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Resumen 

El jurel (Seriola rivoliana) es una especie considerada promisora para la diversificación de 
la piscicultura marina en diversos países; sin embargo, hay limitada información sobre su 
desarrollo larvario, que es considerado el cuello de botella principal para su producción a 
escala comercial. Una alternativa para aumentar la supervivencia en los cultivos larvarios, 
es el uso de probióticos que aportan salud al hospedero, y en este sentido, en el presente 
trabajo se optó por la levadura probiótica Debaryomyces hansenii para verificar su impacto 
en la producción larvaria de S. rivoliana. Este trabajo tiene como objetivos específicos: 1) 
determinar la eficiencia del uso de Artemia como vector de la levadura D. hansenii para 
larvas de S. rivoliana.; 2) determinar los cambios morfológicos desde la eclosión hasta el 
día 30 post-eclosión; 3) identificar los cambios en las actividades de enzimas digestivas 
durante la ontogenia inicial; 4) conocer el efecto de la administración de D. hansenii en el 
desarrollo ontogénico, el crecimiento, condición y salud intestinal, mineralización ósea, 
deformidades esqueléticas y en sus perfiles transcriptómicos. Se realizó análisis histológico 
para caracterizar la ontogenia inicial del tracto digestivo de las larvas y para verificar la 
producción de mucinas en el intestino de las larvas al día 30 (13.6 ± 1.6 mm) del control y 
del tratamiento con levadura. Asimismo, se estudió la actividad enzimática digestiva a lo 
largo del desarrollo (ontogenia inicial) de tripsina, quimotripsina, lipasa, α-amilasa, pepsina 
y fosfatasa alcalina, para lo cual se evaluó el efecto de la administración oral de la levadura 
en larvas del día 15 (4.59 ± 0.39 mm LE) y 30 post eclosión (DPE). Por su parte, para la 
determinación del grado de mineralización ósea y de deformidades esqueléticas, se realizó 
la técnica de transparentación ósea con la doble tinción de Azul de Alciano y Rojo de 
Alizarina. Adicionalmente, se realizó el análisis de expresión diferencial por medio de 
qPCR con genes involucrados en la proliferación y diferenciación celular (igf1, igf2, gh, 
col1α1, bmp2 y pcna). Finalmente, se realizó el ensamblaje de novo utilizando la tecnología 
RNA-Seq con el fin de conocer los perfiles transcriptómicos de las larvas tratadas con y sin 
levadura. Nuestros resultados mostraron que el desarrollo del tracto digestivo fue similar al 
de los peces de rápido crecimiento con posibilidad del inicio del período de destete entre 
los 15 (4.59 ± 0.39 mm LE) y 20 (5.25 ± 0.9 mm) DPE. La alimentación con la levadura 
incrementó la supervivencia y el crecimiento de las larvas, así también se presentó una 
mayor producción de mucinas intestinales, mayor actividad de fosfatasa alcalina, pepsina y 
amilasa; sin embargo, con las demás enzimas no hubo diferencias significativas entre las 
larvas alimentadas con la dieta control y las alimentadas con la levadura. El grado de 
mineralización ósea en el cráneo y complejo caudal fue mayor en larvas tratadas con D. 
hansenii, así como una menor incidencia de deformidades en la columna vertebral. En 
términos generales, la expresión de los genes a lo largo del desarrollo fluctuó entre las 
larvas del grupo control y las del tratamiento con levadura; sin embargo, a los 30 DPE se 
detectó una mayor expresión de los genes bmp2, col1α1 y pcna en las larvas alimentadas 
con la levadura. Por su parte, en el análisis trasncriptómico se ensamblaron 117,997 
transcritos correspondientes a 81,680 genes. Se anotaron 45,690 proteínas (SwissProt e-
value < 1 x 10-5) y 19,154 proteínas con término ontológico asignado (GO). Los principales 
genes relacionados con el grado de mineralización ósea y maduración del tracto digestivo 
sobrerepresentados en el análisis transcriptomico fueron, cyp24, cyp27, lrp5, mef2, entk, 
pepsina y fosfatasa alcalina. Considerando los resultados, los diversos análisis demostraron 
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que las larvas suplementadas con la levadura D. hansenii presentaron mayor grado de 
maduración del tracto digestivo, mayor grado de mineralización ósea y una reducción 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, maduración digestiva, deformidades 
esqueléticas, ontogenia. 

          Dr. Dariel Tovar Ramírez  Dr. Carlos Alfonso Alvarez González 
              Co-Director de Tesis      Co-Director de Tesis 

Vo. Bo.        Vo. Bo. 
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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, α-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 qPCR with genes involved in cell 
proliferation and differentiation (igf1, igf2, gh, col1α1, 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, col1α1 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, lrp5, 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 
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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. 

 

                                                                                                 

           
 

          Dr. Dariel Tovar Ramírez                         Dr. Carlos Alfonso Alvarez González 
              Co-Director de Tesis                                         Co-Director de Tesis 
                         Vo. Bo.                                                              Vo. Bo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Acuicultura mundial y diversificación de especies 

 

En 2016, la producción mundial de la acuicultura, incluidas las plantas acuáticas, ascendió 

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 año 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 

descendió a un moderado 5,8% durante el período 2001-2016. 

