas con un régimen de suministro de 1 a 10
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semanas (Nayak, 2010). Sin embargo, la limitacion metodoldgica en los estudios con
animales hace dificil la comprension de los mecanismos de accion de los probioticos, y
apenas una explicacion parcial esta disponible:

- Mejora la calidad del agua en acuicultivos;

- Exclusion competitiva de patdgenos;

- Fuente de nutrientes y contribucion enzimatica en la digestion;

- Captacion directa de material organico directo por las bacterias;

- Liberacion de moléeculas de intereés fisioldgico;

- Estimula la reproduccion en peces ya maduros;

- Mejora de la respuesta inmune contra microorganismos patdgenos con efecto

antiviral (Balcazar et al., 2006; Tovar-Ramirez et al., 2002).

1.5 Las levaduras como probidticos

A pesar de que los reportes referentes a la utilizacion de probioticos en acuicultura estan
concentrados en su mayoria en las bacterias lacticas, las levaduras han demostrado también
un gran uso potencial, ademas de que éstas pueden llegar a ser centenares de veces mas
grandes que las bacterias, lo que puede explicar que la introduccion de una pequefia
poblacién (10* CFU g') a través del alimento puede inducir en efectos benéficos
significantes para el hospedero.

Las levaduras son organismos ubicuos que son diseminados por los animales, el aire y las
corrientes de agua, por lo que pueden ser detectadas en el tracto digestivo, tanto de peces
silvestres como cultivados (Tovar-Ramirez et al., 2008). A pesar de la utilizacion de
levaduras como probidticos inmunoestimulantes en peces, hay escasos estudios sobre los
efectos de éstas sobre la maduracién digestiva, en ese ambito apenas dos especies de
levaduras fueron utilizadas como probidticos para peces Debaryomyces hansenii y

Saccharomyces cerevisae.
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1.6 Debaryomyces hansenii

De la amplia diversidad de microhongos se destaca la levadura D. hansenii la cual es una
especie extremdfila de la Familia Saccharomycetaceae, no patogénica que puede ser
encontrada en muchos habitats con baja actividad de agua, como en agua marina, de donde
fue inicialmente aislada, queso, carne, vino, cerveza, frutas y suelo, asi como en productos
ricos en azucar. Posee caracteristicas promisoras para aplicaciones biotecnolégicas por su
oleaginicidad y halotolerancia. Son osmotolerantes y pueden crecer en medios conteniendo
arriba de los 4 M NaCl, mientras en crecimiento de S. cerevisae esta restringido a medios
conteniendo menos de 1.7 M NaCl. Su osmotoleracia es altamente ventajosa para varias
aplicaciones biotecnologicas pues ésta permite una produccion casi no estéril y altas
concentraciones de producto, condiciones que permiten una dramatica reduccion de costos
en el sector agroalimentario (Breuer y Harms, 2006).

La levadura D. hansenii en los ultimos afios ha sido objeto de diversos estudios
relacionados a la fisiologia digestiva, respuesta inmune, crecimiento y supervivencia de
larvas y juveniles de peces marinos (Angulo et al., 2017; Burgoin, 2015; Guzman-
Villanueva et al., 2007; Reyes-Becerril et al., 2008, 2011; Teles et al., 2018; Tovar-
Ramirez et al., 2002, 2010).

2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de Seriola rivoliana

El jurel S. rivoliana ha sido producida de forma industrial en Hawai, por KONA BLUE
WATER FARMS. KONA BLUE fue el primer criadero de esta especie, produciendo en
2008 alrededor de 500 toneladas de Kona Kampachi, nombre comercial que le dan a la S.
rivoliana (Dopico, 2010). Actualmente la especie es cultivada de manera comercial por la
empresa Blue Ocean Mariculture (Hawai) y Kampachi Farms México donde ya tienen el

ciclo de cultivo cerrado (Fis, 2017).
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A pesar de ser una especie con gran potencial para cultivo, los estudios sobre su biologia
son escasos. En este aspecto, Mesa-Rodriguez et al. (2014; 2016) realizaron estudios sobre
el desarrollo y patron de mineralizacion del esqueleto de larvas de la especie desde la
eclosion hasta el dia 33; estos autores utilizaron la técnica de transparentacion y tincion de
hueso con rojo de Alizarina para la identificacion y secuencia de las estructuras 6seas de
larvas y juveniles tempranos. Ademas, algunos reportes sobre larvicultura en Ecuador
(Blacio et al., 2003), Hawai (Laidley y Shields, 2004) y en Islas Canarias en Espafia (Roo
et al., 2014). En el estudio de Roo et al. (2014), los autores comparan la produccion semi-
intensiva (4,5 huevos L™) con la intensiva (125 huevos L™), en la primera, la supervivencia
reportada fue del 2,5%, ya en el cultivo intensivo la supervivencia fue del 0.5%. Los
autores utilizaron como alimento inicial el rotifero enriquecido con emulsion comercial,
seguido de nauplii y metanauplii de Artemia y finalmente alimento comercial particulado,

el fotoperiodo de 12 horas y temperatura promedio de 24 °C.

2.2 Probiéticos en acuicultura

En los ultimos afios la zootecnia intensiva hizo amplio uso de alimentos industrializados y
sustancias anti microbianas agregadas al alimento convencional con el objetivo de
promover el crecimiento, sin embargo, en la actualidad, el interés de los consumidores por
productos seguros Yy sin farmacos, y la necesidad de una acuicultura sostenible han alentado
a la comunidad de investigacion cientifica a utilizar los probidticos como una estrategia de
salud respetuosa con el medio ambiente para contrarrestar las enfermedades de la
acuicultura (Carnevali et al., 2017).

En las Gltimas décadas la utilizacion de probioticos para larvas y juveniles de peces ha
ganado popularidad, principalmente con la utilizacion de Bacterias Acido-Léacticas (LAB).
Gatesoupe (1994) utilizdé una cepa de LAB y las introdujo diariamente en el medio de
enriquecimiento de los rotiferos y observdé mejores tasas de supervivencia que en el
tratamiento control, cuando las larvas de rodaballo (Scophtalmus maximus) fueron
infectadas con Vibrio sp. Garcia de la Banda et al. (1992), utilizaron un cultivo mixto de

LAB (Streptococcus lactis y L. bulgaricus) en rotiferos y Artemia como alimento para
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larvas de S. maximus, y reportaron alta tasas de supervivencia, aunque no un buen
crecimiento. Carnevali et al. (2004) reportaron una reduccion significante en la mortalidad
de larvas y alevines de dorada (S. aurata) utilizando L. fructivorans (aislado del tracto de
ejemplares adultos de S. aurata).

En el estudio de Maradonna et al. (2013), observaron el efecto del probiético L. rhamnosus
durante el desarrollo larval del pez zebra Danio rerio. Sus andlisis morfol6gicos e
histoquimicos demostraron que L. rhamnosus acelerd la deposicion Osea a través de la
expresion de genes clave involucrados en la osificacion, como la osteocalcina (bglap), asi
como inhibicion del inhibidor de formacion dsea (sost).

Un estudio realizado por Leyton et al. (2017) en la cual una cepa de Pseudoalteromonas
sp., aislada del tracto digestivo de S. lalandi, fue utilizada como probiético para larvas de la
especie. Se utilizaron como vectores de la bacteria probiotica rotiferos y metanauplii de
Artemia, en el cual obtuvieron resultados de mayor supervivencia (16% vs 7%) y
crecimiento en longitud (7.5 mm vs 4.4 mm) cuando comparado con el tratamiento control.
El efecto de la administracion de dos tipos de bacterias acido lacticas (L. curvatus y
Leuconostoc mesenteroides) sobre el crecimiento en juveniles tempranos de los esturiones
Acipenser persicus y Huso huso fue evaluada. Los resultados demostraron que para cada
especie de pez estudiada con su respectiva bacteria probiotica, hubo una mayor
supervivencia e incremento en la actividad de enzimas en intestino, cabe mencionar que las
bacterias fueron aisladas directamente del tracto digestivo del esturion Huso huso aunque
no son bacterias dominantes en el tracto digestivo de esta especie.

A pesar de que principalmente las LAB son utilizadas como probidticos en acuicultura, hay
una serie de microorganismos con potencial probiotico y que ya han demostrado resultados
positivos, como es el caso de levaduras.

Por su parte, Gunasundari et al. (2013) llevaron a cabo un estudio para evaluar el papel de
Saccharomyces cerevisae sobre los parametros de crecimiento (peso final, tasa de
crecimiento especifico y tasa de conversion alimenticia, tasa de supervivencia, parametros
hematoldgicos, y productos metabolicos (glucosa y proteina total) en el pez payaso
Amphiprion percula, con efectos positivos en los peces tratados con la levadura

comparados a los del control.
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Otros autores han realizado estudios con S. cerevisae en diferentes especies de peces como
Morone saxatilis (Li y Gatlin, 2005), Paralichtys olivaceus (Taoka et al., 2006), Catla
catla (Mohanty et al., 1996), Oreochromis niloticus (Lara-Flores et al., 2003) y Cyprinus
carpio (Faramarzi et al., 2011) con la finalidad de conocer sus efectos sobre el crecimiento,

respuesta inmune y resistencia a patégenos.

2.3 Uso de Debaryomyces hansenii en acuicultura

Las levaduras han sido identificadas como parte de la microbiota normal tanto de peces
silvestres como de peces cultivados y su papel en la salud y nutricién del pez ha sido
abordado en la literatura, siendo utilizada tanto viva como enriquecedor para alimento vivo
0 procesada como ingrediente de la dieta, demostrando una colonizacién artificial del
intestino del hospedero (Navarrete y Tovar-Ramirez, 2014). Debido a que el nimero de
experiencias que reportan el uso de D. hansenii esta aumentando, esto nos permite conocer
la capacidad de esta levadura para mejorar el crecimiento, la supervivencia y la maduracion
intestinal y mejorar los sistemas inmunitario y antioxidante en larvas de peces y juveniles.
Tovar-Ramirez et al. (2002) describieron a la levadura D. hansenii aislada del tubo
digestivo de la trucha arcoiris como productora de poliaminas (espermina y espermidina),
las cuales se fijan con gran capacidad al mucus intestinal de larvas de lobina (D. labrax),
induciendo las secreciones de amilasa y tripsina, que influyeron positivamente en la
sobrevivencia larval, pero no en el crecimiento.

Los efectos de la incorporacion de D. hansenii sobre la maduracién del sistema digestivo de
larvas han sido reportados para dos especies de peces marinos, uno de aguas templadas y el
otro de aguas tropicales, Dicentrarchus labrax (Tovar-Ramirez et al., 2004) y Paralabrax
maculatofasciatus (Guzman-Villanueva et al., 2007).

En estudios previos con la utilizacion de la levadura D. hansenii en larvas de Dicentrarchus
labrax, Tovar-Ramirez et al. (2004) probaron tres diferentes concentraciones de levadura
mezclada al alimento (control, 1.1% y 5,7%) y pudo observar que con la concentracion
1.1% la supervivencia, ganancia en peso fue significativamente mayor que en el tratamiento

con 5.7% y control, asi como una menor incidencia de malformaciones con 1.1% que en los
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demas tratamientos. EI mismo patron de supervivencia fue observado en otros estudios
(Tovar-Ramirez et al., 2002, 2010).

El estudio mas reciente con la incorporacion de D. hansenii en larvas de peces es la de
Burgoin (2015) quien introdujo la levadura al cultivo de larvas de S. rivoliana a través de la
utilizacion de rotiferos Brachionus rotundiformis como vector y pudo observar un mejor
crecimiento y un incremento en la supervivencia de 75% comparado al tratamiento control.
Los autores atribuyen estos resultados a la liberacion continua de poliaminas por las
levaduras, y cuando comparada la liberacion de poliaminas entre D. hansenii y S. cerevisae,
la primera es capaz de producir tres veces mas que la ultima (Tovar-Ramirez et al., 2002).
Las poliaminas forman una clase de aminas alifaticas que son ubicuas en los organismos
vivos, y han sido implicadas en una amplia gama de procesos biolégicos, incluyendo el
crecimiento y desarrollo (Kumar et al., 1997), y segun Navarrete y Tovar-Ramirez (2014)
las poliaminas secretadas por las levaduras estan involucradas en la maduracién del tracto
digestivo de larvas de peces.

Para la identificacion de los procesos involucrados en la utilizacion de la levadura como
suplemento para larvas de S. rivoliana, en este trabajo fueron realizados analisis para
identificar patrones de crecimiento (QPCR), desarrollo (histologia y gPCR), proliferacion
celular (QPCR), grado de mineralizacién y deformidades esqueléticas (tincion Osea),
fisiologia digestiva (bioquimica enzimatica) y perfil transcriptomico (RNA-Seq).

2.4 Maduracion del sistema digestivo

Las enzimas secretadas por el pancreas, asi como aquellas encontradas en la membrana del
borde de cepillo de los enterocitos son los indicadores mas comunes de maduracion
digestiva en larvas de peces. En general, el nivel de maduracion del enterocito es
caracterizado por el aumento en la relacion de las actividades de enzimas del borde de
cepillo vs la citosélica leucina alanina peptidasa; en el caso de las enzimas pancreaticas,
una disminucién en la actividad o nivel de expresion de la amilasa con concomitante
incremento en la actividad de tripsina o lipasa activada por sales biliares caracteriza la

maduracion del pancreas exocrino (Tovar-Ramirez et al., 2004).
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Es asi que Frouél et al. (2008) observaron los efectos de preparaciones de Lactobacilos
comerciales en juveniles de lubina europea (D. labrax) y concluyeron que la capacidad
digestiva de los juveniles demostrdo mejorar con las preparaciones microbianas a través de
un aumento en la sintesis de tripsina y fosfatasa acida, asi como una modificacion del
aparato de endocitosis. Ghosh et al. (2008) también observaron incremento en la actividad
de enzimas digestivas del intestino de diferentes peces de ornato suplementados con
probidtico B. subtilis.

Al utilizar la bacteria acido-lctica L. curvatus a una concentracién de 9 x 10° (UFC) por
gramo de alimento del esturién beluga Huso huso, los autores observaron in incremento en
la actividad de enzimas digestivas del intestino (Askarian et al., 2011). Ademés de la
especie anteriormente citada, los mismos autores encontraron resultados similares con el
esturion persa Acipenser persicus al utilizar Leuconostoc mesenteroides a una
concentracion de 2 x 10°.

Por su parte, Waché et al. (2006) en un estudio con trucha arcoiris Onchorhynchus mykiss
observaron una mayor actividad en algunas enzimas del borde del cepillo (fosfatasa
alcalina, y-glutamil-transpeptidasa y leucina aminopeptidasa) utilizando como probiotico la
levadura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, cuando fue comparada con el control y
con otra cepa de S. cerevisiae. Los autores sugieren que ocurre una maduracién digestiva
mas temprana cuando se usa la levadura S. cerevisiae var. boulardii con respecto a los otros
grupos.

En larvas de D. labrax el uso de la levadura probiética D. hansenii incrementd la actividad
de enzimas digestivas del intestino como fosfatasa alcalina, aminopeptidasa y maltasa en el
grupo suplementado con el 1.1% de levadura contra el tratamiento 5.5% vy el control, asi
como disminucién de la actividad de la amilasa y aumento en las actividades de la tripsina
y lipasa. Los autores atribuyen estos resultados a una mas rapida maduracion intestinal
cuando comparado a los demas tratamientos (Tovar-Ramirez et al., 2004).

El estudio de Burgoin (2015) utilizando la levadura D. hansenii observaron un efecto
importante al medir diferentes zonas del intestino de larvas de S. rivoliana en el cual
encontré diferencias significativas en la altura del borde de cepillo que se incrementé en el

tratamiento con la levadura.



17

2.5 Deformidades esqueléticas

La presencia de anomalias esqueléticas en peces 0seos de cultivo es un problema constante
en la acuicultura en todo el mundo, implicando temas econdémicos, biologicos y de
bienestar (Boglino, 2013). En este aspecto, al estudiar el impacto del uso de L. rhamnosus
en el desarrollo del pez cebra (Danio rerio), Avella et al. (2012) observaron la
mineralizacion temprana de la columna vertebral en relacion al control. Maradonna et al.
(2013) con la misma especie y la misma cepa de bacteria, observaron que hubo una
aceleracion en la deposicion Gsea a traves de la estimulacion de la expresion de genes clave
involucrados en la osificacién, como el Factor de transcripcion 2 relacionado con Runt
(runx2) y Osterix (Sp7),ambos involucrados en la diferenciacion temprana de osteoblastos
y en la formacion 0sea, (Proteina Gla matriz) mgp y bglap, que tienen un papel importante
en el metabolismo del calcio y desarrollo esquelético, asi como a través de la inhibicion de
esclerostina (sost), un inhibidor de la formacion dsea.

De esta forma, Ljubobratovic et al. (2017) utilizando dos mezclas de bacterias acido
lacticas L. salivarius + L. reuteri; L. paracasei + L. rhamnosus identificaron reduccion en
deformidades esqueléticas tales como escoliosis, lordosis, de mandibula y reduccion
pélvica en juveniles de la lucioperca Sander lucioperca de 45 dias comparados al control en
el cual no se administrd probidtico, asi como mayor crecimiento en longitud y peso.
Mientras que Aubin et al. (2005) observaron reduccion en la malformacion esquelética de
trucha arcoiris O. mykiss suplementadas con Pediococcus acidilactici durante 5 meses en
relacion al control. Sin embargo, cuando fue comparado con el tratamiento con antibiotico,
este presentd mayor incidencia de deformidades. La misma bacteria fue utilizada como
suplemento en el alimento de larvas de D. labrax en la cual los autores observaron una
menor incidencia en deformidades esqueléticas y mayor grado de mineralizacion cuando
comparado al control (Lamari et al., 2013). Como puede observarse, los probidticos
favorecen la generacion de larvas sin deformidades esqueléticas en peces, sin embargo, se

desconocen los mecanismos por medio de los cuales contribuyen.
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2.6 Transcriptoma

Las estrategias tradicionales para la obtencion de transcritos se basaban en la secuenciacion
dideoxi-terminal (Sanger) de fragmentos parciales de transcritos denominados ESTs (del
inglés, expressed sequence tags) a partir de la generacion de bibliotecas de ADN
complementario (ADNCc) obtenidas por clonacion de fragmentos. Las tecnologias recientes
de secuenciacién, han permitido facilitar esta tarea, al obtener de forma directa
(denominado secuenciacion shotgun) la secuencia de millones de fragmentos de ADNc
para que, a través de procesos computacionales de ensambles de secuencias parciales, se
reconstruyan los transcritos completos y/o parciales expresados en una muestra biolédgica
(Tovar-Ramirez et al., 2017).

Para la especie S. rivoliana no hay antecedentes de la explotacion del genoma anotado y
hay nulos trabajos del transcriptoma de la especie, contando solamente con el genoma
mitocondrial depositado en las bases de dato de NCBI GenBank. Sin embargo, con las
especies cercanas como es el caso de S. lalandi y S. quinqueradiata, ya existen trabajos
relacionados al tema.

En el caso de S. quinqueradiata, Yasuike et al. (2018) publicaron los primeros resultados
obtenidos con el genoma y transcriptoma del sistema digestivo de la especie. Para el
transcriptoma, se diseccionaron, de animales adultos, el estobmago, el intestino y el recto,
para obtener un panorama general de los genes involucrados en los procesos relacionados a
la digestion y absorcion de los nutrientes. Los datos fueron depositados en la base de datos
de GenBank.

Para la especie S. lalandi, el transcriptoma de novo fue ensamblado y los datos igualmente
depositados en NCBI GenBank (Patel et al., 2015). Los autores utilizaron larvas de 23 dias
para hacer los analisis con enfoque en las deformidades esqueléticas, utilizaron 6
especimenes sin deformidades y 4 especimenes con algun tipo de deformidad y procedieron
a la preparacion de las 10 librerias. Con los resultados los autores pudieron identificar que
genes especificos que inducen la formacion de hueso y cartilago (bmp-2 y bmp-5) y de
unién de iones metalicos (collal, collOal y osteopontina) fue reprimida en individuos

deformes.
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3. JUSTIFICACION

La acuicultura es una actividad que viene creciendo en las ultimas décadas y es importante
para la alimentacion humana. Uno de los sectores méas prometedores de la acuicultura en la
actualidad es la piscicultura marina con esfuerzos en la engorda, reproduccion y
larvicultivo. Sin embargo, el mayor esfuerzo estd enfocado en el cultivo larvario para suplir
la demanda de juveniles y potenciar el sector.

La fase larvaria del cultivo de peces representa un cuello de botella para las especies que se
desea cultivar, dada la fragilidad, el desconocimiento de su fisiologia y la falta de esquemas
de alimentacién apropiados a cada una. Las altas tasas de mortalidad son un problema para
la produccion y estudios relacionados al desarrollo, fisiologia digestiva, respuesta inmune
entre otros deben ser considerados para alcanzar el éxito en la produccion de estos
organismos en etapas prematuras.

Ademas, alternativas a los sistemas tradicionales de larvicultura ya han sido implementados
con especies que ya poseen una industria fortalecida como es el caso de la lobina Europea
(Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata), algunos peces planos, serranidos e incluso
algunas especies del géenero Seriola.