Figura 1. Producción mundial captura vs acuicultura (FAO, 2017). 

Aunque la actividad es muy prometedora a nivel mundial, el continente americano posé un 

crecimiento muy discreto en el sector acuícola (Fig. 2). Las medidas para la diversificación 

de especies de interés económico 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 así 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, atraería a nuevos consumidores y alcanzarían precios 
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más altos, especialmente para especies con innovación en su cultivo (Basurco y Abellan, 

1999).  

 

 

Figura 2. Producción de América comparada a la producción mundial (FAO, 2018). 

 

La reducción de la pesca de captura marina en América Latina y Caribe refleja la 

disminución de la disponibilidad de las especies más importantes de peces. A pesar de la 

disminución de las poblaciones marinas, se espera que la demanda mundial de productos 

pesqueros siga creciendo. Comparado con el período de 2017-2030 en que la tasa de 
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crecimiento será del 2,1%, por lo que se denota una caída en la tasa de crecimiento de la 

actividad en relación al período de 2003-2016; sin embargo, la actividad sigue creciendo a 

mayor ritmo que otros sectores importantes de la producción de alimentos (FAO, 2018). 

Según la FAO (2018), en 2016, hubo 37 países en los que la producción de peces 

cultivados superó a las capturas en el medio natural. La acuicultura aportó menos de la 

mitad, pero más del 30% del total de la producción pesquera nacional en otros 22 países 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 producción global acuícola, la 

expansión promedio sostenida (17 % en el período de 1974 a 2015) de la actividad ha 

dinamizado la economía de muchos países. 

En este mismo sentido, los países de América Latina poseen gran potencial para desarrollar 

el cultivo comercial de peces marinos, dado que, en ésta encontramos especies de alto valor 

que pueden ser explotadas, así como las condiciones ambientales y socioeconómicas 

apropiadas para la acuicultura sustentable (Cerqueira y Tsuzuki, 2009). La producción 

acuícola marina en la región en el año 2000 fue de 601 136 toneladas y en el año de 2015 

este valor se incrementó a los 1,843 309 toneladas (Fig. 3) (FAOFISHSTAT, 2015). En el 

periodo de 2000-2011 México, que produjo más de la mitad de la producción de la 

acuicultura en América Central (Fig. 4) y que ocupa el tercer lugar en la región, 

experimentó un crecimiento anual del 8.9% en la producción (FAO, 2014). 
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Figura 3. Producción pesquera total en ALC en el período 1974 a 2015 (FAO-FISHSTAT, 
2017). 

 
Figura 4. Producción acuícola en América Latina (FAO, 2014b). 

Lo que concierne la producción acuícola mundial en aguas marinas (18,3 millones de 

toneladas) se compone de moluscos marinos (75.5% - 13,9 millones de toneladas), seguido 
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por peces de escama (18.7% - 3,4 millones de toneladas), crustáceos marinos (3.8%) y 

otros animales acuáticos (2.1%) tales como los pepinos de mar y los erizos. La tasa media 

anual del crecimiento de la producción de peces de escamas fue de 9.3% en el periodo 

1990-2010 (siete veces más rápida que la de moluscos) (FAO, 2014). 

Entre los peces marinos más cultivados a nivel mundial están los jureles, que en su mayoría 

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 más historia en producción acuícola es la S. 

quinqueradiata, que ha sido cultivada en Japón desde los años 1960 (Masumoto, 2002) en 

que la producción dependía de la colecta de juveniles del medio ambiente. Actualmente, en 

término de volumen, es la especie de Seriola más cultivada en el mundo con una 

producción aproximada de 150 mil toneladas anuales (Fig. 5) (FAO-Fishstat, 2016). 
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Figura 5. Producción acuícola mundial Seriola quinqueradiata (Fishstat-FAO, 2016). 
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Siguiendo la experiencia con S. quinqueradiata, otras especies han sido consideradas para 

su producción 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 Japón, China, 

Australia, Corea y Estados Unidos (Sicuro y Luzzana, 2016). 

 

Figura 6. Principales productores de Seriola en el mundo excluyendo a Japón (Sicuro y 
Luzzana, 2016). 
 

1.3 Seriola rivoliana 

 

La Seriola rivoliana, jurel o medregal (Fig. 7), es un pez marino asociado a arrecifes. Son 

pelágicos que se encuentran en un rango de profundidad de 5 a 245 m (FishBase, 2015). 

Posée una distribución circunglobal (Fig. 8), lo que significa una ventaja pues es un 

pescado que tiene buena aceptación 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). 
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Figura 8. Distribución 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 diversificación, buscando una serie de especies que 

reúnan los requisitos tanto económicos como biológicos para su cultivo a escala comercial 

(Basurco y Abellán, 1999). 

La S. rivoliana es una especie que en países como Japón, Australia y Estados Unidos es 

considerada como una especie de piscicultura marina emergente (Roo et al., 2014), siendo 

la especie más reciente del género a ser candidata para el cultivo, con una producción en los 

últimos años alrededor de las 400 toneladas anuales (Fig. 9), con producción reportada 

únicamente en Estados Unidos. Así 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, rápido crecimiento y alto valor de mercado 

(Laidley y Shields, 2004). Según 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. Producción Acuícola Mundial de S. rivoliana. (Fishstat-FAO, 2016). 

 

1.4 Utilización de probióticos en acuicultura 

 

Una de las alternativas para aumentar las tasas de supervivencia durante la fase larvaria de 

peces marinos, es el uso de probióticos, cuya utilización se incrementa cada vez más debido 

a los efectos que éstos aportan al hospedero. Los efectos más relevantes de los probióticos 

en el hospedero son observados en la inmunología, maduración del sistema digestivo y en 

el metabolismo, lo que ha propiciado un repunte en los reportes en los últimos años (Tovar 

et al., 2008).  

El termino probiótico significa “para vida”, y proviene de las palabras griegas “pro” y 

bios”. Probióticos 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). Según Gatesoupe 

(1999), probióticos 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. 
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A pesar de que la definición de probiótico ha cambiado a lo largo de los años y sigue en 

constante cambio, la definición más ampliamente utilizada es la de Fuller (1989) que define 

probiótico 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 biológicos en el 

hospedero (Cross, 2002). 

La utilización de probióticos ofrece una alternativa adecuada para el control de patógenos, 

de esta manera superando las consecuencias adversas de antibióticos y agentes químicos. A 

través de los años varias estrategias para modular la composición de la microbiota intestinal 

para mejor crecimiento, digestión, inmunidad y resistencia a enfermedades en el hospedero, 

han sido investigadas en animales de cultivo y en humanos (Nayak, 2010). 

El uso de los probióticos en acuacultura es relativamente nuevo, con estudios pioneros 

realizados en 1986 (Gatesoupe, 1999), éstos se tornaron parte integral de las buenas 

prácticas de cultivo para incrementar el crecimiento y resistencia a las enfermedades 

(Roumbout et al., 2011) e incluso el número de probióticos usados en la acuicultura marina, 

está 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 nutrición 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 probióticos son suministrados de diferentes maneras, ya sea a través de baños, 

suspensión y alimentación. Sin embargo, la suplementación de piensos con probióticos 

como aditivo es el mejor método para lograr el éxito en la colonización y establecimiento 

en el tracto, siendo que su suspensión o bioencapsulación son las más utilizadas para larvas 

de peces. 

El periodo de suministro de probióticos es también otro factor importante que puede afectar 

el establecimiento, persistencia y posterior inducción 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 limitación metodológica en los estudios con 

animales hace difícil la comprensión de los mecanismos de acción de los probióticos, y 

apenas una explicación parcial está disponible: 

- Mejora la calidad del agua en acuicultivos; 

- Exclusión competitiva de patógenos; 

- Fuente de nutrientes y contribución enzimática en la digestión; 

- Captación directa de material orgánico directo por las bacterias; 

- Liberación de moléculas de interés fisiológico; 

- Estimula la reproducción en peces ya maduros; 

- Mejora de la respuesta inmune contra microorganismos patógenos con efecto 

antiviral (Balcázar et al., 2006; Tovar-Ramírez et al., 2002). 

 

1.5 Las levaduras como probióticos 

 

A pesar de que los reportes referentes a la utilización de probióticos en acuicultura están 

concentrados en su mayoría en las bacterias lácticas, las levaduras han demostrado también 

un gran uso potencial, además de que éstas pueden llegar a ser centenares de veces más 

grandes que las bacterias, lo que puede explicar que la introducción de una pequeña 

población (104 CFU g-1) 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-Ramírez et al., 2008). A pesar de la utilización de 

levaduras como probióticos inmunoestimulantes en peces, hay escasos estudios sobre los 

efectos de éstas sobre la maduración digestiva, en ese ámbito apenas dos especies de 

levaduras fueron utilizadas como probióticos 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 extremófila de la Familia Saccharomycetaceae, no patogénica que puede ser 

encontrada en muchos hábitats con baja actividad de agua, como en agua marina, de donde 

fue inicialmente aislada, queso, carne, vino, cerveza, frutas y suelo, así como en productos 

ricos en azúcar. Posee características promisoras para aplicaciones biotecnológicas 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 está restringido a medios 

conteniendo menos de 1.7 M NaCl. Su osmotoleracia es altamente ventajosa para varias 

aplicaciones biotecnológicas pues ésta permite una producción casi no estéril y altas 

concentraciones de producto, condiciones que permiten una dramática reducción de costos 

en el sector agroalimentario (Breuer y Harms, 2006). 