En los dltimos afios, se ha incrementado el nimero de reportes sobre la seleccion y el
cultivo de especies con potencial de explotacién, asi como determinar las mejores
condiciones tanto fisicas y las relacionadas a la nutricion larvaria. Entre las especies de
importancia para el cultivo esta el jurel S. rivoliana. Para desarrollar la larvicultura de las
diferentes especies de peces marinos entre otras cosas, se necesita conocer los aspectos
reproductivos, pero de forma en particular, los aspectos fisioldgicos que nos permitan tener
un mejor conocimiento de la capacidad digestiva del pez en los primeros dias después de su
eclosion y coémo estan coordinados con el desarrollo de las caracteristicas morfo-
fisioldgicas que poseen en este lapso en particular. Ese conocimiento, nos permitird
predecir el éxito de las primeras etapas del cultivo. Ademas, existen vacios especificos
especialmente en relacion a los aspectos de la optimizacion del cultivo larvario, como son

el entendimiento de la fisiologia del crecimiento y la digestiva, especialmente la expresion
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de los genes relacionados al metabolismo, el crecimiento y proliferacién celular que
conducen a una mejor tasa de supervivencia.

Una alternativa que ha sido potencialmente considerada en larvicultivos es el uso de
probidticos como promotores de la salud y bienestar de las larvas hospederas. Estos
aditivos funcionales han sido evaluados a diferentes niveles, desde parametros zootécnicos
hasta el nivel molecular, y han favorecido al desarrollo, la disminucién de deformidades,
incremento en la respuesta inmune, maduracion digestiva entre otros efectos positivos.

Un probiotico utilizado en la producciéon de larvas de peces marino es la levadura D.
hansenii, que ha presentado resultados prometedores en diferentes especies de peces
marinos, y es importante evaluar su impacto a nivel molecular a través de la expresion
génica, asi como el desarrollo del esqueleto y tracto digestivo, la proliferacion y
diferenciacion celular en larvas de S. rivoliana cuyo potencial en el mercado ya se ha
descrito anteriormente.

Para ese trabajo se optd por realizar estudios de ontogenia digestiva por técnicas
histologicas, bioquimicas, esqueletogenesis a través de transparentacion ésea, patron
transcriptomico (RNAseq) bajo dos condiciones de alimentacion y expresion de algunos
genes involucrados en diversos procesos bioldgicos con el objetivo de comprender los
mecanismos involucrados en los cambios fisioldgicos, morfologicos y del crecimiento en
larvas suplementadas con levadura. Para eso serdn evaluados: diferentes genes involucrados
en el crecimiento, igfl e igf2 (regulan positivamente la proliferacion celular) y GH
(hormona del crecimiento); desarrollo del esqueleto bmp (estimula la produccion celular
Osea) y Colageno lal; asi como marcador de proliferacion celular (PCNA), que seran

evaluados a través de qPCR.

4. HIPOTESIS

La administracién de levaduras vivas como probioticos a través del uso de la Artemia como
vector en larvas de Seriola rivoliana favorecera su crecimiento, la supervivencia, y su

fisiologia digestiva: asi mismo, disminuiran las malformaciones. Estos beneficios podran
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ser evidenciados mediante el uso de marcadores moleculares y morfo-fisioldgicos

relacionados al estado de salud, digestion, diferenciacion y proliferacion celular.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Conocer el efecto de la administracién de D. hansenii en los esquemas tradicionales de
alimentacion larvaria sobre el crecimiento, diferenciacion y desarrollo del esqueleto,
mediante la cuantificacion de algunos indicadores moleculares y morfofisioldgicos del jurel

S. rivoliana.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la eficiencia del uso de metanauplios de Artemia sp. como vector de
la levadura D. hansenii para larvas de S. rivoliana.

2. Determinar los cambios morfolégicos por medio de técnicas histologicas
durante la ontogenia inicial.

3. Conocer los cambios de las actividades de enzimas digestivas durante la
ontogenia inicial.

4. Conocer el efecto de la administracion de D. hansenii en el desarrollo
ontogénico, el crecimiento, condicion y salud intestinal, grado de mineralizacion

Osea y deformidades esqueléticas y en sus perfiles transcriptomicos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Produccion de levadura Debaryomyces hansenii

La levadura D. hansenii CBS 8339, fue utilizada como probidtico; ésta fue aislada del
tracto digestivo de trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Andlid et al., 1995). Las células
fueron cultivadas a 30 °C por 24 horas en medio YPD (extracto de levadura; peptona;
dextrosa) agar suplementado con ampicilina (50 mg L™). Las colonias fueron subcultivadas
en 150 mL de medio YPD liquido en agitacion de 150 rpm a 30 °C por 24 horas,
posteriormente fue realizada una nueva incubacion en matraces de 2 L con medio YPD
liquido en agitacion por 24 horas. Las células fueron recuperadas del medio de cultivo por
centrifugacion (5 min, 1000 g, 4 °C).

6.2 Utilizacién de la Artemia como vector de la levadura

Para verificar si la Artemia es un buen vector de la levadura para que ésta pueda llegar
intacta hasta el organismo hospedero, esto fue verificado mediante incubacion de Artemia
con levaduras marcadas con DTAF (5-(4,6 diclorotriazinil) aminofluoresceina) durante
diferentes tiempos (5,15, 20, 35, 45 y 50 minutos).

Fue pesado 1 gramo de quiste de Artemia, hidratados con agua dulce por una hora. Luego
los quistes fueron lavados y colocados en tanque incubadora con agua de mar (36 g L™),
fuerte aireacion e iluminacion por 24 horas. Pasadas las 24 horas los nauplios fueron
cosechados, lavados con agua de mar, contados (156,000 nauplios) y resembrados en el
estanque incubadora con agua de mar, aireacion moderada, por otras 24 horas. Pasadas las
24 horas éstos ya eran metanauplios que fueron cosechados.

Se puso una muestra de 0,5 mL de metanauplios en tubos Eppendorf con 40 pL de levadura
marcada, pasados los primeros 5 minutos, una alicuota de 30 pL de la mezcla fue

depositada en un porta objeto para observacion en microscopio de fluorescencia.
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6.2.1 Integridad de la levadura en el tracto de Artemia

Una vez conocido el tiempo ideal de incubacion, fue realizado un andlisis del tracto de los
metanauplios por medio de microscopia electrénica de barrido para verificar si las
levaduras se mantenian integras en el tracto de los metanauplios. El protocolo de
enriquecimiento siguié la misma metodologia mencionada anteriormente. Una vez
cosechados los metanauplii, éstos fueron inoculados por 45 minutos con 1 gramo de
levadura. Pasados los 45 minutos éstos fueron lavados para eliminar el exceso de levaduras,
se tomd una alicuota de 2 mL que fue fijada en solucion fijadora de glutaraldehido (25%)
diluido en cacodilato de sodio (1:9). Una vez fijadas las muestras fueron procesadas y
observadas a través de microscopia electronica de barrido.

6.2.2 Conteo de levaduras asimiladas por los metanauplios

Adicionalmente fue realizado el conteo de levaduras incorporadas en los metanauplios para
saber cuantas unidades formadoras de colonias (UFC) estan presentes en los metanauplios.
Para eso fue realizado el protocolo descrito anteriormente. Una vez inoculados y lavados
con agua marina, fueron separados 100 metanauplii, lavados (3 veces) con amortiguador de
fosfatos salino (PBS) estéril (pH 7,4) e inoculados en Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de
PBS estéril. Luego la muestra fue macerada con pistilo estéril. Las diluciones fueron de 1:1,
1:10 y 1:100 y control (PBS estéril). Fueron inoculadas 100 pL de cada dilucion en placas
de Petri con medio YPD solido. Las placas de Petri fueron incubadas a 30° por 48 horas.

Pasadas las 48 horas, fue realizado el conteo de las UFC de cada placa.

6.3 Cultivo de alimento vivo

6.3.1 Rotiferos
Una cepa de rotiferos fue proporcionada por la empresa Earth Ocean Farms, instalada en

Puerto Pichilinge, municipio de La Paz, Baja California Sur.
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El cultivo de rotiferos se realizd en 4 tanques con volumen de 250 L, la temperatura de
cultivo fue de 25 °C vy salinidad de 25 g L™. Para el cultivo se utiliz6 el sistema semi-
continuo que consiste en la cosecha parcial (aproximadamente ¥4) para enriquecer previo a
la alimentacion de las larvas, acrecentandose igual volumen de microalga (Nannochloropsis
oculata) o agua al tanque. Al cuarto dia de cultivo los rotiferos son cosechados en su
totalidad, filtrados con tamiz de 60 um, lavados con agua de mar filtrada y resembrados en
los tanques de cultivo.

Los rotiferos fueron alimentados con alimento comercial Ori-One Skretting 4 veces al dia a
una concentracién de 0.5 g x 10° rotiferos. Se homogenizé la mezcla con agua dulce
siguiendo las especificaciones del fabricante, una vez mezclada la emulsién, se administré a

los rotiferos.

6.3.2 Artemia

Los quistes de Artemia fueron desinfectados con hipoclorito a una concentracion de 20 ppm
en agua dulce por 1 hora. Una vez desinfectados, los quistes fueron transferidos a tanques
de eclosion (20L), con iluminacion intensa (3000 lux), temperatura de 30 °C y fuerte
aireacion por 24 horas. Pasadas las 24 horas, los nauplios fueron cosechados, filtrados en
tamiz de 100 um, lavados y transferidos a los tanques de enriquecimiento.

6.4 Crecimiento, supervivenciay eclosion

El crecimiento larvario fue determinado por medio de la tasa especifica de crecimiento
(SGR), la tasa absoluta de crecimiento (AGR). El porcentaje de eclosion fue analizado en el
dia 0. Al final del experimento se midid la supervivencia larval y el peso final.

LE = extremidad anterior del maxilar hasta la extremidad de la notocorda

SCR = [(Ln longitud estandar final — Ln longitud esandar inicial) » 100] (1)

Dias post eclosion
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AGR = Longitud estandar final — Longitud estandar inicial 2
B Dias post eclosion
, . numero de larvas al final (3)
% Supervivencia = — —— %100
numero de larvas al inicio
., numero de larvas eclosionadas 4)
% Eclosion = * 100

numero de huevos

6.5 Experimento I. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y
definicién del protocolo de produccion de larvas.

6.5.1 Obtencion de huevos y larvicultura

Los huevos de S. rivoliana fueron obtenidos de desoves espontaneos de reproductores (5
machos y 5 hembras) mantenidos en cautiverio en las instalaciones de la empresa
Kampachi Farms en el CIBNOR. Se procedi6 a la desinfeccion con 400 mg L™
glutaraldehido (25%) por 5 minutos y acondicionados directamente en el tanque de
larvicultura (500 L) a una densidad de 80 huevos L™. La temperatura fue de 24.17 + 0.97
°C la concentracion de oxigeno disuelto fue de 5.03 + 1.17 mg L' y salinidad de 37.0 + 1.0
g L. El fotoperiodo utilizado fue de 24 horas desde la incubacion hasta el dia 20,
posteriormente se mantuvo fotoperiodo de 20 horas. El recambio de agua inicio al dia 7
post-eclosion con 10% diario y fue incrementando progresivamente hasta 200% en el dia
30.

Las larvas fueron alimentadas del dia 2 al dia 22 con rotiferos (Brachionus plicatilis) a la
densidad de 20 rotiferos mL™, en sistema de agua verde con microalga viva N. oculata a
una densidad de 0.5 x 10° células mL™. Del dia 12 al 21 se proporcionaron nauplios de
Artemia recién eclosionados (0.2-2 nauplios mL™) y a partir del dia 22, metanauplios (2-5
mL™). Los rotiferos y metanauplios de Artemia fueron enriquecidos con emulsién

comercial (Ori-green, Skretting, Stavanger, Norway). A partir del dia 25 se introdujo el
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alimento comercial Otohime (Reed Mariculture, Campbell, CA) con la siguiente
composicion: 56.3% proteina, 15.9% lipidos y 13.5% cenizas.
Las larvas fueron examinadas diariamente con estereoscopio binocular para verificar la

incidencia de alimento vivo en su tracto digestivo.

6.5.2 Enriguecimiento de alimento vivo

Rotiferos

Los rotiferos fueron cosechados del tanque de cultivo, lavados con agua de mar filtrada y
concentrados en tanques, donde fueron enriquecidos con enriquecedor comercial Ori-green
por 2 horas a la razén de 0.25 g x 10° rotiferos, luego cosechados y lavados para la
adecuada eliminacion del exceso de enriquecedor. Una parte fue proporcionada al momento
para las larvas y otra parte fue refrigerada (4-10 °C) con aireacién, para disminuir el
metabolismo de los rotiferos para que éstos pudieran mantener su calidad por hasta 6 horas,
garantizando las posteriores alimentaciones de las larvas

Artemia

Los nauplios de Artemia fueron cosechados de los eclosionadores, lavados y transferidos a
tanques de enriquecimiento (20 L). La Artemia fue enriquecida con Ori-green por 12 horas
a la razon de 0.25 g x 150,000 metanauplios. Ya enriquecidos, éstos fueron cosechados y
lavados. Una parte de los metanauplios fue proporcionada a las larvas al instante y otra
parte fue mantenida en refrigeracion con aireacion hasta el momento de las siguientes

alimentaciones de las larvas.

6.5.3 Obtencion de muestras

Para analizar el crecimiento de las larvas, estas fueron muestreadas (n = 20) en los dias 0,
1,23 4,5,7,10, 15, 25 y 30. Las larvas fueron colectadas de los tanques de larvicultura
con tamiz, eutanasiadas en hielo y se midio la longitud estdndar (LE) en estereoscopio

binocular con precision de 0.01 mm. Para los analisis histologicos se procedié de la misma
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manera, excepto que una vez que las larvas fueron eutanasiadas, estas fueron
inmediatamente fijadas en solucion de Davidson (n = 20). Para la comparacion con otras

especies se utilizé la medida UTA (Unidades térmicas acumuladas).

6.5.4 Andlisis Histoldgicos

Para observar el desarrollo ontogénico del tracto digestivo de las larvas, fueron utilizadas
técnicas histologicas.

Las larvas completas (n = 20) fueron fijadas en solucion de Davidson por un periodo de
24 horas. Luego preservadas en etanol al 70% hasta el momento de su analisis, siguiendo el
siguiente protocolo:

Deshidratacion: las larvas preservadas pasaron por sucesivos bafios graduales de etanol
(70, 80, 90, 96 y 100%), durante una hora cada.

Diafanizacion: una vez deshidratadas las muestras, estas pasaron por bafios etanol-xilol y
xilol absoluto, por 5 minutos cada.

Inclusion: terminado el proceso de diafanizacion, las muestras pasaron por bafios de xilol-
parafina, parafina I, parafina Il y parafina Ill (punto de fusion 54-56°C). Las muestras
fueron orientadas en plan sagital en moldes con parafina liquida hasta total solidificacion.
Corte: se realizaron cortes en serie en microtomo de rotacion con espesura de 5 um. Los
cortes fueron extendidos en bafio Maria, los mejores cortes fueron seleccionados y
montados en porta objetos.

Tincién: La tincion utilizada para observaciones histoldgicas generales fue la Hematoxilina-
eosina y Azul de Alciano-PAS (pH 2.5) fue utilizado para observacidén de mucinas neutras
y acidas. Una vez secos los cortes, éstos pasaron por bafios de xilol para quitar la parafina
impregnada, luego bafios de etanol e hidratados con agua destilada. Se procedi6 con la
tincion y luego los cortes fueron deshidratados en bafios sucesivos de etanol, luego pasados
por citrosol y finalmente montados permanentemente con resina sintética.

Los cortes fueron examinados en microscopio optico y analizados con el programa para

analisis de imagen Image Pro Premier version 9.2.
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6.6 Experimento I1. Uso de levadura Debaryomyces hansenii en el desarrollo de larvas de
Seriola rivoliana.

6.6.1 Obtencion de huevos y larvicultura

Igual al Experimento 1, los huevos fueron obtenidos de la empresa Kampachi Farms. Los
huevos fertilizados fueron transferidos a tanques de incubacién con volumen de 100 L con
suministro de aire y oxigeno puro a una densidad de huevos de 1400 huevos L™ con
recambio de 800%. Una vez eclosionadas, las larvas fueron transferidas a los tanques de
larvicultura de 500 L cada, a una densidad de 80 larvas L™

La temperatura de cultivo fue de 22.97 £ 0.32 °C, concentracion de oxigeno disuelto de
6.79 + 0.75 mg L™ e salinidad de 37.0 + 1.0 g L™, El fotoperiodo utilizado fue de 24 horas
desde la incubacion hasta el dia 9; del dia 9 al dia 14 el fotoperiodo fue de 18 horas y del
dia 15 en adelante, fotoperiodo de 13 horas. El recambio de agua inicid al dia 5 con 20% de
recambio aumentando progresivamente hasta 600% al dia 30.

La alimentacion de las larvas esta detallada en la tabla I. Brevemente, las larvas fueron
alimentadas del dia 2 al dia 18 con rotiferos (Brachionus plicatilis) enriquecidos, en
sistema de agua verde con microalga viva N. oculata a una densidad de 0.5 x 10°. Del dia
12 al 15 se proporcionaron nauplios de Artemia recién eclosionados y a partir del dia 15,
metanauplios enriquecidos con Ori-Green Skreting. A partir del dia 18 se introdujo el
alimento comercial Otohime (Reed Mariculture, Campbell,CA) con la siguiente

composicion: 56.3% proteina, 15.9% lipidos y 13.5% cenizas.
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Tabla I. Esquema de alimentacion y tipos de alimentos durante la larvicultura de Seriola
rivoliana.

Alimento Tipo Cantidad Periodo (DPE)
Microalga Nannochloropsis oculata ~ 0.5-1.0x10° cél mL™ 0-18
Rotifero enriquecido Brachionus plicatilis 20 rotiferos mL™* 2-18
Levadura Debaryomyces hansenii 1 g x 10° rotiferos 4-18

1 g x 150.000 Artemia 15-30
Nauplios de Artemia Artemia sp. 0.2-2 nauplio mL™ 12-15
Metanauplio de Artemia Artemia sp. 2-5 metanauplio mL™ 15-30
enriquecido
Alimento particulado Otohime Ad libitum 18-30

6.6.2 Enriquecimiento de alimento vivo

Los rotiferos fueron cosechados de sus tanques de cultivo, lavados con agua de mar filtrada
y concentrados en hieleras, donde fueron enriquecidos con enriquecedor comercial Ori-
green por 2 horas a la razén de 0.25 g x 10° rotiferos, luego cosechados y lavados para la
adecuada eliminacion del enriquecedor. Una parte fue proporcionada al momento para las
larvas y otra parte fue reacondicionada en hieleras con botellas pet rellenas de hielo para
bajar la temperatura (4-10 °C), disminuyendo el metabolismo de los rotiferos para que éstos
puedan mantener su calidad por hasta 6 horas, garantizando las posteriores alimentaciones.

Exclusivamente para el tratamiento con levadura, mitad de los rotiferos fueron enriquecidos
con enriquecedor comercial y la otra mitad fue enriquecida con levadura de la siguiente
manera: los rotiferos fueron cosechados del estanque de cultivo, filtrados y lavados con
agua de mar filtrada, una vez limpios y concentrados en una cubeta con aireacion, fue
agregada levadura a la razén de 1 g x 10° de rotiferos. Se incubaron por 15-20 minutos
(Burgoin, 2015) para que los rotiferos encapsularan la levadura, pasado el tiempo, los
rotiferos fueron lavados, filtrados, concentrados y distribuidos a los estanques de
larvicultura. El enriquecimiento con la levadura también se realiz6 con la Artemia en la
misma proporcion (50% emulsion comercial: 50% levadura). La incubacion con
metanauplios de Artemia fue de 45 minutos, tiempo este determinado previamente con
microscopia de fluorescencia en donde se verificé la eficiencia de la Artemia como vector

de la levadura.
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6.6.3 Muestreos

Para evaluar el crecimiento y la ontogenia de la actividad enzimética digestiva de larvas, se
tomaron muestras de los tanques control en los dias 0, 2, 3, 4, 5, 7, 15, 25 y 30. Para la
evaluacion del grado de maduracion del tracto digestivo y expresion de genes, se tomaron
muestras en los dias 15 y 30 de los tanques del control y del tratamiento para analisis
histoldgico, enzimatico y gPCR. Para la evaluacion del grado de mineralizacion vy

deformidades esqueléticas se tomaron muestras del tratamiento y control al dia 30.

6.6.4 Grado de osificacion y deformidades esqueléticas

Para la deteccion de deformidades esqueléticas y determinacion del grado de osificacion las

larvas (n=40) de cada tratamiento fueron colectadas al final del experimento al dia 30.

6.6.5 Tincion de hueso y cartilago

Para la doble tincion se utilizé el protocolo segln Darias et al. (2010) con modificaciones.
Las larvas fueron fijadas en solucién de Davidson (sin &cido acético) por 24 horas y luego
preservadas en etanol al 70% hasta posterior anélisis.

Tincion del cartilago: las larvas fueron transferidas a la solucion de Azul de Alciano pH 1.3
(10 mg/L de azul de alciano, 70mL de etanol 95° y 30 mL de &cido aceético). El tiempo de
incubacion varia de acuerdo al tamario de la larva (de 60 minutos a 24 horas).
Neutralizacion: para neutralizar el &cido, las larvas fueron incubadas por 3 minutos en
solucién de etanol 100% y KOH 0.5%.

Digestion: las larvas osificadas fueron incubadas en una solucién de 7 partes de agua
destilada, 3 partes de borato de sodio y 1% de tripsina por 20-24 horas. Las larvas no

osificadas pasaron directamente al siguiente paso
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Blanqueamiento: las larvas tefiidas fueron incubadas en una solucion de blanqueamiento (1
parte de H,O, al 3% y 9 partes de KOH al 0.5%), por periodo variable de acuerdo al
tamano de la larva y el grado de pigmentacion (25-45 minutos).

Tincién del hueso: Para la tincion de hueso se diluyé 1 mL de solucién madre de rojo de
alizarina (5g L™ de rojo de alizarina en H,O destilada) en 49 mL de KOH 0.5%, por
periodo variable de acuerdo al grado de osificacion (2 a 24 horas).

Lavado: las larvas fueron lavadas con agua destilada, luego con una solucién de KOH al
0.5% hasta la eliminacion de la sobre tincion.

Deshidratacion: las larvas fueron incubadas en solucion de KOH 0.5%: Glicerol 2:1 por
dos horas; 1:1 por 6 horas y 1:2 por 12 horas.

Preservacion: las larvas fueron preservadas en glicerol al 100% y examinadas en
estereoscopio binocular. Las larvas fueron fotografiadas en estereoscopio con camara

Nikon SMZ25 vy visualizadas con el programa NIS-Elements.

6.6.6 Analisis histologicos

Para el andlisis histologico se colectaron 20 larvas por tratamiento. Estas fueron
eutanasiadas en bafio de hielo, fijadas en solucién Davidson por 24 horas y transferidas a
etanol al 70% hasta posterior andlisis. Se procedié a la tincion de Azul de Alciano — PAS
(pH 2.5) para determinacion de la produccién de mucinas en el intestino.

Para cuantificar la produccion de mucinas en intestino medio (IM), se evaluaron un total de
240 iméagenes a 40 X de aumento. Se uso el software Image-Pro Plus® (v.6.0) con el cual

se calculo el area de cobertura de mucinas en el tejido y se empleo la siguiente formula.

area de cobertura de mucinas (um?) (5)
MI = - - * 100
area de la imagen ( um?)
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6.6.7 Expresion de genes

6.6.7.1 Disefio de oligonucle6tidos

Fueron disefiados los oligonucledtidos referentes a los genes de interés igfl y igf2 (Factor
de crecimiento insulinico), gh (Hormona de crecimiento), bmp-2 (Proteina morfogenética
de hueso tipo 2), Colageno lal y pcna (Antigeno nuclear de proliferacion celular) (Tabla
I1). Para el disefio de los oligonucledtidos se obtuvieron las secuencias en formato FASTA
de los nucleotidos de los genes de interés a través de la base de datos del National Center of
Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Una vez encontrado cada gen de

interés de una especie mas cercana filogenéticamente a la S. rivoliana, fue realizado un
BLAST, para identificar secuencias de demas especies para seleccionarlas y realizar los
alineamientos multiples. Para los alineamientos fue utilizada la herramienta bioinformatica
ClustalW - Multiple Sequence Alignment http://www.genome.jp/tools/clustalw/.

Los oligonucléotidos fueron seleccionados manualmente con tamafio de 18 a 22 bases y
luego fueron analizados en el programa OligoCalc — Oligonucleotide Properties Calculator

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html, considerando el porcentaje de

guaninas y citosinas, la temperatura media de alineamiento, complementariedad y la
formacion de horquillas (hairpins) y dimeros.

Estos oligonucledtidos fueron secuenciados por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
— IBT. Una vez secuenciados, los fragmentos fueron amplificados con PCR punto final.
Una vez amplificados, se cortd la banda correspondiente del gel, se procedi6 a la
purificacion de la muestra con Geneclean® y se mandaron a secuenciar en el I1BT.

Las secuencias fueron depuradas con el programa BioEdit version 7.0.5 y una vez con las
secuencias listas se procedio a disefar los oligonucledtidos especificos para la especie

(Tabla 1). Los oligonucleétidos fueron fabricados por el IBT.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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Tabla Il. Oligonucleotidos degenerados para Seriola rivoliana y tamafios esperados de los
amplicones.

Gen Oligonucleotidos degenerados

Sentido 5’ 3’ Antisentido 5’ 3’ Pb
Collal GTATGAGTGGAGTGTAGCAGAA GACATCTGWGGGGAGAAGTTTC 534
GH CACCTCCACCTGCTCGCTCAGA  GCTTCTGGAGAGAGTCGRCATTT 300
PCNA GAAGACATCATCACCCTC AAYTTGACTCCGTCCTTG 254
BMP 2 GGAGCHCAAAGGYGGAA AAGCTTCTAATCGTGTTGGC 407
IGF | GCTGCAGTTTGTGTGTGGAG TGTGCCCTTGTCCACTTTGT 247
IGFE Il TTCTATTTCAGTAGGCCAACCA  CTTTGATCTTCTCCGCCTGCCT 254
Tabla I1l. Oligonucleodtidos especificos para Seriola rivoliana y tamafios de los
amplicones.
Gen Oligonucle6tidos especificos

Sentido 5’ 3’ Antisentido 5’ 3’ Pb

Collol ACCAGGAAGACCTCTGTCTC ATCTGCGAGGACACAACA 147
GH CCAATCAGGACGGAGCAGAG TTTAGCCACCGTCAGGTACG 174
PCNA ATCATCACCCTCAGAGCAGAAG CCAGGTCCATCAGTTTCATCTC 106
BMP 2 AAGGTGCTACGGGACTTATCC TGAGAAGCCGAAGCTCAAAC 114
IGF | GAGCTGCCTTGCTAGTCTT TGTGGAGAGAGAGGCTTTTA 154
IGFE Il TGGGACTTCCTGTTTTAGTG AGTGTTGTTTCCGTAGCTGT 134
EF]la TGGTGTTGGTGAGTTTGAGG CGCTCACTTCCTTGGTGATT 173
18S CTGAACTGGGGCCATGATTAAGAG GGTATCTGATCGTCGTCGAACCTC 165

6.6.7.2 Extraccion de ARN (Método Trizol, Thermo Fisher Scientific)

Para la extraccion de ARN fueron colectadas al azar 100-150 mg de larvas de los estanques
de larvicultura a través de sifoneo y concentracion en tamices de acuerdo al tamafo de la
larva. Se tomd aproximadamente 150 mg de peso himedo de un pool de larvas, y luego
fueron enjuagadas en agua destilada y conservadas en RNA-later (Ambion) en tubos
Eppendorf de 2 mL de volumen. Las muestras fueron mantenidas por 24 horas a 4° C y
posteriormente conservadas a — 80°C hasta el momento del analisis. Las muestras fueron
homogenizadas en 500 uL de Trizol, se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente,
luego fue afiadido 100 pL de cloroformo y agitada por 15 minutos, después incubadas por 3
minutos a temperatura ambiente para posterior centrifugacion a 12,000 g por 15 minutos a
4°C.
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El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio, luego se afiadieron 250uL de isopropanol,
la muestra fue agitada e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, luego
centrifugada a 12,000 g por 10 minutos a 4°C. Al pellet formado se agreg6é 500 uL de
etanol al 75% y se centrifugo la mezcla a 12,000 g por 5 minutos a 4°C. El exceso de
alcohol fue desechado y el pellet resuspendido en 50 uL de agua DEPC y luego almacenado
a -80°C.

La cantidad de ARN aislado fue determinada en Nanodrop (Thermo Scientific), con la
medicion de la densidad optica de 260 nm y su pureza fue establecida por el rango de
absorbancia 260/280 nm.

El total del ARN obtenido fue sometido a un tratamiento con DNasa para eliminar posibles
contaminaciones de DNA genOmico. Para remover la contaminacién es tomada una
alicuota de ARN total (1pg/uL), se le adiciona 1 pL de tanpon DNAsa 10X, 1 uL de DNase
RNAse-Free y agua DEPC para obtener un volumen final de 10 pL. Se incuba la muestra a
37°C por 30 minutos y luego se agrega 1 pL. de DNAse Stop Solution y se incuba a 65°C
por 10 minutos.

6.6.7.3 Sintesis de cDNA

Para la generacion de cDNA, éste se obtuvo a partir de 5 pug de ARN total por medio de la
reverso transcriptasa. Al ARN se le adiciond 2 pL de oligo-dT y se incub6 a 70°C por 10
minutos y luego se puso en gradilla con hielo. Luego se agregé 1 pL de 10 mM dNTP, 2.4
uL de 25 mM MgCI2, 4.0 pL de tapén 5X, 0.5 uL de RNAsin, 0.8 uL de IMPROM I
(Promega) y 5.3 puL de agua DEPC. Luego las muestras fueron incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos, luego a 45°C por 60 minutos y por Gltimo una incubacion por 5
minutos a 90°C en un termociclador iCycler de BioRad.

6.6.7.4 PCR en tiempo real (QPCR)

La cuantificacion de la expresion de los genes de interés fue realizada por PCR en tiempo
real (QPCR) en el equipo CFX96 Touch real time PCR detection System, BioRad,
utilizando Ssoadvanced SyBr Green como intercalador. Para la cuantificacion relativa
fueron utilizados los genes de referencia EF1-a y 18S, de acuerdo a los algoritmos del CFX

manager V 3.0 (Biorad).
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6.6.8 Andlisis transcriptomico

6.6.8.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, se utilizd el método de Trizol mencionado en la seccion
anterior. Una segunda extraccion fue realizada a fin de garantizar la pureza del RNA con
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1 pH 4-5), se homogeniz6 la muestra en vortex y luego
se centrifugd a 12,000 g. Una vez extraido el RNA, se preservaron de cada muestra,
alicuotas de 5ug en RNAstable® (Sigma-93221-001). Las muestras se enviaron a
secuenciar en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM — IBT. La integridad del ARN de
las muestras fue determinada en Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies).

6.6.8.2 Preparacion de librerias de cDNA y secuenciacion

Para estudiar el transcriptoma de la larva completa de S. rivoliana, un pool de larvas
correspondientes al dia 15 (n=20) y al dia 30 (n=3), un total de 8 librerias (4 por
tratamiento) de cDNA fueron construidas utilizando el Kit TruSeq RNA Sample
Preparation (lllumina®) a partir de 5ug del ARN total de cada muestra de acuerdo al
protocolo del fabricante. Las librerias fueron secuenciadas en ambas direcciones (paired-
end) en plataforma NextSeq 500 de Illumina, empleando la quimica de secuenciacion 2x75
ciclos. Los tamarios de fragmentos fueron analizados con Bioanalyzer Agilent 1000. Una
vez secuenciadas las muestras, fueron depuradas por criterios estrictos de calidad y los
adaptadores removidos con la herramienta Trimmomatic (Bolger et al., 2014).

6.6.8.3 Calidad de las lecturas

Se obtuvieron un total de 16 archivos (2 por libreria) con formato fastq.gz. Se obtuvieron
94,030,579 pares de secuencias de 75 pb, en un rango de 9,511,035 a 14,113,052 pares de
lecturas por muestra. Las lecturas de cada archivo pasaron por filtro de calidad en que se
eliminaron adaptadores, lecturas con calidad menor a Q20 (Phred quality score) y lecturas
menores a 50 pb. Ademas, se verifico, el porcentaje de GC, el porcentaje de nucleotidos por
ciclo y porcentaje de lecturas sub representadas.

6.6.8.4 Ensamble de novo
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En el caso de S. rivoliana, por no poseer genoma de referencia, se realiz6 en ensamblaje de
novo con las lecturas obtenidas en las 8 librerias. Las secuencias depuradas fueron
ensambladas mediante el algoritmo de Bruijn implementado en el software Trinity
(Grabherr et al., 2011). Se generaron traducciones conceptuales con el software

Transdecoder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3875132/) y los transcritos y sus

traducciones conceptuales fueron anotadas mediante similitud con la base de datos
SwissProt, pFAM y Gene Ontology.

6.6.8.5 Expresion génica diferencial

Se utilizaron las 8 librerias para el analisis de la expresion diferencial. Para el dia 15 se
utilizaron cuatro librerias (dos replicas del tratamiento con levadura y dos del control) y
para el dia 30 se utilizaron las demas cuatro (dos replicas en el tratamiento con levadura y
dos del control). El analisis se realizé con el paquete EdgeR de Bioconductor (Robinson et
al., 2010) que utiliza un modelo lineal generalizado en el cual asume que la expresion de
cada gene sigue una distribucion binomial negativa.

Los contigs expresados diferencialmente se seleccionaron con un Fold change > 4 y un
valor de P ajustado <0,001 (correccion de prueba multiple segun el método de Fold
Discovery Rate de Benjamini y Hochberg, 1995).

6.6.8.6. Analisis de enriquecimiento GO

El anélisis de enriquecimiento se realizd utilizando el paquete goseq R Bioconductor
(Young et al., 2010) con el método de aproximacion de Wallenius para corregir el sesgo de
la longitud de los transcritos. Solamente aquellos términos GO con un FDR <0.1 fueron

considerados significativamente enriquecidos.

6.6.9 Actividad enzimatica digestiva

Aproximadamente de 3 a 200 larvas fueron colectadas con tamiz de 200 um. Para la
medicion de la actividad enzimatica digestiva, las larvas fueron colectadas a las 8:00 am,

previo a la administracion de alimento. Una vez colectadas, las larvas fueron eutanasiadas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3875132/
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en bafno de hielo, enjuagadas con agua destilada y almacenadas a -80 °C para posterior

analisis.

6.6.9.1 Técnicas bioquimicas

Un pool de 2 muestras de larvas para cada dia de muestreo, fue homogenizada en solucion
amortiguadora Tris — HCI 50 mmol L, CaCl, 20 mmol L™, pH 7.4 (1:5 p/v), utilizando
pistilo de teflon. Durante la homogenizacion, las muestras fueron mantenidas en bafio de

hielo hasta su completa desintegracion.

La actividad de las enzimas tripsina, quimotripsina, lipasa y fosfatasa alcalina fueron
analizadas por método fluorimétrico (Toledo-Cuevas et al., 2011), las enzimas pepsina
(Anson, 1938) y a-amilasa (Vega-Villasante et al., 1993), por espectrofotometria. Las
mediciones fueron realizadas en equipo Varioskan (Thermo Fisher Scientific) en
microplaca de 96 pozos por triplicado, con excepcion de la pepsina que fue medida en
cubeta de cuarzo.

La determinacion de proteinas se realizd por el método de Bradford (1974) utilizando el
reactivo para ensayo de proteina (BioRad 500-0205) y albumina de suero bovino como
estandar. Las muestras fueron analizadas por triplicado en microplacas con absorbancia de
495 nm. Para la ontogenia enzimatica la actividad fue expresada en actividad especifica (U
mg protein™) y para la maduracién digestiva del control vs levadura, la actividad fue
expresada en actividad absoluta (U mL™).

La actividad de la tripsina se utiliz6 como sustrato Boc-GIn-Ala-Arg-7 amino-4 clorhidrato
de metilcoumarina a concentracion de 0.8 mM en dimetil sulfoxido (DMSO) vy
amortiguador 50 mM Tris-HCI/10 mM CaCl,, pH 7.5. Las muestras fueron incubadas a 37
°Cy la fluorescencia fue realizada a 460 nm con excitacion a 355 nm. La quimotripsina fue
analizada utilizando el sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-7 amino-4-Metilcoumarina a
0.8 mM en DMSO y 50 mM Tris-HCI/10 mM CaCl2 pH 7.5 como amortiguador, con

incubacion a 37 °C, con fluorescencia a 460 nm con excitacion en 355 nm.
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La actividad de la lipasa fue determinada utilizando heptanoato de metilumbeliferilo como
substrato a concentracién de 50 mM en DMSO y amortiguador 0.1 M fosfato, pH 7.5,
fluorescencia a 460 nm con excitacion a 355 nm.

Fosfatasa alcalina fue determinada utilizando difluoro-4 fosfato de metilumbeliferilo
(DIFMUP) a una concentracion de 10 mmol en DMSO y 100 mmol tap6n glicina, 1 mmol
MgCl,, 1 mmol ZnCl,, pH 10.4. La fluorescencia fue realizada a 460 nm con excitacién de
355 nm.

La actividad de pepsina fue evaluada utilizando como sustrato 0.5% hemoglobina en 0.1
mmol L™ con amortiguador glicina—HCI, pH 2.0. Una unidad de actividad enzimatica fue
definida como 1 pg de tirosina liberada por minute utilizando un coeficiente de extincion
molar de 0.005 a 280 nm.

a-Amilasa fue analizada utilizando almidon soluble 1% como sustrato con amortiguador
TrissHCI 50 mM, pH 7.5. Con periodo de incubacion de 5 minutos a 25 °C. Como
revelador de la reaccion se utilizé carbonato de sodio 2N y &cido dinitrosalicilico (DNS)
fue adicionado. La reaccion fue detenida por ebullicion por 15 minutos. Una unidad
correspondié a la cantidad de enzima requerida para aumentar por 0.01 unidades la

absorbancia a 550 nm por minuto.

6.7 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizaron 4 estanques para el cultivo larvario, divididos en dos tratamientos, cada
tratamiento con 2 réplicas. Un grupo fue alimentado con alimento vivo enriquecido con
Origreen (Control) y otro grupo con alimento vivo enriquecido con Origreen y levadura
(TL+E).

Los resultados fueron expresados como promedio * desviacion/error estandar, se aplico la
prueba de t-Student para observar las diferencias estadisticas entre los tratamientos (P <
0.05). Para el analisis transcriptomico, los contigs diferencialmente expresados fueron
seleccionados con un fold change > 4 y un valor de P < 0.001 (test maltiplo de correccién

de acuerdo al método False Discovery Rate (FDR) (Benjamini y Hochberg, 1995).
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7. RESULTADOS

7.1 Utilizacion de Artemia como vector de la levadura

El periodo de incubacion mas adecuado fue el de 45 minutos (Fig. 10), pues a pesar de que
en los periodos inferiores hubo presencia de levadura, apenas al minuto 45 fue cuando se
pudo observar el tracto de la Artemia casi completo. Pasados los 45 minutos se pudo

observar que empezaba la deposicion de la levadura.

Figura 10. Incorporacion de la levadura en Artemia. De la izquierda a la derecha,

incubacion de 5, 20 y 45 minutos.

La microscopia electronica reveld que los metanauplios mantienen las levaduras vivas e
integras (Fig. 11). Ademas, se pudo observar que la levadura también se adhiere al mucus

externo de los metanauplios.
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Figura 11. Microscopia electronica de barrido. Fractura de Artemia. Levaduras adheridas al
tracto de Artemia (A, B y C) y levaduras adheridas en la parte externa (D).

Con el analisis microbiolégico se pudo cuantificar que cada metanauplii puede acarrear 90
UFC (Fig. 12).

Figura 12. Unidades Formadoras de Colonia (UFC). De izquierda a la derecha las
diluciones son: control, 1:1, 1:10 y 1:100.

La dilucién 1:1 resulté en 9020 UFC/mL.
La dilucién 1:10 resulté en 1230 UFC/mL.
La dilucién 1:100 result6 en 130 UFC/mL.
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7.2 Obtencion de huevos y larvicultura de S. rivoliana

Los desoves fueron obtenidos de la empresa Kampachi Farms, instalada en el CIBNOR. De
los desoves obtenidos todos fueron colectados a la 1 pm, 5 horas después del desove,
excepto un unico desove que fue colectado a las 8 pm. Las tasas de eclosién variaron
mucho, que fueron del 39% hasta los 93% con promedio de 54 + 21 % en un total de 6
desoves. El diametro del huevo promedio fue de 1.07 = 0.05 mm. La temperatura promedio
de cultivo fue de 24 + 0.7 °C y oxigeno disuelto 5.74 + 0.2 mg L™.

Al momento de la eclosion las larvas de S. rivoliana presentaron longitud estandar
promedio de 2.94 + 0.15 mm y altura de 0.84 £ 0.06 mm (n = 20). El tubo digestivo es
recto y cerrado, formando un angulo de 90° con el ano (Fig. 13a).