La levadura D. hansenii en los últimos años ha sido objeto de diversos estudios 

relacionados a la fisiología digestiva, respuesta inmune, crecimiento y supervivencia de 

larvas y juveniles de peces marinos (Angulo et al., 2017; Burgoin, 2015; Guzmán-

Villanueva et al., 2007; Reyes-Becerril et al., 2008, 2011; Teles et al., 2018; Tovar-

Ramírez 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 biología 

son escasos. En este aspecto, Mesa-Rodríguez et al. (2014; 2016) realizaron estudios sobre 

el desarrollo y patrón de mineralización del esqueleto de larvas de la especie desde la 

eclosión hasta el día 33; estos autores utilizaron la técnica de transparentación y tinción de 

hueso con rojo de Alizarina para la identificación y secuencia de las estructuras óseas de 

larvas y juveniles tempranos. Además, algunos reportes sobre larvicultura en Ecuador 

(Blacio et al., 2003), Hawai (Laidley y Shields, 2004) y en Islas Canarias en España (Roo 

et al., 2014). En el estudio de Roo et al. (2014), los autores comparan la producción semi-

intensiva (4,5 huevos L-1) con la intensiva (125 huevos L-1), 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 rotífero enriquecido con emulsión comercial, 

seguido de nauplii y metanauplii de Artemia y finalmente alimento comercial particulado, 

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

 

2.2 Probióticos en acuicultura 

 

En los últimos años 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 y sin fármacos, y la necesidad de una acuicultura sostenible han alentado 

a la comunidad de investigación científica a utilizar los probióticos como una estrategia de 

salud respetuosa con el medio ambiente para contrarrestar las enfermedades de la 

acuicultura (Carnevali et al., 2017). 

En las últimas décadas la utilización de probióticos para larvas y juveniles de peces ha 

ganado popularidad, principalmente con la utilización de Bacterias Ácido-Lácticas (LAB).  

Gatesoupe (1994) utilizó una cepa de LAB y las introdujo diariamente en el medio de 

enriquecimiento de los rotíferos y observó mejores tasas de supervivencia que en el 

tratamiento control, cuando las larvas de rodaballo (Scophtalmus maximus) fueron 

infectadas con Vibrio sp. García de la Banda et al. (1992), utilizaron un cultivo mixto de 

LAB (Streptococcus lactis y L. bulgaricus) en rotíferos y Artemia como alimento para 



13 
 

larvas de S. maximus, y reportaron alta tasas de supervivencia, aunque no un buen 

crecimiento. Carnevali et al. (2004) reportaron una reducción 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 probiótico L. rhamnosus 

durante el desarrollo larval del pez zebra Danio rerio. Sus análisis morfológicos e 

histoquímicos demostraron que L. rhamnosus aceleró la deposición ósea a través de la 

expresión de genes clave involucrados en la osificación, como la osteocalcina (bglap), así 

como inhibición del inhibidor de formación ósea (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 probiótico para larvas de la 

especie. Se utilizaron como vectores de la bacteria probiotica rotíferos 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 administración de dos tipos de bacterias ácido lácticas (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 esturión Huso huso aunque 

no son bacterias dominantes en el tracto digestivo de esta especie. 

A pesar de que principalmente las LAB son utilizadas como probióticos en acuicultura, hay 

una serie de microorganismos con potencial probiótico 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 parámetros de crecimiento (peso final, tasa de 

crecimiento especifico y tasa de conversión alimenticia, tasa de supervivencia, parámetros 

hematológicos, y productos metabólicos (glucosa y proteína 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 patógenos. 

 

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 nutrición del pez ha sido 

abordado en la literatura, siendo utilizada tanto viva como enriquecedor para alimento vivo 

o procesada como ingrediente de la dieta, demostrando una colonización artificial del 

intestino del hospedero (Navarrete y Tovar-Ramírez, 2014). Debido a que el número de 

experiencias que reportan el uso de D. hansenii está aumentando, esto nos permite conocer 

la capacidad de esta levadura para mejorar el crecimiento, la supervivencia y la maduración 

intestinal y mejorar los sistemas inmunitario y antioxidante en larvas de peces y juveniles. 

Tovar-Ramírez et al. (2002) describieron a la levadura D. hansenii aislada del tubo 

digestivo de la trucha arcoíris 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 incorporación de D. hansenii sobre la maduración 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-Ramírez et al., 2004) y Paralabrax 

maculatofasciatus (Guzmán-Villanueva et al., 2007). 

En estudios previos con la utilización de la levadura D. hansenii en larvas de Dicentrarchus 

labrax, Tovar-Ramírez et al. (2004) probaron tres diferentes concentraciones de levadura 

mezclada al alimento (control, 1.1% y 5,7%) y pudo observar que con la concentración 

1.1% la supervivencia, ganancia en peso fue significativamente mayor que en el tratamiento 

con 5.7% y control, así como una menor incidencia de malformaciones con 1.1% que en los 
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demás tratamientos. El mismo patrón de supervivencia fue observado en otros estudios 

(Tovar-Ramírez et al., 2002, 2010).  