Al dia uno las larvas ya presentaban una reduccion del vitelo. Se pudo verificar un aumento
en la pigmentacion, asi como en el didmetro del ojo aln que ese todavia no es funcional
(Fig. 13b). Entre los dias 3y 4 (3.5 + 0.09 mm y 3.55 £ 0.17 mm LE) se puede observar la
apertura de la boca y ano, asi como la pigmentacion del ojo, aunque habia larvas al dia 3
que no habian pigmentado sus ojos y tampoco abierto la boca. Hay una acentuada
deplecion del vitelo y gota de aceite en ese estadio (Fig. 13c). Al dia 5 (3.51 £ 0.11 mm
LE), el vitelo es escaso, los 0jos ya poseen pigmentacion acentuada, asi como en el resto
del cuerpo de la larva. Ya se puede empezar a notar la linea lateral y algunas larvas ya
insuflaron la vejiga natatoria (Fig. 13d). Al dia 8 (3.88 + 0.18 mm LE), todas las larvas
observadas presentan vejiga natatoria insuflada, asi como una clara compartimentacion del
tracto digestivo, mostrando la division entre intestinos anterior, mediano y posterior. Larva
en preflexion (Fig. 13e). Al dia 12 (4.21 £ 0.47 mm LE), el tracto esta lleno de pliegues y la
larva presenta alta pigmentacion en el cuerpo, asi como una linea lateral bien definida.
Larva en flexion (Fig. 13f). Al dia 15 (4.59 £ 0.4mm LE), la larva ya se presenta en etapa
de post flexion, presentando también elevada pigmentacion del cuerpo. Se puede observar
el volumen del tracto digestivo de la larva alimentada (Fig. 139).
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Figura 13. Desarrollo larvario de S. rivoliana. a- Larva del dia 0; b- Larva de 1 dia; c-
Larva de 3 dias; d- Larva de 5 dias; e- Larva de 8 dias; f- Larva de 12 dias; g- Larva de 15
dias; h- Larva de 20 dias.
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Al dia 20 (5.25 + 0.9 mm LE), la larva ya se encuentra en la etapa de post flexion y ya posé
caracteristicas de alevin como el color plata en todo el cuerpo, los rayos de las aletas bien

marcados, ademas del ojo bien desarrollado (Fig. 13h).

7.3 Experimento 1. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y
definicion del protocolo de producciéon de larvas.

7.3.1 Crecimiento

Al momento de la eclosién las larvas de S. rivoliana midieron 2.6 + 0.12 mm vy al final del
experimento, al dia 30, 13.6 + 1.6 mm. La tasa absoluta de crecimiento (AGR) y la tasa
especifica de crecimiento (SGR) fueron de 0.37 mm dia™ y 5.52% dia™, respectivamente.
El crecimiento en longitud fue exponencial r* = 0.89; n = 110) y la supervivencia al final
del experimento fue del 2.4%.

Las larvas fueron clasificadas en cuatro etapas (Fig. 14) segun Gisbert et al. (2004): larva
vitelina (eclosion al dia 2; 2.6-3.3 mm LE), pre-flexion (dias 3-15; 3.51-4.59 mm), flexion
(dias 15-20; 4.59-5.25 mm) y post flexion (dias 20 en adelante; 5.25 mm). El inicio de la

alimentacion exdgena ocurre al dia 3.
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Figura 14. Longitud estandar de larvas de S. rivoliana desde la eclosion hasta el dia 30.
Las fases de desarrollo son identificadas de acuerdo a Gisbert et al. (2004).

7.3.2 Ontogenia del tracto digestivo

7.3.2.1 Desarrollo General

Los principales eventos en el desarrollo del tracto digestivo estan representados en la tabla
V.

Al momento de la eclosion el tracto digestivo esta compuesto por un tubo recto y estrecho,
compuesto por epitelio cubico simple con el nucleo en la zona basal, sin apertura hacia el
exterior en las regiones anterior y posterior. El saco vitelino posee una Unica gota de aceite

ubicada en la porcidn anterior y esta rodeada por un sincitio.
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Tabla 1V. Principales eventos ontogenicos en el desarrollo del tracto digestivo de larvas de
Seriola rivoliana.

Dias post eclosion (DPE)

0 1 2 3 4 5 7 10 15 20 30

Bucofaringe
Valvulas orales *
Papilas gustativas *
Dientes faringeos *
Células caliciformes *
Diente maxilar *
Esofago
Pliegues longitudinales *
Células caliciformes
Estémago
Bolsa estomacal *
Glandulas gastricas *
Esfincter pilorico
Forma de J *
Intestino
Valvula intestinal *
Vacuolas supranucleares *
Células caliciformes *
Vuelta intestinal (loop) *
Ciegos piléricos *
Glandulas Accesorias
Higado *
Pancreas exocrino *
Vesicula biliar

Al dia1 (3.4 £ 0.23 mm LE), se redujo ligeramente el tamafio del vitelo y gota de aceite. La
apertura de la boca y ano se observo al dia 2 (3.3 £ 0.13 mm LE). Los ojos se pigmentaron
al final de la fase vitelina coincidiendo con el inicio de la alimentacion exdgena e inicio de
la fase de pre-flexion al dia 3 (3.5 £ 0.09 mm LE). Entre los dias 1 y 3, el vitelo redujo
drasticamente y su completa deplecion, juntamente con la gota de aceite, ocurrio al dia 5
(3.51 + 0.11 mm LE) (Fig. 15).
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Figura 15. Cortes sagitales de larva de S. rivoliana tefiidos con Hematoxilina-eosina. a
Larva recién eclosionada (cabeza de flecha indica el tubo digestivo incipiente). Saco
vitelinico (V). b Larva del dia 3 con ojo bien desarrollado (O). Gota de aceite (GA). ¢
Larva del dia 5 sin vitelo o gota de aceite. Asterisco indica el futuro estomago. M=musculo,
E = esofago, IA = intestino anterior, H = higado, VN = vejiga natatoria.

7.3.2.2. Bucofaringe

La cavidad bucofaringea no esta diferenciada al momento de la eclosion; sus extremidades
cerradas hacia el exterior con cavidad compuesta por un epitelio cibico simple, posicionada
dorsalmente al vitelo. La diferenciacién de la cavidad, revestida por una simple camada de
epitelio escamoso, ocurrio al dia 1; las valvulas orales fueron observadas al dia 2.

Al dia 3, se completd la diferenciaciéon entre bucofaringe y esofago (Fig. 16). Al dia 5,
células sensoriales empezaron a diferenciarse en la region posterior de la cavidad bucal y
las primeras papilas gustativas se formaron. Las papilas gustativas aumentaron en numero y
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tamafio mientras las larvas se desarrollaban. Entre los dias 10 (4.0 £ 0.31 mm LE) y 15
(459 + 04 mm LE), las primeras células caliciformes y dientes faringeos fueron
observados. Estas células aparecen en la parte posterior de la mucosa bucofaringea y tifien
primero de AA (pH 2.5) indicando la presencia de mucinas ricas en acido carboxilico;
mientras las larvas crecen estas células, escasas a lo largo del epitelio bucofaringeo,
producen mucinas &cidas y neutras (positivo para AA pH 2.5/PAS). Los dientes faringeos
se encuentran localizados dorsalmente y ventralmente en la porcion posterior de la cavidad
bucofaringea. Los dientes estdn compuestos de una pulpa dentaria, dentina y cubiertos por
un epitelio simple. Al dia 20 (5.25 £ 0.9 mm LE), los dientes sobresalieron en la premaxila.
Al dia 30 (725.1 UTA; 13.6+ 1.6 mm LE), hay un incremento en el nimero de células
caliciformes, papilas gustativas y dientes faringeos y son visibles a lo largo de la cavidad

bucofaringea.
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BN
Figura 16. Region bucofaringea (BF). a Larva del dia 1; el asterisco indica la cavidad
bucofaringea. b Larva del dia 2; presencia de las vélvulas orales (VO). c, d Larva del dia
15; cabeza de flecha indica células caliciformes, flecha indica papilas gustativas. e Larva
del dia 20 con diente maxilar (DM); flecha indica papilas gustativas. f Diente faringeo (DF)
al dia 30. H = higado, E = eséfago, GA = gota de aceite, V = vitelo. H-E (a,b,e) AA-PAS
(c,d,f). Asterisco indica cavidad bucofaringea.
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7.3.2.3 Es6fago

Al momento de la eclosion, el es6fago se presentd como un tubo corto e indiferenciado
compuesto por un epitelio cibico pseudoestratificado, continuo al intestino incipiente. Al
dia 3 (72.5 UTA empez6 a diferenciarse de la cavidad bucofaringea, formando un epitelio
escamoso estratificado con paredes estrechas y cortas; adicionalmente, un proceso de
estrechamiento se inicid en la region posterior del es6fago préxima al intestino anterior que

posteriormente se diferencio en el estdmago (Fig. 17).
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Figura 17. Esofago (E). a larva del dia 3 con el es6fago diferenciado y el future estdmago
(asterisco). b Larva del dia 15; cabeza de flecha indica células caliciformes. ¢ Larva del dia
20; pliegues longitudinales con células caliciformes (CC) tefiidas con AA. (BF) = cavidad
bucofaringea, (R) = rifidn, (H) = higado, (GA) = gota de aceite. H-E (a, ¢) AA-PAS (b,d).
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En este momento, la regidn posterior del esofago presentd pliegues longitudinales. Los
pliegues en la region anterior fueron visibles al dia 4 (96.7 UTA; 3.55 + 0.17 mm LE); asi
como las primeras células caliciformes fueron observadas al dia 5 (120.9 UTA). Hasta el
dia 7 (169.2 UTA; 3.88 £ 0.18 mm LE), las células caliciformes empezaron a secretar
mucinas acidas (positivas para AA pH 2.5). A lo largo del desarrollo de las larvas, el
esofago presentd rapido desarrollo y funcionalidad con el aumento en el nimero y longitud
de los pliegues, asi como ceélulas secretoras de mucus. Escasas células caliciformes tifieron
unicamente de magenta, indicando la presencia de carbohidratos neutrales en el mucus. Al
dia 20 (483.4 UTA), hubo proliferacién y aumento en el nimero de células caliciformes,
presentando una mezcla de mucinas acidas y neutras (positivas a PAS y AA pH 2.5).

7.3.2.4 Estébmago

Una dilatacion indiferenciada entre la parte posterior del esdfago y la parte anterior del
intestino, en donde el futuro estomago se diferenciara, estuvo presente al dia 3 (72.5 UTA):
sin embargo, la aparicion de un estomago funcional no fue observada hasta el dia 20 (483.4
UTA), coincidiendo con la aparicién de las primeras glandulas gastricas y el inicio de la
diferenciacion del estomago en tres regiones: pilorica (sin glandulas), cardiaca y fundica
(glandular). El epitelio de las regiones fandica y cardiaca fue similar; en ambas regiones, la
mucosa presenté muchas glandulas gastricas en las paredes dorsal y ventral y el epitelio
gastrico revestido por abundantes células mucosas conteniendo mucopolisacaridos neutros
(positivo para PAS). La region pilorica carece de glandulas gastricas y su pared mas gruesa
que las otras dos regiones. Al dia 30 (725.1 UTA), se observaron més glandulas gastricas,
asi como un aumento en el tamafio de las regiones fundica y pildrica. La mucosa del
epitelio de la region fandica fue revestida por una delgada camada de mucus, tefiida de AA,
mientras el epitelio de la region pildrica poseia mucinas acidas y neutras (positivas a PAS y
AA pH 2.5) (Fig. 18).
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Figura 18. Estomago (ET). a Larva del dia 3 con futuro estdémago (*). b Larva del dia 20
con estdbmago desarrollado con sus tres regiones, pilérica (EP), fundica (EF) y cardiaca
(EC). c Larva del dia 20 con el esfincter pilérico (circulo). d Estémago fandico (EF) con
mucosa tefiida con AA. e Glandulas géstricas (GG) en el estdbmago cardiaco. f Larva del dia
30. (1A) intestino anterior, (1) intestino, (H) higado, (GA) gota de aceite, (P) pancreas, (IP)
intestino posterior, (VN) vejiga natatoria. H-E (a,b,c,e,f) AA-PAS (d).
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7.3.2.5 Intestino

De la eclosion hasta el dia 3 (72.5 UTA), con el inicio de la alimentacidén exogena, ligeros
cambios fueron observables en el intestino, como el cambio de epitelio cubico a columnar,
con nucleo basal y microvellosidades. Al dia 4 (96.7 UTA), se observa la formacion de la
valvula intestinal, dividiendo el intestino en region anterior y posterior. Diversas vacuolas
supranucleares eosindfilas se observaron en el intestino posterior, indicando actividad
pinocitica en los enterocitos (digestion intracelular). Estas vacuolas aumentaron en nimero
y se mantuvieron hasta el final del estudio al dia 30 (725.1 UTA).

El estrechamiento de la parte anterior del intestino y la separacion al intestino medio fue
observada al dia 5 (120.9 UTA), cuando empez0 la diferenciacion, presentando numerosos
y largos pliegues epiteliales, principalmente en la parte anterior; células caliciformes, en
este momento, no fueron reactivas a las tinciones PAS y AA. Al dia 7 (169.2 UTA), células
caliciformes en el intestino anterior marcaron positivas a la tincion PAS, indicando la
presencia de mucinas neutras; al dia 20 (483.4 UTA), las células tifieron tanto para mucinas
acidas como neutras (Positivas a PAS y AA pH 2.5)

Al dia 10 (241.7 UTA), se formo el loop intestinal para acomodar el aumento en longitud
del tracto digestivo en la cavidad abdominal. Se observaron el aumento en el nimero de
vacuolas supranucleares en la parte posterior del intestino, asi como células caliciformes en
las regiones anterior y media. Al dia 15 (362.6 UTA), las células caliciformes también
estaban presentes en la region posterior (positivas para PAS y AA pH 2.5). Las
microvellosidades de las regiones anterior y media tifieron fuertemente en color magenta
(positiva para PAS), indicando mucosubstancias neutras. Al dia 20 (483.4 UTA), escasas
vacuolas lipidicas fueron observadas en las regiones anterior y media, incrementando con el
tiempo. Los ciegos pildricos, posicionados entre la region pilérica del estbmago v la parte
anterior del intestino, fueron observados al dia 30 (725.1 UTA) (Fig. 19).
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regiones del intestino bien definidas, anterior (IA), media (IM), posterior (IP). ¢ Larva del dia 10.
Vuelta del intestino y vacuolas supranucleares (cabeza de flecha). d Intestino anterior de larva del
dia 15, flecha larga indica células caliciformes tefiidas con PAS, indicando mucinas neutras. e
Intestino anterior de larva del dia 20, flecha corta india células caliciformes &cidas. f Intestino
posterior de larva del dia 30, cabeza de flecha indica las vacuolas supranucleares, flechas cortas
indican las células caliciformes. (D) deposiciones, (H) higado, (P) péancreas, (R) recto, (*) futuro
estomago. H-E (a,b,c) AA-PAS (d,e,f).



54

7.3.2.6 Glandulas digestivas accesorias (higado y pancreas)

Al dia 1 (24.2 UTA), el higado fue identificado como un cluster de células basofilicas
esfericas localizadas posteriormente al vitelo. Entre los dias 2 y 3 (48.3-72.5 UTA), los
hepatocitos se presentaban con forma irregular con un ndcleo grande y redondo y
citoplasma reducido. Al dia 3 (72.5 UTA), la vesicula biliar fue observada como un epitelio
escamoso simple ubicado entre el higado y el pancreas. Un mayor desarrollo del higado fue
observado al dia 5 (120.9 UTA), con hepatocitos poligonales con nucleo redondo y rodeado
por citoplasma eosinofilo. A lo largo del desarrollo, el higado siguio su diferenciacion; los
hepatocitos se posicionaron alrededor de las sinusoides hepéticas. Al dia 7 (169.2 UTA), el
higado aumenté su volumen y pequefios ductos fueron visibles entre el pancreas y el
higado.

Al dia 15 (362.55 UTA), espacios vacios en los hepatocitos revelaron depositos lipidicos
que fueron removidos durante el proceso histoldgico; estos depdsitos ocuparon la mayoria
del citoplasma, desplazando el nucleo a la zona periférica. A lo largo del desarrollo, el
higado fue presentando acumulo de lipidos. Al dia 20 483.4 UTA), el higado ya se
presentaba mayor vascularizacion con grandes ductos entre este y el pancreas. Al dia 30
(725.1 UTA), el higado ya presentaba un elevado nimero de depdsitos lipidicos, en el cual
coincidio con el periodo de destete.

Al dia 2 (48.3 UTA), grupos de células piramidales basofilicas organizadas en acini
empezaron a formar el pancreas exdcrino. Al dia 3 (72.5 UTA), fueron observados granulos
de zimogeno eosindfilos ubicados en el centro del acini y el ducto pancreatico rodeado por
epitelio cubico simple. Mientras la larva se desarrollaba, el pancreas se expandia por toda la
cavidad abdominal. Al dia 10 (241.7 UTA), este se acomod6 dentro del loop del intestino.
Al dia 20 (483.4 UTA), el islote de Langerhans, compuestos por pequefias células con un
citoplasma granular (pancreas endocrino), fue observado dentro del pancreas exocrino (Fig.
20).
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Figura 20. Glandulas accesorias. a Larva del dia 2. Formacion del pancreas (P) e higado
(H). b granulos de zimdgeno (*) en el pancreas exdcrino en larva del dia 3. ¢ Larva del dia
10. Péancreas distribuido a lo largo de la cavidad abdominal. d Higado vascularizado con
varias venas (cabeza de flecha) en larvas del dia 20. Flecha corta indica los islotes de
Langerhans (pancreas endocrino). e Higado de larva del dia 30, flecha corta indica venas y
cabeza de flecha indica granulos lipidicos. (GA) gota de aceite, (IA) intestino anterior, (IP)
intestino posterior, (V) vitelo, (VB) vesicula biliar, (VN) vejiga natatoria. H-E.
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7.4 Experimento I1. Uso de levadura Debaryomyces hansenii en el desarrollo de larvas de
Seriola rivoliana.

7.4.1 Desarrollo general

El crecimiento y supervivencia final de larvas de S. rivoliana tratadas con y sin levadura
estan representadas en la tabla V. Como se puede observar, hubo diferencias significativas
(P<0.05) entre los tratamientos en que la supervivencia y la ganancia en peso fuero
mayores en las larvas tratadas con levadura. El crecimiento a lo largo del desarrollo de las
larvas de S. rivoliana esta presentado como longitud estandar en la figura 21. Al momento

de la eclosion, la longitud estandar fue de 3.0 £ 0.14 mm.

Tabla V. Crecimiento y supervivencia final de larvas de S. rivoliana.

Tratamiento  LE final (mm) Peso final (g) SGR Supervivencia (%)
Control 11.35+1.1 0.065 = 0.02 4.44 0.55+0.2
Levadura 13.0+1.6 0.094 + 0.02* 4.89 2.6 £0.3*
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Figura 21. Grafica de crecimiento de larvas de Seriola rivoliana tratadas con y sin
levadura.
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7.4.2 Ontogenia de las actividades enzimaticas digestivas

Actividad enzimatica digestiva

Las actividades especificas de enzimas pancreaticas, intestinal y del estomago, fueron
analizadas a lo largo del desarrollo de las larvas de S. rivoliana, desde la eclosion hasta el
dia 30.

La actividad especifica de la amilasa (10.81 U mg proteina™) fue detectada al dia 5 (114.85
UTA,; 3.51 + 0.18 mm LE), dos dias despues de la primera alimentacion exdgena. Los
unicos dias en que se pudo detectar actividad fueron los dias 5, 7 (160.79 UTA; 3.88 £ 0.11
mm LE) (11.79 U mg proteina™) y 15 (344.55 UTA; 4.59 + 0.39 mm LE) con actividad de
17.56 U mg proteina ™). A partir del dia 25 (574.25 UTA; 7.50 + 1.11 mm LE) la actividad
de la a-amilasa tuvo una caida acentuada hasta un nivel de no deteccion de actividad. Esta
caida de la actividad fue observada después de la introduccién de alimento inerte a la dieta
de las larvas (Fig. 22a).

Al momento de la eclosion, una baja actividad de la lipasa fue detectada (0.1 U mg
proteina™®), incrementando rapidamente a 0.59 U mg proteina™ al dia 3 (68.91 UTA; 3.62 +
0.06 mm LE), concomitante al inicio de la alimentacion exdgena y disminucion de
actividad al dia 7 (160.79 UTA) (0.37 U mg proteina™). El pico de la actividad fue
observado al dfa 15 (344.55 UTA\) presentando actividad de 0.69 U mg proteina™ cuando la
larva ya habia iniciado su alimentacion con Artemia. Seguido del pico, la actividad
especifica de la lipasa disminuyé gradualmente hasta 0.39 U mg protéina™ al dia 25
(574.25 UTA), cuando el periodo de co-alimentacion con Artemia enriquecida y alimento
inerte se dio inicio, siendo observado una discreta disminucién (0.31 U mg proteina ) al
dia 30 (689.91 UTA; 11.71 £ 1.59 mm LE) (Fig. 22b). Al momento de la eclosion la
actividad especifica de la tripsina fue detectada a un nivel muy bajo (0.045 U mg proteina™)
e incremento acentuadamente al dia 4 (91.88 UTA; 3.45 + 0.2 mm LE) hasta 0.37 U mg™,
después de la primera alimentacion exégena, presentando 0.97 U mg proteina™ en el dia 5
(114.85 UTA). Al dia 7 (160.79 UTA) la actividad disminuyé hasta 0.7 U mg proteina™. La
méxima actividad fue observada al dia 15 (344.55 UTA) (1.36 U mg proteina ). Después

de este periodo, se pudo observar disminucion en la actividad especifica al dia 25 (574.25
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UTA) con 0.69 U mg proteina , llegando a 0.4 U mg proteina ™ al dia 30 (689.1 UTA)
(Fig. 22c).

La actividad de la quimotripsina fue cercana a cero desde la eclosion hasta el dia 2 (45.94
UTA) (0.0005 U mg proteina™). Al dia 3 (68.91 UTA) y 4 (91.88 UTA), la actividad
especifica era todavia baja (0.0064 y 0.02 U mg proteina™, respectivamente). Al dia 5
(114.85 UTA) un fuerte incremento en la actividad fue observado y en esta edad un pico en
la actividad fue detectado (0.27 U mg proteina ™). Después del pico de actividad, una
acentuada reduccion fue observada en el dia 7 (160.79 UTA), cuando la actividad bajé a
0.06 U mg proteina™. Al dia 15 (344.55 UTA) hubo un incremento en la actividad llegando
a 0.2 U mg proteina™ y un discreto aumento al dia 25 (574.25 UTA), disminuyendo hasta
0.074 U mg proteina™ al dia 30 (689.1 UTA) (Fig. 22d).

La actividad de la pepsina no pudo ser detectada hasta el estadio de flexion en el dia 15
(344.55 UTA) (3.85 U mg proteina™), concomitantemente al inicio de la alimentacién con
metanauplio de Artemia enriquecido. A lo largo del desarrollo la actividad incrementd
progresivamente con 11 U mg proteina™ en el dia 25 (574.25 UTA), alcanzando la mayor
actividad al dia 30 (689.1 UTA) con 20.42 U mg proteina™ (Fig. 22e).

La actividad de la fosfatasa alcalina pudo ser observada al momento de la eclosion (137.5 U
mg proteina ™). Una disminucién en la actividad (68. 13 U mg proteina™) fue observada al
dia 2 (45.94 UTA) seguido de un aumento al dia 3 (68.91 UTA) alcanzando el pico de
actividad a lo largo del desarrollo en esta edad 384.5 U mg proteina . La actividad
disminuy6 hasta el dia 4 (91.88 UTA) 187.7 U mg proteina ™, hasta 134 U mg proteina™ en
el dia5 (114.85 UTA), 29.9 U mg proteina™ al dia 7 (160.79 UTA) y 50.37 U mg proteina
! al dia 15 (344.55 UTA). Al dia 30 (689.1 UTA) la actividad especifica fue de 21.83 U mg
proteina * (Fig. 22f).
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Figura 22. Actividad especifica de enzimas digestivas durante el desarrollo de Seriola
rivoliana. Media + DE, las letras indican diferencias estadisticas entre las edades (P<0.05).
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7.4.3 Maduracién del tracto digestivo

Actividad enzimatica

Las actividades absolutas de determinadas enzimas pancredticas, intestinal y del estbmago,
fueron analizadas en los dias 15 y 30 en larvas del control y del tratamiento con levadura,
representadas en la figura 23. Al determinar la actividad enzimatica, se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.05).

La actividad de a-amilasa al dia 15 en el grupo control fue de 2.62 + 2.4 U individuo™, en
el tratamiento con levadura fue de 3.48 + 0.4 U individuo ™. Al dia 30 en el grupo control la
actividad de la a-amilasa no fue detectada, sin embargo, en el tratamiento con levadura la
actividad fue de 5.79 + 2.8 U individuo ™.

La actividad de la pepsina en el grupo control fue de 124.7 + 69.8 U individuo ™ al dia 15y
576.3 + 46.1 U individuo ™ al dia 30; en el tratamiento con levadura la actividad de la
pepsina en los dias 15 y 30 fue de 91.40 # 35.5 y 1001.48 + 170.7 U individuo ™,
respectivamente.

La actividad de la fosfatasa alcalina al dia 15 en el grupo control fue de 124.90 + 5.3 U
individuo™, en el tratamiento con levadura fue de 120.57 + 9.4 U individuo™. Al dia 30 en
el grupo control la actividad de la fosfatasa alcalina fue de 722.58 + 44.5 U individuo™, ya
en el tratamiento con levadura la actividad fue de 1340.40 + 162.3 U individuo™.

La actividad de la lipasa al dia 15 fue de 0.85 + 0.2 U individuo™ en el control y 0.84 + 0.1
U individuo™ en el tratamiento con levadura. Al dia 30, la actividad en el grupo control fue
de 13.89 + 1.7 U individuo™ y 16.16 + 1.4 U individuo™ en el grupo tratado con levadura.
La tripsina al dia 15 en el grupo control presentd actividad de 4.33 + 1.0 U individuo™, y al
dia 30 la actividad fue de 19.67 + 8.4 U individuo™. En el grupo tratado con levadura
presenté actividad al dia 15 y 30 de 4.46 + 0.3 U individuo™ y 19.86 + 5.8 U individuo™

Al dia 15 la quimotripsina presentd actividad de 0.62 + 0.1 U individuo™ en el grupo
control y 0.64 + 0.2 U individuo™ en el grupo tratado con levadura. Al dia 30, las
actividades fueron 5.90 + 2.5 U individuo™ y 6.93 + 1.6 U individuo™ en el control y

tratamiento con levadura, respectivamente.
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Figura 23. Efecto de la levadura sobre la actividad enzimatica digestiva en larvas de
Seriola rivoliana con y sin levadura. Control: barras negras; Levadura: barras grises. Los
datos estan representados en medias + DE. Asteriscos indican diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05; n = 8).
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Al dia 15, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos en ninguna de las enzimas
digestivas analizadas, sin embargo, al dia 30 las enzimas a-amilasa, pepsina y fosfatasa
alcalina presentaron diferencias en las larvas tratadas con levadura, con mayor actividad,
comparadas con el control. Las demas enzimas, lipasa, tripsina y quimotripsina no

presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Produccion de mucinas en el intestino

Al dia 30, se registro un incremento en la cantidad de mucinas en el intestino con respecto
al dia 15. El andlisis estadistico de los datos obtenidos al dia 15 no mostré diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo con levadura, sin embargo, al dia 30 el grupo
tratado con levadura demostr6 mayor produccion de mucinas comparado con el grupo
control (P<0.05). El grupo control presentd un porcentaje de produccion de mucinas al dia
15y 30 de 1.07% + 0.5 y 1.49% + 0.3, respectivamente. El grupo tratado con levadura
presentd un promedio de 0.77% £ 0.6 al dia 15y 2.90% + 1.1 al dia 30 (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto de la levadura sobre la produccion de mucinas en intestino de Seriola
rivoliana con y sin levadura. Los datos estan representados como el porcentaje de mucinas
en los dias 15 y 30; medias + DE. Asteriscos indican diferencias significativas entre los

tratamientos (P < 0.05; n = 20).
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7.4.5 Expresion de genes

La expresion relativa normalizada de los genes involucrados en la diferenciacion y
proliferacion celular seleccionados en este estudio, no presentaron diferencia significativa
entre los tratamientos en los dias 6 y 25, sin embargo, al dia 15 el control present6 una
sobreexpresion del gen coldgeno lal y el tratamiento con levadura presentdé una
sobreexpresion de IGF1. Al dia 30 una sobreexpresion fue observada para las larvas
tratadas con levadura en los genes BMP, COL1a.1 'y PCNA (P < 0.05) (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto de la levadura sobre la expresion de genes involucrados a la
diferenciacion y proliferacién celular en larvas de Seriola rivoliana. Control (negro);
Levadura (gris). Los datos estan representados en medias = EE. Asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05; n = 8).
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7.4.6 Grado de mineralizacion ésea y deformidades esqueléticas

Al final del experimento, las larvas alimentadas con levadura presentaron un mayor grado
de mineralizacion en las estructuras del craneo (Fig. 26) y del complejo caudal (Fig. 27) en
los cuales se observaron diferencias significativas (P < 0.05, n = 40), el 44% de las larvas
del tratamiento con levadura presentaron estructuras del complejo caudal bien
mineralizadas contra el 5% de las del control, llevando en consideracion la mineralizacion
de las 3 epurales y de las 5 hipurales. Para la regién del craneo, se llevd a cabo la
observacion del metapterigoide y el etmoidal lateral, el 48% present6 estas dos estructuras
bien mineralizadas contra el 5% del control. Sin embargo, en la columna vertebral, no se
observaron diferencias significativas en el grado de mineralizacion entre los tratamientos,
para la evaluacion de la columna vertebral, aparte de las 24 vértebras, también se
contemplé el urostilo.

No se demostré un impacto de la levadura en el porcentaje de deformidades craneofaciales,
prognatismo y retrognatismo, sin embargo, en las deformidades de la columna vertebral, el
tratamiento con levadura present6 el 10% de larvas deformes contra el 27.5% del control,

en donde se pudo observar fusion y compresion de vértebras (Fig. 28).
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Figura 26. Grado de mineralizacion désea en la region craneofacial representada en
porcentaje (grafica). a) larva con poca mineralizacion; b) larva con mineralizacion parcial;
larva con crédneo mineralizado. Asterisco indica diferencias significativas entre los
tratamientos de acorde al grado de mineralizacién (P < 0.05).
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Figura 27. Grado de mineralizacion Gsea en las regiones del complejo caudal y columna
vertebral reportada en porcentaje (gréfica). a) Larva con poca mineralizacion; b) larva con
mineralizacion parcial; larva con craneo mineralizado. Asterisco indica diferencias
significativas entre los tratamientos de acorde al grado de mineralizacion (P < 0.05).
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Figura 28. Deformidades esqueléticas en larvas de Seriola rivoliana representada en
porcentaje (grafica). a) larva con compresion y fusion de vertebras; b) larva con
retrognatismo; larva con prognatismo leve. Asterisco indica diferencias significativas entre
los tratamientos de acorde a la incidencia de deformidades (P < 0.05).

7.4.7 Anélisis transcriptomico

Del ensamble de las 8 librerias se obtuvo un total de 125,286 transcritos de los cuales
84,048genes fueron identificados. El 50% de los contigs (N50) presentaron una longitud
media de 2,035 pb. Un total de 45,690 proteinas con anotacion contra la base de datos
SwissProt y 19,154 proteinas con termino ontoldgico (GO) asignado fueron identificadas
(Tabla V1).



Tabla VI. Estadisticas descriptivas obtenidas a partir del
transcriptoma de Seriola rivoliana.
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ensamble de novo de

Transcritos ensamblados

Genes identificados

Tamafio N50 de transcritos

Proteinas identificadas

Proteinas completas

Parciales internos

Parciales 5'

Parciales 3'

Proteinas con anotacion SwissProt (e-value < 1e-5)
Proteinas con término ontoldgico asignado

125,286
84,048
2,035 pb
81,258
41,998
11,978
21,079
6,203
45,690
19,154

El enriquecimiento de los téerminos GO sobrerepresentados en los genes expresados

diferencialmente se evalud para identificar los principales procesos entre las dos etapas de

desarrollo (dia 15 y dia 30) en las larvas tratadas con levadura (Tablas VIl 'y VIII).

Tabla VII. Principales procesos anotados y sobrerepresentados en el dia 15 en larvas

tratadas con levadura.

Proceso (GO) GO ID # Genes
Digestion G0:0007586 3
Aspartic-type endopeptidase activity G0:0004190 2
Aspartic-type peptidase activity G0:0070001 2
Hydrolase activity G0:0016787 4
Hydrogen:potassium-exchanging ATPase activity G0:0008900 1
Extracellular region G0:0005576 3
Cell wall chitin metabolic process G0:0006037 1
Cell wall polysaccharide metabolic process G0:0010383 1
Endopeptidase activity G0:0004175 2
Lysozyme activity G0:0003796 1
Cell wall macromolecule metabolic process G0:0044036 1
Production of molecular mediator involved in G0:0002532 1
inflammatory response

Positive regulation of chemokine secretion G0:0090197 1
Catalytic activity G0:0003824 4
Sodium:potassium-exchanging ATPase activity G0:0005391 1
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Tabla VIII. Principales procesos anotados y sobrerepresentados en el dia 30 en larvas

tratadas con levadura.

Proceso (GO) GO ID # Genes
Response to lipid G0:0033993 5
Response to ketone G0:1901654 3
Response to organic substance G0:0010033 6
Response to oxygen-containing compound G0:1901700 5
Response to hormone G0:0009725 4
Response to chemical G0:0042221 6
Cellular response to hormone stimulus G0:0032870 3
Cellular response to ketone G0:1901655 2
Response to alcohol GO0:0097305 3
Response to fatty acid G0:0070542 2
25-hydroxycholecalciferol-24-hydroxylase activity G0:0008403 1
1-alpha,25-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase activity G0:0030342 1
Vitamin D 24-hydroxylase activity GO0:0070576 1
Mitochondrial intermembrane space G0:0005758 2
Organelle envelope lumen G0:0031970 2
Vitamin D catabolic process G0:0042369 1
Negative regulation of integrin activation G0:0033624 1
Negative regulation of eosinophil migration G0:2000417 1
Regulation of eosinophil extravasation G0:2000419 1
Negative regulation of eosinophil extravasation G0:2000420 1
Cellular response to tumor cell GO0:0071228 1
Vitamin D receptor signaling pathway G0:0070561 1
Response to endogenous stimulus G0:0009719 4
Mitochondrial part G0:0044429 4
Response to glucose G0:0009749 2
Response to hexose GO0:0009746 2
Response to monosaccharide G0:0034284 2

Abundancia y expresion diferencial

La estimacion de la abundancia de transcritos comparando los tratamientos con levadura y

control puede ser observada en la figura 29. La mayor diferencia en la expresion de los

genes entre los tratamientos fue observada en el dia 15. En el tratamiento con levadura al

dia 15, el nimero de genes sobreexpresados fue de 398 genes. Ya en el tratamiento con

levadura al dia 30, un total de 283 genes sobreexpresados fueron detectados.

La correlacion de todos los transcritos diferencialmente expresados entre los tratamientos,

sus réplicas y las diferentes etapas de desarrollo fue mayor en el tratamiento levadura dia
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15 con correlacion promedio de 0.87, y la correlacién méas baja fue observada en el control
dia 30 (Fig. 30).

La figura 31 representa el escalamiento multidimensional (MDS) plot en el cual se puede
observar claramente la similitud entre las réplicas del mismo tratamiento principalmente en
la dimensién 1 demostrando la calidad en el manejo del material biolégico y de la
preparacion de las librerias.
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Figura 29. Analisis multidimensional para cada comparacion de la expresion diferencial de
larvas de Seriola rivoliana. Los genes expresados diferencialmente (P < 0.001) estan
representados por puntos rojos; los demas genes estan representados por puntos negros. a
representa el tratamiento con levadura vs el control al dia 15. b representa el tratamiento
con levadura vs el control al dia 30. Los datos fueron graficados por fold-change (eje de Y;
escala logaritmica) y por los niveles de expresion (conteo de lecturas; eje de X, escala
logaritmica).
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Figura 30. Matriz de correlacion de las muestras de larvas de Seriola rivoliana tratadas con
y sin levadura de los dias 15 y 30.
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Figura 31. Grafica de escalamiento multidimensional (MDS) de las librerias de Seriola
rivoliana.

8. DISCUSION

8.1 Incorporacion de la levadura en el alimento vivo

Las larvas de peces marinos, generalmente no se alimentan de dieta artificial durante los
primeros estadios de desarrollo y requieren de alimento vivo (Picchietti et al., 2009),
ademaés, la alimentacion con alimento vivo ofrece una posibilidad de utilizacion como
vectores que permiten que la comunidad bacteriana del hospedero sea modificada a traves
de la adicion de probidticos (Vine et al., 2006). La Artemia y el rotifero son adecuados para
la utilizacion como vectores por poseer un comportamiento alimentario no selectivo y por

ser el primer alimento exdgeno de larvas de peces, éstos pueden transferir los beneficios del
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probidtico al hospedero en las primeras etapas de desarrollo. Se pudo verificar que Artemia
y rotifero son buenos vectores de la levadura D. hansenii, y puede carrear grandes
cantidades de ésta al hospedero sin sufrir modificaciones o ser digeridos por el vector.

La utilizacion del alimento vivo como vector de probioticos es ampliamente utilizada en la
piscicultura. Gatesoupe (1994) utilizd el rotifero B. plicatilis como vector de LAB y
verificd la resistencia de S. maximus contra Vibrio patdgenas. Una cepa de LAB fue
cultivada e introducida diariamente para enriquecer al rotifero, a una razén de 4x10°
UFC/mL. Una vez infectada la larva, ésta tuvo supervivencia de 53% cuando fue
comparada a 8% del tratamiento sin probiotico.

En el estudio de Carnevali et al. (2006) utilizaron rotiferos y Artemia como vectores del
probidtico L. delbrueckiy pudieron comprobar la eficiencia de estos vectores donde los
tratamientos que recibieron el probidtico con conteo de 4.35-5.68 log UFC/g de larva
comparado al grupo control que presentaban 0.45 log UFC/g de larva. Los autores
observaron un incremento en la ganancia en peso, ademas de un incremento en 6 veces en
la expresion de igfl.Un punto importante a tonarse en cuenta es el periodo de incubacion.
Picchietti et al. (2007) utilizaron dos cepas de bacterias acido lacticas L. fructivorans y L.
plantarum, a una concentracion total de 10*° UFC/g de pellet (10° bacteria mL™) y luego
incubadas por 15 minutos con el alimento vivo (rotiferos y Artemia). El tiempo de
incubacién corrobora con Burgoin (2015) donde al incubar los rotiferos B. rotundiformis
con D. hansenii observo que 15 minutos fue el tiempo adecuado una vez que pasado ese
periodo el rotifero ya empezaba con la deposicion. Dehghan et al. (2011) utilizaron
periodos de incubacion de S. cerevisae en Artemia de 5, 10 y 24 horas. Patra et al. (2003)
utilizaron 24 horas para enriquecer Artemia con S. boulardii y pudo observar que
concentraciones superiores a 10* UFC mL™ la supervivencia del metanauplii era muy baja
debido al carécter contaminante del medio enriquecido, para mitigar el problema
proporcionaron el enriquecimiento en dos raciones. Eso demuestra la importancia de saber
el tiempo y cantidad adecuados de enriquecimiento. Sin embargo, en el presente trabajo se
pudo constatar que con tiempos mas cortos se tiene una buena asimilacion de la levadura
por parte del alimento vivo, asi mismo como Rousseau (2013), que verifico el tiempo de

incubacion de la levadura D. hansenii en B. plicatilis y Artemia. Ella concluy6 que para el
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B. plicatilis el tiempo ideal de incubacion fue de 30 minutos. Este tiempo fue superior al
tiempo observado en ese trabajo, eso debido a que 30 minutos fue el tiempo minimo de
incubacion utilizado por Rousseau (2013), sin embargo, una vez pasados los 30 minutos la
concentracion de levaduras en el vehiculo, fue reducida de manera acentuada, mismo
patron observado en el presente trabajo. Para los metanauplios de Artemia se obtuvo un
resultado satisfactorio a los 30 minutos, luego una caida de la concentracion de levaduras a
los 60 minutos con una recuperacion de la concentracion de células a las 4 horas de
enriquecimiento. Este valor también difiere del presente trabajo, donde la concentracién
ideal fue alcanzada a los 45 minutos, seguida de deposicién de la levadura. El hecho de que
los tiempos de incubacion de este trabajo y del trabajo de Rousseau (2013) sean diferentes,
puede deberse a los intervalos aplicados para observar la incubacion, donde en el presente
trabajo los intervalos fueron cortos, no superior a los 15 minutos, en el trabajo anterior era
de 30 y 60 minutos. Sin embargo, se pudo comprobar que un tiempo corto de incubacién es
eficiente para enriquecer el alimento vivo. Cabe resaltar que un periodo corto de incubacién
facilita el manejo en el cultivo larvario.

Ademas del tiempo y concentracion de levadura incubada, es necesario saber si la
integridad del probidtico es mantenida una vez incorporado por el alimento vivo. Dehghan
et al. (2011) sugieren que las células de la levadura pueden ser indigeribles por los
metanauplios, lo que fue posible comprobar en el presente trabajo, pues a través de la
microscopia electronica se pudo comprobar que la levadura se mantiene integra en el tracto
de la Artemia. Dehghan et al. (2011) observaron que una vez que los metanauplioa fueron
removidos de la suspensién bacteriana, hubo un rapido descenso en el contenido
bacteriano, este descenso puede ser debido a la remocion de la bacteria luego de lavados y
pasados a agua de mar estéril. Sugiriendo que la bacteria detectada es la que colonizo el
interior del tracto y se adhirié a la superficie externa del metanauplii, lo que corrobora con
el presente estudio que identifica una gran cantidad de levaduras adheridas en el exterior

del metanauplii.
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8.2 Desarrollo larvario

Las larvas de este trabajo al momento de la eclosion presentaron una longitud total
promedio de 2.94 mm, talla similar a la reportada por Papandroulakis et al. (2005) para S.
dumerilli (2.88 mm) a 21 °C. Sin embargo, con larvas de S. rivoliana, Dopico (2010) y
Burgoin (2015) reportaron una longitud ligeramente inferior, 2.54 y 2.47 mm en larvas
cultivadas a 23 y 24 °C respectivamente. Chen et al. (2006) reportaron para S. lalandi a 21
°C unatalla de 4.3 mm al dia 0.