El estudio más reciente con la incorporación 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 

utilización de rotíferos 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 liberación continua de poliaminas por las 

levaduras, y cuando comparada la liberación de poliaminas entre D. hansenii y S. cerevisae, 

la primera es capaz de producir tres veces más que la última (Tovar-Ramírez et al., 2002). 

Las poliaminas forman una clase de aminas alifáticas que son ubicuas en los organismos 

vivos, y han sido implicadas en una amplia gama de procesos biológicos, incluyendo el 

crecimiento y desarrollo (Kumar et al., 1997), y según Navarrete y Tovar-Ramírez (2014) 

las poliaminas secretadas por las levaduras están involucradas en la maduración del tracto 

digestivo de larvas de peces. 

Para la identificación de los procesos involucrados en la utilización de la levadura como 

suplemento para larvas de S. rivoliana, en este trabajo fueron realizados análisis para 

identificar patrones de crecimiento (qPCR), desarrollo (histología y qPCR), proliferación 

celular (qPCR), grado de mineralización y deformidades esqueléticas (tinción ósea), 

fisiología digestiva (bioquímica enzimática) y perfil transcriptómico (RNA-Seq).  

 

2.4 Maduración del sistema digestivo 

 

Las enzimas secretadas por el páncreas, así como aquellas encontradas en la membrana del 

borde de cepillo de los enterocitos son los indicadores más comunes de maduración 

digestiva en larvas de peces. En general, el nivel de maduración del enterocito es 

caracterizado por el aumento en la relación de las actividades de enzimas del borde de 

cepillo vs la citosólica leucina alanina peptidasa; en el caso de las enzimas pancreáticas, 

una disminución en la actividad o nivel de expresión de la amilasa con concomitante 

incremento en la actividad de tripsina o lipasa activada por sales biliares caracteriza la 

maduración del páncreas exócrino (Tovar-Ramírez et al., 2004). 
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Es así que Frouël 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 demostró mejorar con las preparaciones microbianas a través de 

un aumento en la síntesis de tripsina y fosfatasa ácida, así como una modificación 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 

probiótico B. subtilis. 

Al utilizar la bacteria acido-láctica L. curvatus a una concentración de 9 x 109 (UFC) por 

gramo de alimento del esturión beluga Huso huso, los autores observaron in incremento en 

la actividad de enzimas digestivas del intestino (Askarian et al., 2011). Además de la 

especie anteriormente citada, los mismos autores encontraron resultados similares con el 

esturión persa Acipenser persicus al utilizar Leuconostoc mesenteroides a una 

concentración de 2 x 109. 

Por su parte, Waché et al. (2006) en un estudio con trucha arcoíris Onchorhynchus mykiss 

observaron una mayor actividad en algunas enzimas del borde del cepillo (fosfatasa 

alcalina, γ-glutamil-transpeptidasa y leucina aminopeptidasa) utilizando como probiótico 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 maduración digestiva 

más 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 probiótica D. hansenii incrementó 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% y el control, así 

como disminución de la actividad de la amilasa y aumento en las actividades de la tripsina 

y lipasa. Los autores atribuyen estos resultados a una más rápida maduración intestinal 

cuando comparado a los demás tratamientos (Tovar-Ramírez 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 

encontró diferencias significativas en la altura del borde de cepillo que se incrementó en el 

tratamiento con la levadura. 
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2.5 Deformidades esqueléticas 

 

La presencia de anomalías esqueléticas en peces óseos de cultivo es un problema constante 

en la acuicultura en todo el mundo, implicando temas económicos, biológicos 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 

mineralización temprana de la columna vertebral en relación al control. Maradonna et al. 

(2013) con la misma especie y la misma cepa de bacteria, observaron que hubo una 

aceleración en la deposición ósea a través de la estimulación de la expresión de genes clave 

involucrados en la osificación, como el Factor de transcripción 2 relacionado con Runt 

(runx2) y Osterix (Sp7),ambos involucrados en la diferenciación temprana de osteoblastos 

y en la formación ósea, (Proteína Gla matriz) mgp y bglap, que tienen un papel importante 

en el metabolismo del calcio y desarrollo esquelético, así como a través de la inhibición de 

esclerostina (sost), un inhibidor de la formación ósea. 

De esta forma, Ljubobratovic et al. (2017) utilizando dos mezclas de bacterias ácido 

lácticas L. salivarius + L. reuteri; L. paracasei + L. rhamnosus identificaron reducción en 

deformidades esqueléticas tales como escoliosis, lordosis, de mandíbula y reducción 

pélvica en juveniles de la lucioperca Sander lucioperca de 45 días comparados al control en 

el cual no se administró probiótico, así como mayor crecimiento en longitud y peso. 