Las caracteristicas anatomicas requeridas para el inicio de la alimentacion exdgena son
aquellas relacionadas con la localizacién de la presa (6rganos quimiosensoriales, 0jos),
captura (boca, aletas), ingestion y digestion (sistema digestivo) (Yufera y Darias, 2007) en
ese ambito, se observa que el momento de primera alimentacion, los ojos y boca ya se
habian desarrollado y que el tracto digestivo siguid su desarrollo normal desde una
observacién externa, iniciando con un tubo recto y liso, pasando a un tracto con pliegues,
hasta llegar a un tracto bien compartimentalizado.

Considerando la escasez de trabajos sobre S. rivoliana, la caracterizacion de esta especie
estaba basada en estudios realizados con otras especies de Seriola e incluso con otros peces
0seos. Cabe resaltar que, aunque los mecanismos basicos de desarrollo larval no se difieren
mucho entre teledsteos, hay variabilidad interespecificas en el tiempo en que los eventos
ontogénicos ocurren (Santamaria et al., 2004). Eso puede ser confirmado cuando
comparamos el desarrollo inicial de S. rivoliana y S. lalandi, a pesar de que tienen muchas
similitudes, se verificd que la mayoria de los eventos que ocurrieron durante el desarrollo
de S. rivoliana, en S. lalandi ocurrieron en tiempos inferiores (Chen et al., 2006), como la
compartimentacion y deplecion de vitelo y gota de aceite del tracto que en S. rivoliana que
fue observado en el dia 8 (192 UTA) y en S. lalandi son observados en los dias 4 (96 UTA)
y 5 (120 UTA) respectivamente (Chen et al., 2006).

Otro evento importante en el desarrollo larvario fue el hinchamiento de la vejiga natatoria
observada al dia 5 (3.51 mm LE), concordando con el trabajo de Dopico (2010). Al dia 8,
todas larvas observadas presentaron la vejiga insuflada. La falta de una vejiga funcional

implica un coste energético importante en el mantenimiento de la flotabilidad de las larvas,
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dando lugar a un crecimiento pobre y baja resistencia. Incluso hay una relacién directa
entre las deformidades esqueléticas (lordosis, cifosis) y vejigas natatorias no insufladas
(Kitajima et al., 1981). En S. lalandi la mayoria de las larvas presentan la vejiga insuflada
en el dia 5 (Wooley y Qin, 2013).

En este sentido, Dopico (2010) observa que al dia 15 inicia la flexion de la notocorda y que
al dia 20 la notocorda ya esta flexionada, el mismo patron fue observado en este estudio,
mientras que en el presente trabajo, la caracterizacion morfolégica de los eventos del
desarrollo coincide con la clasificacion de las fases larvales adoptada de modo general para
teledsteos (Gisbert et al., 2004), presentando la etapa de larva vitelogénica, larva en
preflexién de la notocorda, larva en flexion y larva en postflexion. Estos resultados
presentan una aproximacion de los eventos asociados al desarrollo del sistema digestivo y
esqueleto. Observaciones morfométricas son el primer paso para un entendimiento de los
cambios que ocurren en la ontogenia inicial de peces y de apoyo para el desarrollo de
técnicas de larvicultura adecuadas a las necesidades de la especie.

8.3 Experimento 1. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y
definicion del protocolo de producciéon de larvas.

8.3.1 Desarrollo ontogénico

El entendimiento de la diferenciacion del tracto digestivo y glandulas digestivas accesorias
a lo largo del desarrollo larvario es esencial para la sincronizacién del desarrollo fisioldgico
con las practicas de alimentacién y protocolos de cria (Lazo et al., 2011; Rgnnestad et al.,
2013), que es de especial importancia para nuevas especies acuicolas. A pesar de que los
mecanismos basicos del desarrollo larval no se diferencian tanto entre los teledsteos, hay
variabilidad interespecifica en relacion al tiempo en que los eventos ontogénicos ocurren
(Santamaria et al., 2004). En este contexto, varios estudios fueron llevados a cabo para
describir el desarrollo del sistema digestivo de teledsteos marinos, incluyendo S. lalandi

(Chen et al., 2006), especie cercana a la S. rivoliana. El desarrollo del sistema digestivo de
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larvas de S. rivoliana es similar a la de otras especies de carangidos (Chen et al., 2006), asi
como de otros peces marinos de aguas calidas como es el caso de Pseudosciaena crocea
(Mai et al., 2005), Atractoscion nobilis (Galaviz et al., 2011), Argyrosomus regius
(Solovyev et al., 2016), Thunnus thynnus y T. albacares (Kaji et al., 1996; 1999).

Al momento de la eclosion, las larvas de S. rivoliana tiene un tracto digestivo
indiferenciado con un tubo estrecho y cerrado en sus extremidades organizado por células
cubica lineando dorsalmente el saco vitelinico con una gota de aceite. Durante el periodo
entre la eclosion y el inicio de la alimentacion exdgena a las 72.5 UTA (3.3 £ 0.13 mm SL),
los sistemas digestivo, sensorial, muscular, circulatorio, excretor y respiratorio pasan por
importantes cambios para adecuarse a las demandas funcionales de la primera alimentacion
exogena y la relacion de las larvas con su entorno (Sanderson y Kupferberg, 1999). A las
72.5 UTA, el tracto digestivo de S. rivoliana se empieza a diferenciar en cuatro regiones:
bucofaringe, es6fago, estomago indiferenciado, intestino, asi como la pigmentacion del ojo.
Las caracteristicas anatomicas requeridas para el inicio de la alimentacion exdgena son
aquellas necesarias para la localizacion de la presa (ojos y Organos quimiosensoriales),
captura (boca, cola y musculatura troncal), ingestion y digestion (YUufera y Darias, 2007),
que estaban bien desarrolladas en las larvas de S. rivoliana al momento de la primera
alimentacion.

Aungue las larvas presentaron apertura de la boca a las 48.3 UTA (3.3 £ 0.13 mm SL), el
alimento vivo no fue observado hasta las 72.5 UTA (3.5 £ 0.09 mm SL), cuando los
rotiferos enriquecidos fueron visibles en su tracto digestivo. En consecuencia, al inicio del
estadio de pre-flexion, un periodo de nutricion mixta, basado en los restos de reservas del
saco vitelino y rotiferos enriquecidos ocurrid de las 72.5 hasta las 120.9 UTA.

De acuerdo a Rgnnestad et al. (2013), las larvas de peces reciben informacién de su entorno
por medio de sus 6rganos sensoriales. El tipo e intensidad de sus respuestas depende de la
naturaleza del estimulo, del estadio de desarrollo y de la especie. El alimento es detectado
por medio de un amplio rango de estimulos quimicos (olfato y papilas gustativas), visuales
(0jos), y mecanicos (neuromastos libres y linea lateral). En S. rivoliana, las primeras
papilas gustativas empiezan a diferenciarse durante el estadio de pre-flexion a las 120.9

UTA, las células caliciformes se vuelven funcionales a las 169.2 UTA (3.88 + 0.18 mm
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LE) al dia 7; mientras, los primeros dientes faringeo y maxilar fueron observados a las
241.7 UTA (4.0 £ 0.31 mm LE) y 483.4 UTA (5.25 £ 0.9 mm LE), respectivamente.
Considerando el papel de las papilas gustativas como estructuras quimiosensoriales
involucradas en la seleccion de alimento y que juegan un papel crucial en la gustacion:
busca y reconocimiento del alimento (quimiorecepcién) y son utilizadas para seleccionar el
potencial alimento, tanto seleccionando como rechazando sustancias de acuerdo a su
potencial comestible (Sanchez-Amaya et al., 2007), con respecto al inicio de la
alimentacion exdgena, se sugiere que la vision juega el papel méas destacado en la deteccion
de la presa durante las primeras etapas del desarrollo.

Después de la diferenciacion del higado y pancreas durante el estadio de pre-flexién, los
gréanulos de zimdgeno, precursores de enzimas digestivas pancreaticas, fueron observados
en el interior de los pancreocitos del pancreas exdcrino. Entre las diferentes enzimas
digestivas pancreaticas, las enzimas proteoliticas son particularmente significantes en los
primeros estadios de las larvas ya que la proteasa acida del estbmago, pepsina, aln no es
funcional y el estbmago todavia no esta bien desarrollado (Regnnestad et al., 2013). A
medida que las larvas crecian, el pancreas se volvié difuso, ocupando la cavidad
abdominal; este es un patrén comdn con algunas excepciones (Harder, 1976). La vesicula
biliar almacena la bilis, que participa en la digestion promoviendo la absorcion de acidos
grasos por medio de la emulsificacion de la grasa y neutraliza la acidez en el quimo. Al
inicio de la alimentacion exogena, 72.5 UTA al dia 3 (3.5 + 0.09 mm LE), se observa la
vesicula biliar, similar al Atractoscion nobilis (3.6 mm TL) cultivado a 18° C, pero mas
tarde en UTA (54.0 UTA,; Galaviz et al., 2011). Estos resultados se diferencian de los
encontrados con S. lalandi cultivado a 24 °C, cuya vesicula biliar no fue observada hasta
las 120 UTA al dia 5 (Chen et al., 2006).

El higado es un buen biomarcador para los efectos nutricionales de diferentes
composiciones dietéticas y regimenes de alimentacion porque sus reservas de energia
responden de manera sensible y rapida a los cambios nutricionales en las larvas de los
peces (Gisbert et al., 2008). En el presente estudio, al inicio del estadio de flexion a las
362.6 UTA (4.59 = 0.4 mm LE), pocos granulos lipidicos se observaron en el higado. Estos

fueron aumentando en tamafio y nimero durante el periodo de post-flexion. La mayor



81

acumulacién de lipidos en el parénquima hepatico durante los estadios de flexion y post-
flexion, comparados con estadios mas tempranos de desarrollo puede ser atribuido al mayor
contenido de lipidos en los metanauplios de Artemia enriquecida y en alimento inerte, en
comparacion con las presas vivas (rotiferos y nauplios de Artemia), asi como mayor
eficiencia en la digestion de lipidos resultado de una mayor absorcion del intestino y
almacenamiento en el higado (Boglino et al., 2012). El incremento de la deposicion de
lipidos esta asociado con un aumento en las inclusiones de lipidos en el intestino anterior de
S. rivoliana, que es probablemente debido porque la tasa de absorcion de estos nutrientes
excedid la tasa de sintesis de lipoproteinas y asi los lipidos absorbidos, se acumularon en el
intestino (Sheridan, 1988), en lugar de una incapacidad para metabolizarlos, ya que el
rendimiento del crecimiento y los datos histoldgicos asi lo indicaron. Independientemente
del aumento en los depositos de lipidos en el higado e intestino de juveniles tempranos de
S. rivoliana, ninguna histopatologia fue observada entre los especimenes; sin embargo, los
efectos a largo plazo al utilizar estos alimentos, deben ser evaluados en términos de salud y
condicion del higado (Gisbert et al., 2005).

Otro evento importante en el desarrollo del tracto digestivo es la aparicion de las células
caliciformes, que son responsables por la produccion de mucus que previene dafios fisicos
y quimicos de la mucosa digestiva, soporte de absorcion y transporte de macromoléculas a
través del epitelio digestivo (Sarasquete et al., 2001), ademas de funcionar como barrera
inmune contra bacterias intestinales potencialmente patogenas (McGuckin et al., 2011).
Estas células estan distribuidas generalmente a lo largo del tracto digestivo y en S. rivoliana
fueron observadas primeramente en el esdéfago dos dias después del inicio de la
alimentacion exdgena en el dia 5 (120.9 UTA; 3.51 + 0.11 mm LE), como también ocurre
en S. lalandi (Chen et al., 2006) y la corvina Argyrosomus regius (Papadakis et al. 2013).
Aunque estas células se formaron a las 120.9 UTA, su funcionalidad no fue observada
hasta las 169.2 UTA en S. rivoliana y 288.0 UTA en S. lalandi (Chen et al., 2006), cuando
estas células principalmente secretaron mucosustancias acidas y neutras. La variabilidad en
las propiedades histoquimicas de las mucinas producidas en ambas especies al inicio de su
desarrollo, es atribuida a la secuencia de cambios en la biosintesis del mucus (Sarasquete et

al., 2001), ya que las células caliciformes esofagicas produjeron una mezcla de
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mucosustancias acidas y neutras en etapas tempranas del desarrollo en S. rivoliana
(presente estudio) y S. lalandi (Chen et al., 2006). EI mismo proceso ocurre en las células
caliciformes intestinales y bucofaringeas en S. rivoliana, aunque estas aparecieron después
que las del esé6fago (169.19 UTA,; 3.88 + 0.18 mm LE) y (362.55 UTA; 4.59 £ 0.4 mm LE),
respectivamente. De acuerdo a Zhang et al. (2016), células mucosas del tipo | contienen
apenas mucinas neutras y las del tipo Il contienen mucinas &cidas. Las células del tipo 1l
son células mucosas inmaduras, ya las células mucosas del tipo 111 contienen tanto mucinas
acidas como neutras y son células mucosas maduras (Zhang et al., 2016). Por lo tanto, el
tiempo de aparicion y desarrollo de las células caliciformes, asi como de sus propiedades
histoquimicas bajo diferentes condiciones de cultivo y protocolos de alimentacién, pueden
ser utilizados como biomarcadores celulares para evaluar la condicion larval de los peces,
usando la microscopia.

El intestino pasa por muchas transformaciones durante el desarrollo de la larva donde se
dan una serie de procesos desde el inicio de la alimentacion exdgena, la digestion de
proteinas en las larvas de peces altriciales se inicia en el intestino medio, cuando el
alimento ingerido se mezcla con las secreciones pancreaticas y la bilis de la vesicula biliar
(Conceicdo et al., 2011; Regnnestad et al., 2013). Sin embargo, el tracto digestivo todavia
no estd completamente desarrollo, con la ausencia de un estdmago funcional, hasta el
periodo de post flexion (>483.4 UTA; 5.25 + 0.9 mm LE y con la presencia de vacuolas
supranucleares en el intestino posterior de las larvas. Estas vacuolas son responsables de la
digestion y absorcion de proteina por pinocitosis. En muchas especies estudiadas, las
vacuolas supranucleares estan presentes a lo largo del periodo larval, a pesar de que su
namero y tamafio disminuyen con la diferenciacion del estomago y la digestion extracelular
empieza a ocurrir (Lazo et al., 2011). En el presente estudio, las larvas de S. rivoliana
presentaron este tipo de vacuola a las 96.7 UTA, al mismo momento que en S. lalandi
(Chen et al., 2006); mientras que Trachinotus ovatus no las presentd has las 112.0 UTA
(Ma et al., 2014). En S. lalandi, estas vacuolas desaparecieron cuando las glandulas
gastricas ya estaban presentes. En S. rivoliana, aunque se logré el desarrollo completo del
estomago a las 725.1 UTA (13.6 + 1.6 mm LE), estas vacuolas seguian presentes en el

intestino posterior. En la mayoria de las especies de peces, estas vacuolas desaparecen casi
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por completo cuando se da lugar a la digestion extracelular de proteinas; sin embargo, bajo
las condiciones experimentales del presente estudio, los procesos pinociticos en la mucosa
intestinal, junto con glandulas gastricas diferenciadas ocurrieron durante un largo periodo y
la sustitucion gradual de la absorcion por pinocitosis de proteinas y la digestion intracelular
por digestion extracelular indicaron que las glandulas gastricas no estaban completamente
funcionales hasta las Gltimas etapas del desarrollo. Como consecuencia, un largo periodo de
coalimentacion durante el proceso de destete es recomendado para una adecuada digestion
y asimilacion de la dieta.

En muchas especies de peces, un estdmago incipiente se puede observar poco después de la
eclosion en la transicion entre el es6fago y el intestino; este es el ltimo 6rgano del sistema
digestivo en diferenciarse (Zambonino-Infante et al., 2009). La aparicion de las glandulas
gastricas normalmente indica la formacién de un estdbmago funcional. Que es tambien un
criterio histolégico para diferenciar entre larvas y juveniles (Rgnnestad et al., 2013).
Ademas, las células mucosas en el epitelio que recubre el lumen del estdmago producen y
secretan glicoconjugados neutrales que apoyan la funcionalidad del estomago, y
mucosustancias neutras que protegen el estomago del proceso de auto-digestion causado
por HCI y enzimas producidas por las glandulas gastricas (Sarasquete et al., 2001). En S.
rivoliana, se distinguieron tres regiones histologica y anatomicamente diferentes en el
estomago: las regiones cardiaca, fundica y pilérica. La primera glandula gastrica en S.
rivolina se observd a las 483.4 UTA, mas tarde que en S. lalandi, a las 360.0 UTA,
Umbrina cirrosa a las 243.0 UTA o A. regius a las 450.0 UTA (Chen et al., 2006;
Papadakis et al., 2009; Solovyev et al., 2016). En contraste, el desarrollo de las glandulas
gastricas en S. rivoliana fue méas temprano que en comparacién con otras especies de peces
marinos, como Pseudosciaena crocea a las 504.0 UTA (Mai et al., 2005), Lutjanus peru a
las 598.0 UTA (Pefia et al., 2016) y Totoaba macdonaldi a las 576 UTA (Galaviz et al.,
2015). Aunque las glandulas gastricas indican el momento del desarrollo del estomago
desde un punto de vista histolégico (Zambonino-Infante y Cahu, 2001), éstas no
necesariamente son funcionales. Las glandulas gastricas se pueden desarrollar algunos dias
antes que los mecanismos de secrecion de éacido clorhidrico y pespsindgeno estén

establecidos, dando lugar a una brecha entre la aparicion de la glandula géstrica y la
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funcionalidad secretora (Rgnnestad et al., 2013). El estdmago posée fuerte actividad
peristaltica y contractil que contribuye a la degradacion mecénica de los alimentos
ingeridos y una mejor mezcla de los contenidos gastricos, que proporciona una exposicion
mas facil de las proteinas del alimento a las condiciones proteoliticas acidas (Conceicdo et
al., 2011). La formacion de la parte fundica del estomago debe ser un indicador importante
de la funcion estomacal, ya que el estdbmago fundico no solo incluye las glandulas gastricas,
sino que también proporciona mas espacio para almacenar los alimentos durante un largo
periodo para que se mezclen completamente con las enzimas digestivas (Chen et al., 2006).
En el presente estudio, el estomago fundico fue observado a las 483.4 UTA. En este
estadio, mucinas neutras (PAS-positivo) fueron observadas en la mucosa del estomago. El
desarrollo mas temprano de la region fundica, con la posterior proliferacion de las
glandulas gastricas, indicd que la digestion mecanica es mas importante que la digestion
acida en el estomago desde 483.4 hasta las 725.1 UTA, lo cual estd concuerda con las
dificultades para el destete de esta especie durante el desarrollo temprano.

Los ciegos piloricos proporcionan absorcion de nutrientes (lipidos) y digestion,
principalmente por un aumento en el area de superficie, sin aumento en la longitud o grosor
del intestino (Comabella et al., 2013). En general, es aceptado que la aparicion de los
ciegos pildricos indica la transicion del periodo larval al de juvenil (Zaiss et al., 2006). En
larvas de S. rivoliana, los ciegos piléricos fueron observados al dia 30 (725.1 UTA), 10
dias despues de la aparicion de las glandulas gastricas al dia 20 (483.4 UTA), pero
coincidiendo con su proliferacion, el mismo patron observado en Miichthys miiuy (Shan et
al., 2016) y en A. regius (Solovyev et al., 2016). En S. lalandi, los ciegos piloricos fueron
observados al dia 18 (432.0 UTA), tres dias después de las glandulas gastricas (dia 15; 360
UTA) (Chen et al., 2006). Esto confirma las diferencias existentes en el desarrollo entre
estas dos especies estrechamente relacionadas.

En conclusion, el desarrollo de las larvas de S. rivoliana sigue el mismo patron observado
por otros teledsteos peldgicos. En la etapa vitelinica (de la eclosion hasta 48.34 UTA), las
larvas fueron dependientes del alimento endogeno y el tracto digestivo pasé por
modificaciones para facilitar el inicio de la alimentacion exdgena; en la etapa de pre-flexion

(72.51-362.55 UTA), las larvas son capaces de depredar, ingerir y digerir alimentos
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exogenos; en la etapa de flexion (>483.4 UTA), las larvas se vuelven juveniles, desde el
punto de vista histoldgico, con estdmago funcional y ciegos piléricos, ademas de un
aumento acelerado en la longitud. Este estudio indica que el periodo ideal para el inicio del
destete es a las 483.4 UTA, una vez que las glandulas gastricas y la region fandica del
estdmago son observadas; sin embargo, un periodo de coalimentacién es recomendado para
este pez de rapido crecimiento. El estudio del tracto digestivo de las larvas de S. rivoliana
nos proporciona informacion valiosa sobre su biologia y fisiologia digestiva, siendo los
primeros organos a identificarse en los eventos morfofuncionales a nivel histolégico,
siendo atil para mejorar las técnicas de cultivo e identificar las caracteristicas ecoldgicas

relacionadas con su ontogenia.