Mientras que Aubin et al. (2005) observaron reducción en la malformación esquelética de 

trucha arcoíris O. mykiss suplementadas con Pediococcus acidilactici durante 5 meses en 

relación al control. Sin embargo, cuando fue comparado con el tratamiento con antibiótico, 

este presentó 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 mineralización cuando 

comparado al control (Lamari et al., 2013). Como puede observarse, los probióticos 

favorecen la generación 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 obtención de transcritos se basaban en la secuenciación 

dideoxi-terminal (Sanger) de fragmentos parciales de transcritos denominados ESTs (del 

inglés, expressed sequence tags) a partir de la generación de bibliotecas de ADN 

complementario (ADNc) obtenidas por clonación de fragmentos. Las tecnologías recientes 

de secuenciación, han permitido facilitar esta tarea, al obtener de forma directa 

(denominado secuenciación 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 biológica 

(Tovar-Ramírez et al., 2017). 

Para la especie S. rivoliana no hay antecedentes de la explotación 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 estómago, el intestino y el recto, 

para obtener un panorama general de los genes involucrados en los procesos relacionados a 

la digestión y absorción 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 días 

para hacer los análisis con enfoque en las deformidades esqueléticas, utilizaron 6 

especímenes sin deformidades y 4 especímenes con algún tipo de deformidad y procedieron 

a la preparación de las 10 librerías. Con los resultados los autores pudieron identificar que 

genes específicos que inducen la formación de hueso y cartílago (bmp-2 y bmp-5) y de 

unión de iones metálicos (col1α1, col10α1 y osteopontina) fue reprimida en individuos 

deformes. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La acuicultura es una actividad que viene creciendo en las últimas décadas y es importante 

para la alimentación humana. Uno de los sectores más prometedores de la acuicultura en la 

actualidad es la piscicultura marina con esfuerzos en la engorda, reproducción y 

larvicultivo. Sin embargo, el mayor esfuerzo está 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 fisiología y la falta de esquemas 

de alimentación apropiados a cada una. Las altas tasas de mortalidad son un problema para 

la producción y estudios relacionados al desarrollo, fisiología digestiva, respuesta inmune 

entre otros deben ser considerados para alcanzar el éxito en la producción de estos 

organismos en etapas prematuras.  

Además, 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, serránidos e incluso 

algunas especies del género Seriola. 

En los últimos años, se ha incrementado el número de reportes sobre la selección y el 

cultivo de especies con potencial de explotación, así como determinar las mejores 

condiciones tanto físicas y las relacionadas a la nutrición larvaria. Entre las especies de 

importancia para el cultivo está 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 fisiológicos que nos permitan tener 

un mejor conocimiento de la capacidad digestiva del pez en los primeros días después de su 

eclosión y cómo están coordinados con el desarrollo de las características morfo-

fisiológicas que poseen en este lapso en particular. Ese conocimiento, nos permitirá 

predecir el éxito de las primeras etapas del cultivo. Además, existen vacíos específicos 

especialmente en relación a los aspectos de la optimización del cultivo larvario, como son 

el entendimiento de la fisiología del crecimiento y la digestiva, especialmente la expresión 
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de los genes relacionados al metabolismo, el crecimiento y proliferación celular que 

conducen a una mejor tasa de supervivencia. 

Una alternativa que ha sido potencialmente considerada en larvicultivos es el uso de 

probióticos como promotores de la salud y bienestar de las larvas hospederas. Estos 

aditivos funcionales han sido evaluados a diferentes niveles, desde parámetros zootécnicos 

hasta el nivel molecular, y han favorecido al desarrollo, la disminución de deformidades, 

incremento en la respuesta inmune, maduración digestiva entre otros efectos positivos.  

Un probiótico utilizado en la producción 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 expresión 

génica, así como el desarrollo del esqueleto y tracto digestivo, la proliferación y 

diferenciación celular en larvas de S. rivoliana cuyo potencial en el mercado ya se ha 

descrito anteriormente. 

Para ese trabajo se optó por realizar estudios de ontogenia digestiva por técnicas 

histologicas, bioquímicas, esqueletogénesis a través de transparentación ósea, patrón 

transcriptómico (RNAseq) bajo dos condiciones de alimentación y expresión de algunos 

genes involucrados en diversos procesos biológicos con el objetivo de comprender los 

mecanismos involucrados en los cambios fisiológicos, morfológicos y del crecimiento en 

larvas suplementadas con levadura. Para eso serán evaluados: diferentes genes involucrados 

en el crecimiento, igf1 e igf2 (regulan positivamente la proliferación celular) y GH 

(hormona del crecimiento); desarrollo del esqueleto bmp (estimula la producción celular 

ósea) y Colágeno 1α1; así como marcador de proliferación celular (PCNA), que serán 

evaluados a través de qPCR. 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La administración de levaduras vivas como probióticos a través del uso de la Artemia como 

vector en larvas de Seriola rivoliana favorecerá su crecimiento, la supervivencia, y su 

fisiología digestiva: así mismo, disminuirán las malformaciones. Estos beneficios podrán 
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ser evidenciados mediante el uso de marcadores moleculares y morfo-fisiológicos 

relacionados al estado de salud, digestión, diferenciación y proliferación celular. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

 

Conocer el efecto de la administración de D. hansenii en los esquemas tradicionales de 

alimentación larvaria sobre el crecimiento, diferenciación y desarrollo del esqueleto, 

mediante la cuantificación de algunos indicadores moleculares y morfofisiológicos 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 morfológicos por medio de técnicas histológicas 

durante la ontogenia inicial. 

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

ontogenia inicial. 

4. Conocer el efecto de la administración de D. hansenii en el desarrollo 

ontogénico, el crecimiento, condición y salud intestinal, grado de mineralización 

ósea y deformidades esqueléticas y en sus perfiles transcriptómicos. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

6.1 Producción de levadura Debaryomyces hansenii 

 

La levadura D. hansenii CBS 8339, fue utilizada como probiótico; ésta fue aislada del 

tracto digestivo de trucha arcoíris 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-1). Las colonias fueron subcultivadas 

en 150 mL de medio YPD líquido en agitación de 150 rpm a 30 °C por 24 horas, 

posteriormente fue realizada una nueva incubación en matraces de 2 L con medio YPD 

líquido en agitación por 24 horas. Las células fueron recuperadas del medio de cultivo por 

centrifugación (5 min, 1000 g, 4 °C). 

 

6.2 Utilización 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 incubación de Artemia 

con levaduras marcadas con DTAF (5-(4,6 diclorotriazinil) aminofluoresceína) 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-1), 

fuerte aireación e iluminación 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, aireación 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 µL de levadura 

marcada, pasados los primeros 5 minutos, una alícuota de 30 µL de la mezcla fue 

depositada en un porta objeto para observación 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 incubación, fue realizado un análisis del tracto de los 

metanauplios por medio de microscopia electrónica de barrido para verificar si las 

levaduras se mantenían íntegras en el tracto de los metanauplios. El protocolo de 

enriquecimiento siguió la misma metodología 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 tomó una alícuota de 2 mL que fue fijada en solución fijadora de glutaraldehído (25%) 

diluido en cacodilato de sodio (1:9). Una vez fijadas las muestras fueron procesadas y 

observadas a través de microscopia electrónica 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 cuántas unidades formadoras de colonias (UFC) están 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 µL de cada dilución en placas 

de Petri con medio YPD sólido. 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 Rotíferos 

Una cepa de rotíferos 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 rotíferos se realizó en 4 tanques con volumen de 250 L, la temperatura de 

cultivo fue de 25 °C y salinidad de 25 g L-1. Para el cultivo se utilizó el sistema semi-

continuo que consiste en la cosecha parcial (aproximadamente ¼) para enriquecer previo a 

la alimentación de las larvas, acrecentándose igual volumen de microalga (Nannochloropsis 

oculata) o agua al tanque. Al cuarto día de cultivo los rotíferos son cosechados en su 

totalidad, filtrados con tamiz de 60 µm, lavados con agua de mar filtrada y resembrados en 

los tanques de cultivo. 

Los rotíferos fueron alimentados con alimento comercial Ori-One Skretting 4 veces al día a 

una concentración de 0.5 g x 106 rotíferos. Se homogenizó la mezcla con agua dulce 

siguiendo las especificaciones del fabricante, una vez mezclada la emulsión, se administró a 

los rotíferos. 

 

6.3.2 Artemia 

 

Los quistes de Artemia fueron desinfectados con hipoclorito a una concentración de 20 ppm 

en agua dulce por 1 hora. Una vez desinfectados, los quistes fueron transferidos a tanques 

de eclosión (20L), con iluminación intensa (3000 lux), temperatura de 30 °C y fuerte 

aireación por 24 horas. Pasadas las 24 horas, los nauplios fueron cosechados, filtrados en 

tamiz de 100 µm, lavados y transferidos a los tanques de enriquecimiento. 

 

6.4 Crecimiento, supervivencia y eclosión 

 

El crecimiento larvario fue determinado por medio de la tasa específica de crecimiento 

(SGR), la tasa absoluta de crecimiento (AGR). El porcentaje de eclosión fue analizado en el 

día 0. Al final del experimento se midió la supervivencia larval y el peso final. 

𝐿𝐿𝐿𝐿 = 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑎𝑎    

 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
[(𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒á𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 − 𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒á𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖) ∗ 100]

𝐷𝐷í𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒ó𝑛𝑛
 

( 1 ) 
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𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 =
𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒á𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 − 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒á𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

𝐷𝐷í𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒ó𝑛𝑛
 

(2) 

 

% 𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓
𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑖𝑖𝑖𝑖í𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

∗ 100 
(3) 

 

% 𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸ó𝑛𝑛 =
𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒

𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢
∗ 100 

(4) 

 

 

6.5 Experimento I. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y 
definición del protocolo de producción de larvas. 
 