8.4 Experimento I1. Uso de levadura Debaryomyces hansenii en el desarrollo de larvas de
Seriola rivoliana.

8.4.1 Ontogenia de la actividad enzimatica

Este es el primer estudio sobre las enzimas digestivas en larvas de S. rivoliana y contribuye
para el desarrollo de nuevas técnicas de larvicultura, en el entendimiento de los procesos
fisioldgicos digestivos durante su ontogenia temprana. En este sentido, varios estudios se
han llevado a cabo para describir el patron de actividad de enzimas digestivas de otros
teledsteos marinos de rapido crecimiento, incluyendo a la especie cercana a S. rivoliana, el
jurel S. lalandi (Chen et al., 2006b). El patron general de la actividad de enzimas digestivas
en larvas de S. rivoliana es muy similar, con algunas excepciones, a otras especies de
carangidos (Chen et al., 2006b; Ma et al., 2014), asi como de otros peces marinos de rapido
crecimiento, en particular, Totoaba macdonaldi (Galaviz et al., 2015), Pseudosciaena
crocea (Mai et al., 2005), Atractoscion nobilis (Galaviz et al., 2011), Thunnus thynnus
(Kaji, 2003) y T. albacares (Buentello et al., 2011). De manera general, la actividad de las
enzimas digestivas en peces marinos con habitos carnivoros es bastante similar entre ellos,
con algunas diferencias en el momento de la primera deteccion, variaciones a lo largo del
desarrollo y diferencias entre las técnicas de deteccion. Un resumen de la actividad inicial

encontrada en diferentes peces marinos carnivoros se muestra en la tabla 1X.
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Algunas diferencias observadas en el desarrollo morfolégico y actividad enzimatica, como
la aparicién de glandulas digestivas y actividad de la pepsina pueden estar relacionadas a
las diferentes condiciones experimentales de cultivo (temperatura, fotoperiodo y calendario
de alimentacidn), sin embargo, la mayoria de los eventos morfoldgicos que ocurren durante
el desarrollo de S. rivoliana pueden ser relacionados con la actividad enzimatica digestiva.

La actividad de la pepsina no fue detectada hasta el dia 15 (344.55 UTA; 4.59 £ 0.39 mm
LE). Como una tendencia general, después de la aparicion de las glandulas gastricas y
secrecion de acido clorhidrico, se da la conversion de pepsindgeno en pepsina lo que
facilita la digestion de proteinas y consecuentemente, la completa hidroélisis de proteinas a
péptidos y aminoacidos a través de la accion de la tripsina, quimotripsina vy
aminopeptidasas en la regién media y posterior del intestino (Govoni et al., 1986). Sin
embargo, en peces altriciales, la presencia de las glandulas gastricas y sintesis del jugo
gastrico no es alcanzada antes de semanas después de la eclosion. En el presente estudio la
actividad de la pepsina increment6 a lo largo del desarrollo larval y alcanz6 su maxima
actividad al dia 30 (689.1 UTA; 11.71 = 1.59 mm LE) en que hubo un aumento en 5 veces
desde su primera deteccion en el dia 15 (344.55 UTA). Esto podria indicar un estado de
maduracion digestiva de las larvas, desde un punto de vista morfoldgico o fisioldgico
debido a la formacién de un estdmago funcional, con glandulas gastricas y la actividad de
la pepsina. Al inicio de la metamorfosis, la actividad triptica disminuye, ya que esta siendo
reemplazada en parte por la actividad de la pepsina en el estobmago en desarrollo
(Rennestad et al., 2013). Otro indicador de maduracion digestiva observado fue el patron
enzimético de la tripsina y quimotripsina, ambas con digestion en ambiente alcalino,
redujeron drasticamente para ser reemplazadas por una digestion &cida cuando la actividad
de la pepsina aumentd. La continua disminucion de la actividad de la tripsina después de la
metamorfosis y el aumento en la actividad de pepsina en larvas de T. ovatus sugiere que la
digestion proteolitica ha cambiado de tripsina a pepsina y el estbmago se volvid funcional
(Ma et al., 2014). EI mismo patron fue observado en S. lalandi, los autores no midieron la
pepsina en su estudio, pero sugieren que la tripsina es mas activa en las larvas de peces y

esta actividad alcalina disminuye después de la formacién de las glandulas gastricas (Chen
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et al., 2006b), esto sugiere que, en este estadio, las larvas de S. rivoliana estan aptas para
digerir proteinas mas complejas que tan solo oligopeptidos e hidrolizados.



88

Tabla IX. Deteccion de la actividad enzimatica digestiva en diferentes especies de peces marinos carnivoros.

Especie Enzima Autores
Fosfatasa
a-Amilasa Lipasa Tripsina  Quimotripsina Pepsina Alcalina
S. rivoliana 114.85 UTA Eclosion Eclosion  69.91 UTA 344.55 Eclosion Presente estudio
UTA
S. lalandi Eclosion 48 UTA Eclosion NA NA Eclosion Chen et al. 2006
Trachinotus ovatus 84 UTA Eclosion 84 UTA NA 420 UTA NA Ma et al. 2014
Argyrosomus regius 40 UTA 60 UTA Eclosion NA 315 UTA Eclosion Suzer et al. 2013
Totoaba macdonaldi NA NA 24 UTA 24 UTA 432-480 NA Galaviz et al. 2015
UTA
Atractoscion nobilis Eclosion NA 18 UTA 18 UTA 180 UTA NA Galaviz et al. 2011
Lutjanus erythopterus 29 UTA 29 UTA 29 UTA NA 493 UTA 29 UTA Cui et al. 2017
Paralabrax Eclosion Eclosion Eclosion Eclosion 277.2 UTA Eclosion Alvarez-Gonzalez et

maculatofasciatus

al. 2008
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Por otro lado, las actividades especificas de la tripsina, lipasa y fosfatasa alcalina,
fueron detectadas al momento de la eclosién; sin embargo, un aumento acentuado de
estas enzimas fue observado después de la primera alimentacion. En el caso de la
actividad de la quimotripsina y de la a-amilasa, solamente fueron detectadas después de
la primera alimentacion. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, las enzimas
pancreéticas juegan un papel importante en los primeros dias de desarrollo de las larvas,
estuvieron presentes incluso antes de la apertura de la boca y es posible inferir que las
proteinas y los lipidos son la principal fuente de energia en esta etapa. Entre las
diferentes enzimas digestivas pancreaticas, las enzimas proteoliticas son particularmente
significantes en las primeras etapas de vida de los peces ya que estos carecen de un
estomago funcional con su proteasa acida, la pepsina (Regnnestad et al., 2013). La
tripsina es probablemente la enzima clave en la regulacion y el inicio de procesos
digestivos en peces jovenes (Hjelmeland y Jorgensen, 1985). En S. lalandi la actividad
de tripsina se detectd a un nivel bajo al momento de la eclosion y aumentd bruscamente
a los 5 DPE (120 UTA), después de la primera alimentacion (Chen et al., 2006). El
mismo patron es observado en S. rivoliana que alcanz6 un pico de actividad dos dias
después de la primera alimentacion con una actividad méxima al dia 15 (344.55 UTA)
como observado en S. lalandi.

La quimotripsina es otra importante proteasa involucrado en los procesos digestivos de
las larvas, es una proteasa alcalina sérica producida en el pancreas y secretada como
quimotripsinégeno en el lumen intestinal. La quimotripsina muestra un patron de
actividad especifico del sustrato como la tripsina e hidroliza enlaces peptidicos en el
lado carboxilo de las cadenas laterales aromaticas de tirosina, triptéfano y fenilalanina y
de grandes residuos hidrofobos como la metionina y su actividad es complementaria a la
de tripsina. Una baja actividad de la quimotripsina fue detectada hasta el inicio de la
primera alimentacion en larvas de S. rivoliana; y luego aumentaron abruptamente al dia
5(114.85 UTA; 3.51 + 0.18 mm LE) alcanzando su mayor pico de actividad a lo largo
del desarrollo. La relacion de actividad (tripsina:quimotripsina) podria indicar hasta qué
punto la quimotripsina es activada por la tripsina. A su vez podria indicar el potencial
de crecimiento de las larvas de peces, mayor la relacién tripsina:quimotripsina, mayor
es la tasa de absorcion de aminodcidos esenciales para la sintesis proteica y potencial

crecimiento (Lazo et al., 2011). En el caso de S. rivoliana, la relacién
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tripsina:quimotripsina tuvo un promedio de 7:1 en el valor total de la actividad
especifica a lo largo del desarrollo. Ademas, algunos autores han sugerido utilizar la
relacion tripsina:quimotripsina como un buen indicador de la condicidn nutricional de
las larvas desde que éste puede indicar hasta qué punto la quimotripsina fue activada
por la tripsina, y esto a su vez puede indicar el potencial crecimiento de los peces (Cara
et al., 2007).

La a-amilasa cataliza la endohidroélisis de los enlaces (I — 4) -a-D-glucosidicos en
polisacaridos que contienen tres 0 mas unidades de D-glucosa unidas (1 — 4) —o. La
actividad especifica de la amilasa no fue detectada hasta el dia 5 (114.85 UTA), dos dias
después de la primera alimentacion. En este punto, la actividad aumentd bruscamente
con un pico en el dia 15 (344.55 UTA) y disminuyd, hasta el punto de no deteccion de
la actividad, al dia 25 (574.25 UTA; 7.50 £ 1.11 mm LE). Como observado en este
estudio, el patron mas comuln descrito para la actividad especifica determinada
bioguimicamente es un alto nivel después de la primera alimentacion que tiende a
disminuir durante las siguientes semanas a medida que avanza el desarrollo (Rgnnestad
et al., 2013). ElI mismo patron fue observado en diferentes especies de peces en que la
actividad fue baja o incluso no detectadas al inicio del desarrollo, seguido por un
incremento en la mitad del desarrollo y finalmente una acentuada disminucién en la
actividad cercana o igual a cero después de la metamorfosis, como, S. lalandi (Chen et
al., 2006), Polydactylus sexfilis, Caranx melampygus (Kim et al., 2001), L. erythopterus
(Cui et al., 2017), P. maculatofasciatus (Alvarez-Gonzélez et al., 2008) y Thunnus
orientalis (Murashita et al.,, 2014). Cahu y Zambonino (2001) sugieren que la
disminucion en la actividad especifica de la amilasa durante el desarrollo larvario puede
estar genéticamente programado y de alguna manera ser independiente de la dieta, como
lo confirma el hecho de que se detecta, incluso a alto nivel, ya en la etapa vitelinica y
después del inicio de la alimentacion exdgena (Rgnnestad et al., 2013). Este puede ser
un mecanismo programado para asegurar niveles suficientes de esta enzima para estar
lista para la digestion al comienzo de la alimentacion exdgena (Lazo et al., 2011). Como
mencionado anteriormente, el requerimiento dietético de carbohidratos no se ha
demostrado en larvas de peces, sin embargo, si los carbohidratos no son
proporcionados, otros nutrientes como las proteinas y los lipidos se catabolizaran en

busca de energia y proporcionaran intermedios metabdlicos para la sintesis de otros



91

compuestos biolégicamente importantes (Wilson, 1994). La fuente de carbohidratos en
el estadio larval es proporcionada por el glucdgeno de las presas vivas y las emulsiones
de enriquecimiento, sin embargo, estos productos tienen poca cantidad de carbohidratos
y altos niveles de proteinas y lipidos. Se ha formulado la hipdtesis de que su nivel
relativamente alto de actividad esta relacionado con la necesidad de digerir de manera
eficiente las posibles fuentes de carbohidratos con el fin de optimizar el balance de
energia obtenido de los alimentos, necesario para dar soporte al rapido crecimiento en
este periodo critico (Rgnnestad et al., 2013). En general, los peces de agua dulce y de
aguas calidas parecen digerir los carbohidratos mas efectivamente que los peces
marinos y de agua fria. Esta diferencia puede estar relacionada con la cantidad relativa
de actividad de amilasa presente en el sistema digestivo de varias especies (Wilson,
1994); ademas, S. rivoliana es considerado una especie carnivora obligatoria, asi que es
razonable concluir que a medida que aumenta la complejidad epitelial del intestino,
también aumentan la digestion de lipidos y proteinas, y al mismo tiempo disminuye la
capacidad de digestion de carbohidratos (Kim et al., 2001).

La lipasa esta tipicamente asociada con el catabolismo lipidico del vitelo para
proporcionar energia para las larvas en desarrollo antes del inicio de la alimentacion
exogena (Martinez-Lagos et al., 2014). Esta enzima juega un papel importante en la
digestion de lipidos, hidrolisis de los enlaces éster de triacilglicerol a monoacilglicerol
(MAG) vy acidos grasos libres (FFA) (Campoverde et al., 2017). En S. rivoliana la
presencia de lipasa fue observada al momento de la eclosion, lo mismo observado en las
larvas de T. ovatus (Ma et al., 2014). En esta etapa, parece que los lipidos son la
principal fuente de energia metabdlica y este mecanismo podria estar regulado
genéticamente. El pico en la actividad en el inicio de la alimentacion exogena y antes
del agotamiento completo del saco vitelino y gota de aceite indica que, como en muchas
especies de peces, la lipasa estd activa durante la absorcion de la gota de aceite y la
transicion completa a la alimentacion exdgena, siendo relevante para la digestion de
altos niveles de triacilglicerol presente en el alimento vivo enriquecido (Campoverde et
al., 2017). El catabolismo lipidico durante los primeros dias solo puede ser realizado
por esterasas; cuando el sistema digestivo estd completamente desarrollado, la digestion
de los lipidos se apoya en las lipasas verdaderas (Alvarez-Gonzalez et al., 2008). En el

presente estudio, el aumento de la actividad de la lipasa después de la primera
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alimentacion podria estar relacionado con la aparicién del pancreas y su desarrollo
posterior a lo largo de la morfogénesis larvaria (Teles et al., 2017). No obstante, el uso
de un solo tipo de sustrato en este estudio puede haber proporcionado informacién
limitada sobre la actividad de la lipasa a lo largo del desarrollo larvario, porque la
aparicion progresiva de las lipasas pancreaticas puede haber sido mejor evidenciada por
el uso de diferentes sustratos.

Las fosfatasas son enzimas ubicadas en el borde de cepillo de los enterocitos y tiene dos
funciones principales: la primera es en la hidrolisis de fosfatos inorganicos para ser
utilizados en la produccion de energia; la segunda es en el transporte de nutrientes a
través de las membranas en las células (proceso de absorcion) (Alvarez-Gonzélez et al.,
2008). La actividad de la fosfatasa alcalina fue detectada al momento de la eclosion;
este resultado fue el esperado ya que Le Du et al. (2017) observaron actividad de la
fosfatasa alcalina en embriones de S. rivoliana antes de la eclosién. El pico maximo de
actividad fue alcanzado en el momento de la primera alimentacién al dia 3 (68.91 UTA,;
3.62 £ 0.06 mm LE). El aumento de la actividad durante los primeros dias después de la
eclosion podria estar correlacionado con el rapido desarrollo de la mucosa intestinal
caracterizada por el crecimiento en longitud y pliegues (vellosidades) del intestino, su
torsion y desarrollo de los enterocitos (Solovyev et al., 2016). Un fuerte aumento en la
actividad de la fosfatasa alcalina en las membranas del borde en cepillo, caracteriza la
maduracion normal de los enterocitos en el desarrollo de larvas de peces, y también en
otras especies, incluidos los mamiferos (Zambonino-Infante y Cahu, 2001). En el
presente estudio, la actividad especifica fue menor en las larvas de mayor edad que en
las mas jovenes. La disminucién y estabilizacién de la actividad especifica para las
enzimas del borde de cepillo en peces de mayor edad se puede explicar principalmente
por el incremento de proteinas tisulares en las larvas en crecimiento y no corresponde a
una disminucién en la cantidad de enzimas digestivas o cambios en la dieta (Cahu y
Zambonino, 2001; Solovyev et al., 2016). Una revision reciente (Gisbert et al., 2017),
mostré que el método de deteccion de fosfatasa alcalina puede estar mal interpretado ya
que esta enzima esta presente en diferentes tejidos del animal como el intestino, rifidn,
higado y hueso, sugiriendo que el resultado de esta enzima puede ser sesgado,
especialmente cuando los analisis se llevan a cabo en larvas completas en lugar del

intestino disecado o preparaciones de membrana de borde en cepillo. Por lo tanto, es
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comun observar en diferentes estudios la disminucién de la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina a través del desarrollo de las larvas, ya que estas aumentan su
composicion corporal como observado con S. lalandi (Chen et al., 2006), Paralichthys
californicus (Alvarez-Gonzélez et al., 2005) y Argyrosomus regius (Solovyev et al.,
2016).

Los cambios ontogénicos en la actividad de las enzimas digestivas en S. rivoliana
siguieron el mismo patrén que en otras especies de peces marinos, incluida la especie
mas cercana estudiada, S. lalandi. Debido a estos datos, se refuerza el periodo de destete
sugerido (20 DPE) presentado previamente sobre el desarrollo del tracto digestivo de S.
rivoliana ya que las glandulas gastricas y la actividad de la pepsina estan presentes, asi
como el aumento de la actividad de la pepsina, la disminucion de las actividades de
tripsina y quimotripsina y la no deteccion de a-amilasa indican el estado de maduracion

digestiva de las larvas.

8.4.2 Crecimiento y supervivencia

El uso de la levadura D. hansenii afectdé de manera positiva el crecimiento y la
supervivencia de larvas de S. rivoliana. La longitud fue similar a la reportada por Roo et
al. (2014) en el cual reportaron longitud total al dia 30 de 15-16 mm con temperatura
promedio de cultivo de 24 °C, en el caso del presente trabajo la temperatura promedio
fue de 22 °C y se llevo en consideracion la longitud estandar. Teniendo en cuenta lo
anterior mencionado se puede inferir que las larvas del presente estudio tuvieron un
crecimiento adecuado. En el caso de la supervivencia, en el tratamiento control fue
similar al trabajo realizado por Roo et al. (2014) en que las condiciones fueron similares
en cuanto a la densidad (cultivo intensivo) obtuvieron el 0.5% de supervivencia. Sin
embargo, el tratamiento con la levadura presentd una supervivencia cinco veces mayor
que el control (2.6 £ 0.3%), resultado éste similar a la supervivencia observada por Roo
et al. (2014) de larvas mantenidas en sistema semi-intensivo (3.6 larvas L ™). Cabe
mencionar que en el presente trabajo la densidad de larvas fue de 80 larvas L ?, lo que
demuestra la ventaja del uso de D. hansenii como probiético en larvas de S. rivoliana, y

sus beneficios en sistemas intensivos de cultivo.
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El efecto positivo del uso de probioticos en el crecimiento y supervivencia de larvas y
juveniles de peces ha sido demostrado en diferentes estudios (Burgoin, 2015; Frouél et
al., 2007; Leyton et al., 2017; Lopez et al., 2016; Suzer et al., 2008; Tovar-Ramirez et
al., 2002, 2004). En este sentido, Leyton et al. (2017), utilizando rotiferos y Artemia
como vectores de la bacteria Pseudoalteromonas sp, observaron una supervivencia del
16% y 7%, en el tratamiento con el probidtico y control, respectivamente. En el
crecimiento también observaron que las larvas tratadas con la bacteria probiotica
presentaron longitud final de 7.5 mm, y las del control presentaron 4.4 mm. Los autores
atribuyen los resultados positivos a que los prebiéticos pueden mejorar la digestion del
alimento y confiere proteccion contra bacterias dafiinas a traves de mecanismos como la
exclusion competitiva via la produccion de acidos organicos, peréxido de hidrogeno
entre otros compuestos. Por su parte, Askarian et al. (2011) utilizando diferentes
tratamientos con bacterias acido-lacticas en juveniles de los esturiones Acipenser
persicus y Huso huso, observaron una mayor tasa de crecimiento especifico (SGR) e
mayor supervivencia cuando fueron comparados con el control. Estos autores sugieren
que estos resultados pueden ser debido al aumento en la actividad de enzimas
digestivas, inducidas por los probidéticos. Mientras que Avella et al. (2012) utilizaron la
bacteria L. rhamnosus en larvas de D. rerio y pudieron observar mayor crecimiento en
las larvas tratadas en relacion al control, ademas los autores relacionaron el crecimiento
a una mayor expresion de los genes igfl y igf2, lo que es similar a lo observado por
Carnevali et al. (2006) en que probaron el efecto de bacterias acido lacticas en el
crecimiento y expresion del igfl en juveniles de D. labrax; los juveniles tratados con las
bacterias probioticas tuvieron mayor crecimiento y mayor expresion de igfl cuando
comparados con el control; sin embargo, en el presente estudio esta relacion no fue
confirmada una vez que aunque el tratamiento con el probiotico resultd en mayor
crecimiento para larvas de S. rivoliana, la expresién de estos genes no se vio alterada
por el uso de la levadura.

En la investigacion de Tovar-Ramirez et al. (2002) utilizaron la levadura D. hansenii en
el alimento particulado de larvas de D. labrax y observaron supervivencia de 44 + 2.1%,
significativamente mayor cuando comparada con el tratamiento con S. cerevisiae (36 +
3.9%) y el control (35 £ 1.6%). También Tovar-Ramirez et al. (2004) utilizando

diferentes dosis de D. hansenii (1.1% y 5.7%) en el alimento de larvas de D. labrax
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observaron ganancia en peso y mayor supervivencia en las larvas con alimento
suplementado con 1.1% de la levadura comparado con el control y con el tratamiento
con la dosis de 5.7%. Los autores sugieren que los efectos positivos de las levaduras
vivas pueden ser debido a moléculas como factores de crecimiento liberados por las
levaduras y que actlan en baja concentracion. Sin embargo, la dosis de inclusion del
probidtico es importante ya que en el tratamiento con mayor concentracién (5.7%), no
se pudo observar los efectos positivos de la levadura. Los autores sugieren que el
aumento en los niveles de levadura en la dieta lleva a una depresion en el crecimiento
debido a los altos niveles de putrescina, que ya habia sido reportado en estudios con
pollos (Smith, 1990).

8.4.3 Maduracion del sistema digestivo

El uso de la levadura D. hansenii en larvas y juveniles de peces fue reportado en
diversos estudios, pero la mayoria son como inmunoestimulantes, sin embargo, pocos
estudios han relacionado el uso de D. hansenii con la maduracion del tracto digestivo de
peces son abordados (Burgoin, 2015; Tovar-Ramirez et al. 2002, 2004). De esta
necesidad de conferir la maduracion digestiva, surgio la idea de usar levaduras
productoras de poliaminas como probiéticos en larvas de S. rivoliana.

Al dia 15, no hubo diferencias en la actividad enzimatica de enzimas digestivas entre las
larvas tratadas con levadura y el control; sin embargo, las larvas tratadas con levadura
en el dia 30, ademas de presentaren mayor crecimiento también presentaron mayor
actividad enzimatica tipo pepsina, fosfatasa alcalina y amilasa. En este aspecto, muchos
estudios se han enfocado mas especificamente en la deteccion de enzimas pancreaticas
antes de la primera alimentacion; la maduracion enzimatica del borde de cepillo y la
deteccion de la actividad de la pepsina en los peces con estdbmago indica la transicion al
modo de digestion juvenil, que es igual a aquella de los adultos de la especie a estudiar
(Ydfera et al., 2018).

En el presente estudio las larvas tratadas con la levadura probiotica presentaron una
mayor actividad de la amilasa a los 30 DPE comparada con las larvas del tratamiento
control. Estos resultados fueron similares a los reportados por Tovar-Ramirez et al.
(2002), donde los autores observaron un aumento de ésta actividad en larvas de D.
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labrax con dieta suplementada con D. hansenii a los 27 DPE. En peces carnivoros la
disminucion de la a-amilasa en prejuveniles es un indicador de maduracién del tracto
digestivo; sin embargo, la deteccion de la a-amilasa en larvas de 30 dias tratadas con la
levadura, en este caso, no indican que las larvas no estaban maduras desde un punto de
vista digestivo, sino que las larvas lograron un mayor crecimiento una vez que la -
amilasa hidrolizé tanto almidon como glucégeno de los alimentos suministrados. Lo
anterior permite sugierir que las larvas movilizaron sus reservas de glucogeno para
utilizarlas como energia y debido a eso obtuvieron un mejor aprovechamiento de sus
reservas y mayor crecimiento cuando se les alimenté con la levadura.

En relacion a la actividad de actividad tipo pepsina, segun Ydufera et al. (2018), los
peces pueden presentar una actividad precoz, mediana o tardia dependiendo de la
especio y su desarrollo ontogenético. En este sentido, se sabe que las especies precoces
estdn mejor preparadas para desarrollar una digestion efectiva de proteinas en las
primeras etapas de desarrollo y esto debe ser estimulado por un comportamiento similar
de otras enzimas también involucradas en el proceso de digestion (Yufera et al., 2018).
Teniendo esto en cuenta, las larvas tratadas con la levadura presentaron mayor actividad
de tipo pepsina, siendo esto un indicador del completo desarrollo del estomago
funcional en que hay aumento de la capacidad digestiva del sistema gastrointestinal
debido a la produccion de pepsina y acido clorhidrico por las glandulas gastricas, lo que
implica el establecimiento de la digestion acida y, en consecuencia, una digestion
extracelular de proteinas mas eficiente, mejorando la digestion intracelular en el
intestino posterior (Galaviz et al., 2012), incrementando el crecimiento de la larva. Es
asi que el interés de muchos investigadores en esta enzima digestiva esta relacionada al
hecho de que su secrecidn ha sido asociada con el proceso de morfogénesis (Govoni et
al., 1986), considerando este periodo como la transicion de larva a juvenil desde el
punto de vista digestivo.

Una mayor maduracion intestinal fue observada en las larvas tratadas con la levadura,
donde la actividad de la fosfatasa alcalina fue méas alta que las larvas del tratamiento
control. Lo mismo fue observado por Tovar-Ramirez et al. (2004) cuando utilizaron D.
hansenii como suplemento en el alimento de larvas de D. labrax. Ademés, Cahu y
Zambonino-Infante (1995) sugieren que un incremento en la actividad de enzimas del

borde del cepillo, como la fosfatasa alcalina, es crucial para la supervivencia de larvas,
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como observado en el presente estudio en que la mayor supervivencia fue observada en
el tratamiento con la levadura en el cual se presentd mayor actividad de esta enzima.
Asimismo, estos resultados con relacion al incremento de la fosfatasa alcalina, también
se han relacionado a un incremento de la capacidad inmonoldgica la cual incremente los
efectos antagdnicos de las levaduras contra posibles bacterias patégenas. En este
sentido, Goldin (1998) afirm6 que tanto el aumento de la digestibilidad de nutrientes y
el control de la infeccion a traves de efectos antagonicos son los responsables del
aumento de peso. Este fendmeno puede deberse a la sustitucion de agentes microbianos
depresivos que dificulta el crecimiento; en ausencia de estimulo antigénico
proporcionado por bacterias patdgenas, las células plasmaticas libres en la mucosa se
reducen, lo que resulta en una mejor absorcion y utilizacion de los nutrientes (Ghosh et
al., 2008). Es asi que Askarian et al. (2011) sugieren que los principales modos de
accion y los efectos beneficiosos de los probidticos son la prevencion de los trastornos
intestinales y la predigestion de los factores antinutricionales presentes en los
ingredientes. Los probioticos mejoran la nutricion mediante la sintesis y aportacion de
nutrientes esenciales (vitaminas y &cidos grasos de cadena corta) y enzimas (amilasa y
proteasa), desintoxicando los compuestos potencialmente nocivos en la alimentacion y
desnaturalizando los potenciales componentes no digeribles en la dieta (Ghosh et al.,
2008).

Ademas de lo anterior mencionado, las levaduras secretan y proporcionan al hospedero
moléculas de interés fisiologico como poliaminas, aminoacidos libres, acidos grasos, -
glucanos entre otras que pueden afectar de manera positiva el desarrollo de las larvas.
En la actualidad, gran parte de la evidencia existente indica que la levadura promueve el
crecimiento y la supervivencia debido a la maduracion intestinal, la conformacion de las
larvas y la estimulacion del sistema inmune por una posible participacion de poliaminas
endoluminales secretadas por las levaduras en el hospedero (Navarrete y Tovar-
Ramirez, 2014). Asimismo, Tovar-Ramirez et al. (2004) sugieren que los efectos
beneficiosos de las levaduras vivas en el desarrollo de larvas de lobina podrian
atribuirse al papel de las poliaminas en la promocion de la maduracion intestinal y el

aumento de la capacidad de los enterocitos para absorber nutrientes.



98

8.4.4 Grado de osificacion y deformidades esqueléticas

Los beneficios del uso de los probidticos en el grado de osificacion e incidencia de
deformidades esqueléticas han sido observados en diferentes estudios con larvas y
juveniles de peces (Aubin et al., 2005; Avella et al., 2009; Carnevali et al., 2017;
Ljubobratovic et al., 2017; Maradonna et al., 2013; Tovar-Ramirez et al., 2004). Sin
embargo, las causas de las deformidades esqueléticas todavia son una incognita y
pueden ser debido a diversos factores como infeccion bacteriana, factores nutricionales,
factores ambientales y zootécnicos, y defectos congénitos, entre otros (Boglione et al.,
2013).

El tratamiento con levadura afectd el grado de osificacion e incidencia de deformidades
en las larvas de 30 DPE de S. rivoliana de lo cual se pudo observar que la mayoria de su
esqueleto estaba completamente osificado. Considerando esto, Tovar-Ramirez et al.
(2004) obtuvieron resultados similares con larvas de D. labrax, en el cual las larvas
alimentadas con un suplemento de 1.1% de D. hansenii presentaron solamente el 1.1%
de deformidades esqueléticas contra 13.6% del tratamiento control. En este mismo
orden de ideas, Aubin et al. (2005) al tratar juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) con bacterias &cido lcticas o levaduras probidticas, observaron una reduccion
en la incidencia de compresion de la columna vertebral. Cabe mencionar que, en el
presente estudio, las larvas del tratamiento control presentaron un crecimiento mas
lento, lo que concuerda con estudios previos donde se presentd el mismo patron en los
diferentes tratamientos en que los animales con menor crecimiento, asimismo se
presentd una menor maduraciéon del tracto digestivo y una mayor incidencia de
deformidades esqueléticas (Boglino et al., 2012; Darias et al., 2010; Fernandez et al.,
2008; Kjorsvik et al., 2009). Este patron fue observado en el presente trabajo en que las
actividades de enzimas digestivas (involucradas en la maduracion digestiva) fueron mas
altas en las larvas tratadas con levadura.

La maduracion del tracto digestivo, principalmente con las enzimas del borde de
cepillo, esta directamente relacionadas al mejor desarrollo del hueso, asi como
reduccion de las deformidades ya que la entrada del calcio es realizada a través del
borde de cepillo; el paso limitante es la difusidn de calcio a través de la célula intestinal;
de esta manera, se presenta evidencia de que la adicion de prebioticos o probidticos a la
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dieta puede mejorar la absorcion de calcio mediante la modulacién de la microbiota
intestinal, aumentar la sintesis de acidos grasos de cadena corta y solubilizar el calcio
(Kruger y Coetzee, 2013). La pared intestinal también puede verse afectada por pre y
probidticos que aumentan la superficie de absorcion (Kruger y Coetzee, 2013). La
importancia de la microbiota intestinal en la salud 6sea se ha convertido en un area de
interés tras el descubrimiento de que la microbiota gastrointestinal tiene el potencial de
regular la masa 6sea en ratones; Aubin et al. (2005) sugieren que la causa del defecto
del tejido 6seo (sindrome de la compresion de la columna vertebral) en juveniles de
trucha arcoiris, podria ser debido a cierta perturbacién en el equilibrio fosfocalcico
(Aubin et al., 2005; Kacem et al., 2004).

Desde el punto de vista molecular, el tratamiento con levadura al dia 30 presenté mayor
expresion de genes involucrados en la formacion de hueso y cartilago como es el caso
de bmp2 y collol. Este resultado corrobora con el presentado por Patel et al. (2015) que
al estudiar larvas de 23 DPE normales y con deformidades, identificaron la represion de
genes como bmp2y collal en las larvas deformes.

El gen collal se expresa principalmente en tejidos conectivos y es abundante en hueso,
cérnea y dermis, y en dos tipos de células, osteoblastos y fibroblastos; las fibras de
colageno comprenden el 90% de las proteinas de la matriz extracelular en los tejidos
esqueléticos y confieren la mayoria de sus propiedades fisicas (Fernandez et al., 2011),
ademas la expresion de este gen puede explicar la sobreexpresion del gen pcna una vez
que en estudio realizado por Estévao et al. (2011) en que al observar la secrecion de
coldgeno del tipo 1, las células mesenquimales positivas a PCNA fueron detectables
alrededor de las estructuras éseas en la dorada Sparus aurata.

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) son citoquinas muy potentes pertenecientes
de la superfamilia de Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-f) que inducen la
formacion de hueso y cartilago, sus principales funciones son inducir la diferenciacién
de las células mesenquimales hacia el linaje de los osteoblastos y promover la
maduracion y funcion de estos (Milat y Ng, 2009; Nishimura et al., 2012).
Adicionalmente, el andlisis molecular coincidio con el andlisis de transparentacion 0sea
en que las larvas tratadas presentaron menor incidencia de deformidades en la columna

vertebral y un mayor grado de mineralizacion dsea en el craneo y en el complejo caudal.
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8.4.5 Aproximacion transcriptomica

El estudio transcriptémico de la especie S. rivoliana no ha sido reportado anteriormente,
ademas de no haber registro del genoma ensamblado. En este estudio se realizo el
transcriptoma de novo para identificar procesos involucrados en la maduracion digestiva
y mineralizacion Osea e incidencia de deformidades esqueléticas mediante el uso de la
levadura D. hansenii como probiotico en los dias 15 y 30 DPE. Estudios
transcriptomicos con las epecies cercanas S. lalandi y S. quinqueradiata, con la
intencion de identificar genes involucrados en las deformidades esqueléticas y procesos
digestivos, respectivamente (Patel et al., 2015; Yasuike et al., 2018).

La calidad en el ensamble pudo ser observado en que el 50% de los contigs (N50)
presentaron una longitud media de 2,035 pb, para la especie S. lalandi este valor fue de
2356 pb. El nimero de protéinas con término ontoldgico (GO) asignado fueron
similares para S. rivoliana y S. quinqueradiata, 19,154 y 18,575, respectivamente
(Yasuike et al., 2018) y en el caso de S. lalandi 15,744 proteinas con téermino ontolégico
asignado (Patel et al., 2015), estos autores atribuyen la poca cantidad de protéinas con
GO asignados a la limitacion de la base de datos de proteinas NCBI nr, que no tiene una
anotacion extensiva.

Cuando los datos son arrojados contra la base de datos de KEGG, se pueden observar
los genes sobreexpresados en el tratamiento con levadura participando en 216 rutas
metabolicas. Las principales rutas son: con 7 genes (Biosintesis de metabolitos
secundarios, fagosoma, via de sefializacion de quimioquinas); con 6 genes (invasion
bacteriana, Regulacion del Citoesqueleto de Actina, Adhesion Focal) y con 5 genes
(Sintesis, Secrecion y Accién de la Hormona Paratireoidea, Via de Sefializacion de
RAS, Tight Junction).

Yasuike et al. (2018) diseccionaron el estbmago, intestino y rectum a fin de comprender
la digestion y absorcion de nutrientes en S. quinqueradiata. Identificaron cuatro genes
que codifican pepsindgenos, que activados, en condiciones &cidas, dan lugar a la
pepsina, fueron expresados en el estbmago, sin embargo, para S. rivoliana lo que se
pudo verificar fue el gen que codifica para la Pepsina A, ademas de presentar mayor
expresion en larvas tratadas con la levadura, esto puede explicar una mayor actividad

observada de esta enzima en las larvas tratadas con levadura. Ademas de la pepsina,
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genes involucrados en la digestion y maduracion digestiva como es el caso de la entk
(enteroquinasa) y ppb (fosfatasa alcalina) estuvieron sobrerepresentados en las larvas
del tratamiento con levadura.

Ademas de estos genes, se observo sobreexpresion en las larvas tratadas con la levadura
en relacion al control (P<0.001) de los genes involucrados en el metabolismo de la
hormona paratiroidea (importante hormona para la homeostasis del calcio y fosfato)
(Fig. 32), como es el caso de 1,25-dihidroxivitamina D(3) 24-hidroxilasa (cyp24al),
Protooncogén Raf-1, serina / treonina quinasa (raf), Factor potenciador especifico de
miocitos 2C (mef2c), Proteina de uniéon a GTP relacionada con Rho/RhoA-C (rhoa) y
Proteina 6 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (Irp6), éstos
directamente relacionados con la formacion dsea y regulacion de la masa dsea; y el gen
cyp27a.

El gen raf codifica a una enzima parte de la via metabdlica Proteina quinasa activada
por mitdgeno regulada extracelularmente (ERK). En estudio realizado por Provot et al.
(2008), demostraron que este gen fue altamente expresado en condrocitos hipertroficos
maduros. Los autores sugieren que es posible que raf sea responsable de la activacion
de ERK en el desarrollo endocondral y que esta activacion pueda cumplir una funcién
importante en la diferenciacion hipertrofica de los condrocitos. La proteina rhoa es una
pequefia proteina GTPasa de la familia Rho. El gen que codifica para esta proteina
participa en diferentes procesos celulares como control transcripcional, organizacion de
actina, desarrollo celular y mantenimiento del ciclo celular, siendo componente
importante en la sefializacion de la hormona paratiroidea en las células osteoblasticas
(Radeff et al., 2004). EI gen mef2c es un factor de transcripcion cominmente asociado
al desarrollo y diferenciacion del corazon y musculo esquelético. Sin embargo, Stephens
et al. (2011) demuestran que la expresion del gen mef2c es regulada dinamicamente
durante la diferenciacion de osteoblastos y que el silenciamiento de este gen se asocia
con disminuciones altamente significativas en la actividad de la fosfatasa alcalina,
expresion génica osteoblastica y mineralizacion de la matriz extracelular, demostrando
el importante rol en la diferenciacién de osteoblastos. EI gen cyp27a codifica para la
enzima que convierte la vitamina D en calcidiol, a su vez el calcidiol es el sustrato del
cyp24a renal para producir calcitriol; el calcitriol es la forma activa de la vitamina D.

cyp24a tiene un papel importante en la regulacion estricta del calcitriol y, por lo tanto,
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en el control de la degradacion intracelular de este y en el mantenimiento de la calcemia
normal y la salud 6sea (Veldurthy et al.,, 2016). Ademas, el calcitriol aumenta
significativamente la expresion de Irp5, un producto génico que estimula la
proliferacion de osteoblastos a través de la sefializacion candnica Wnt y por lo tanto, es

anabolico para el hueso (Milat y Ng, 2009).
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9. CONCLUSIONES

1.

La Artemia puede ser considerada como vector eficaz al no digerir la levadura D.
hansenii.

El estudio morfo-fisioldgico del tracto digestivo de las larvas durante su ontogenia
inicial proporcia informacion bésica para el desarrollo de mejores técnicas de
larvicultivo

El inicio del periodo del destete optimo es alrededor de los 20 dias post-eclosion
con temperatura de cultivo de 24 °C.

D. hansenii CBS 8339 es una opcion viable como probidtico para mejorar la
produccién de larvas de S. rivoliana, ya que incrementa el crecimiento,
supervivencia, y maduracion del tracto, ademas reduce las deformidades
esqueléticas.

Se pudo demostrar la salud del intestino del pez alimentado con la levadura
observado con analisis histoldgicos y produccion de mucinas.

El analisis transcriptdmico mostré un panorama general de la respuesta fisiologica
de larvas de S. rivoliana por el efecto de la levadura, ademas de informacion sobre
el desarrollo de esta especie que servira de herramienta para estudios posteriores.

9.1 Prospeccion a futura investigacion

1.

Probar técnicas de incorporacion de la levadura D. hansenii CBS 8339 en
enriquecedores comerciales para potenciar el efecto de la misma.

Analizar a través de microscopia electronica la adhesion de la levadura en el tracto
gastrointestinal de la larva de S. rivoliana.

Realizar estudios de metagendémica para identificar los cambios en las comunidades
microbianas en el tracto digestivo de larvas y juveniles de S. rivoliana al
administrar la levadura D. hansenii.

Hacer analisis genético funcional a través de RNA de interferencia o edicion génica
mediante la técnica de Crispr/Cas de los genes que identificamos en el
transcriptoma de larvas y juveniles de S. rivoliana, con el objetivo de conocer la
importancia de cada uno de estos genes en las larvas de la especie con respeto a su
desarrollo.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo A

11.1.1 Cultivo de levadura
El probidtico utilizado en este trabajo es la levadura marina D. hansenii CBS 8339 que fue

aislada del intestino de trucha arco-iris (Andlid et al., 1995).
Medio de cultivo para la levadura

Para escalar la produccion de levaduras, fue necesario reactivarlas en medio liquido YPD
(Yeast extract-Peptone-Dextrose, Sherman, 1991). De acuerdo a las concentraciones de la
tabla A.

Tabla A. Composicion del medio liquido YPD.

Ingredientes Proporcion (%)
Glucosa 2
Peptona 1

Extracto de Levadura 0.5
Agua destilada 96.5

La solucién fue mezclada en matrdz Erlenmeyer de 2 L con ayuda de agitador magnético.
La esterilizacion del medio de cultivo fue realizada en autoclave a 121° C, 15 Ib de presion
durante 20 minutos. Fue adicionado al medio de cultivo una porcion de levadura, incubada
a 30° C y 150 rpm, durante 24 h. Las células fueron recuperadas en una centrifuga de flujo

continuo a 2800 g por 5 minutos a 24° C y almacenadas en refrigeracion.
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