6.5.1 Obtención de huevos y larvicultura 

 

Los huevos de S. rivoliana fueron obtenidos de desoves espontáneos de reproductores (5 

machos y 5 hembras) mantenidos en cautiverio en las instalaciones de la empresa 

Kampachi Farms en el CIBNOR. Se procedió a la desinfección con 400 mg L-1 

glutaraldehído (25%) por 5 minutos y acondicionados directamente en el tanque de 

larvicultura (500 L) a una densidad de 80 huevos L-1. La temperatura fue de 24.17 ± 0.97 

°C la concentración de oxígeno disuelto fue de 5.03 ± 1.17 mg L−1 y salinidad de 37.0 ± 1.0 

g L−1. El fotoperiodo utilizado fue de 24 horas desde la incubación hasta el día 20, 

posteriormente se mantuvo fotoperiodo de 20 horas. El recambio de agua inició al día 7 

post-eclosión con 10% diario y fue incrementando progresivamente hasta 200% en el día 

30.  

Las larvas fueron alimentadas del día 2 al día 22 con rotíferos (Brachionus plicatilis) a la 

densidad de 20 rotíferos mL-1, en sistema de agua verde con microalga viva N. oculata a 

una densidad de 0.5 x 106 células mL-1. Del día 12 al 21 se proporcionaron nauplios de 

Artemia recién eclosionados (0.2-2 nauplios mL-1) y a partir del día 22, metanauplios (2-5 

mL-1). Los rotíferos y metanauplios de Artemia fueron enriquecidos con emulsión 

comercial (Ori-green, Skretting, Stavanger, Norway). A partir del día 25 se introdujo el 
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alimento comercial Otohime (Reed Mariculture, Campbell, CA) con la siguiente 

composición: 56.3% proteína, 15.9% lípidos 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 Enriquecimiento de alimento vivo 

 

Rotíferos  

Los rotíferos 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 razón de 0.25 g x 106 rotíferos, luego cosechados y lavados para la 

adecuada eliminación del exceso de enriquecedor. Una parte fue proporcionada al momento 

para las larvas y otra parte fue refrigerada (4-10 °C) con aireación, para disminuir el 

metabolismo de los rotíferos 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 razón 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 refrigeración con aireación hasta el momento de las siguientes 

alimentaciones de las larvas. 

 

6.5.3 Obtención de muestras 

 

Para analizar el crecimiento de las larvas, estas fueron muestreadas (𝑛𝑛 = 20) en los días 0, 

1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 25 y 30. Las larvas fueron colectadas de los tanques de larvicultura 

con tamiz, eutanasiadas en hielo y se midió la longitud estándar (LE) en estereoscopio 

binocular con precisión de 0.01 mm.  Para los análisis histológicos se procedió de la misma 
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manera, excepto que una vez que las larvas fueron eutanasiadas, éstas fueron 

inmediatamente fijadas en solución de Davidson (𝑛𝑛 = 20). Para la comparación con otras 

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

 

6.5.4 Análisis Histológicos  

 

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

técnicas histológicas.  

Las larvas completas (𝑛𝑛 = 20) fueron fijadas en solución de Davidson por un período de 

24 horas. Luego preservadas en etanol al 70% hasta el momento de su análisis, siguiendo el 

siguiente protocolo: 

Deshidratación: las larvas preservadas pasaron por sucesivos baños graduales de etanol 

(70, 80, 90, 96 y 100%), durante una hora cada. 

Diafanización: una vez deshidratadas las muestras, estas pasaron por baños etanol-xilol y 

xilol absoluto, por 5 minutos cada. 

Inclusión: terminado el proceso de diafanización, las muestras pasaron por baños de xilol-

parafina, parafina l, parafina ll y parafina lll (punto de fusión 54-56°C). Las muestras 

fueron orientadas en plan sagital en moldes con parafina líquida hasta total solidificación. 

Corte: se realizaron cortes en serie en micrótomo de rotación con espesura de 5 µm. Los 

cortes fueron extendidos en baño María, los mejores cortes fueron seleccionados y 

montados en porta objetos. 

Tinción: La tinción utilizada para observaciones histológicas generales fue la Hematoxilina-

eosina y Azul de Alciano-PAS (pH 2.5) fue utilizado para observación de mucinas neutras 

y ácidas. Una vez secos los cortes, éstos pasaron por baños de xilol para quitar la parafina 

impregnada, luego baños de etanol e hidratados con agua destilada. Se procedió con la 

tinción y luego los cortes fueron deshidratados en baños sucesivos de etanol, luego pasados 

por citrosol y finalmente montados permanentemente con resina sintética. 

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

análisis de imagen Image Pro Premier versión 9.2. 

 



28 
 

6.6 Experimento II. Uso de levadura Debaryomyces hansenii en el desarrollo de larvas de 
Seriola rivoliana. 
 

6.6.1 Obtención 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 incubación con volumen de 100 L con 

suministro de aire y oxígeno puro a una densidad de huevos de 1400 huevos L-1 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-1. 

La temperatura de cultivo fue de 22.97 ± 0.32 °C, concentración de oxígeno disuelto de 

6.79 ± 0.75 mg L-1 e salinidad de 37.0 ± 1.0 g L-1, El fotoperiodo utilizado fue de 24 horas 

desde la incubación hasta el día 9; del día 9 al día 14 el fotoperiodo fue de 18 horas y del 

día 15 en adelante, fotoperiodo de 13 horas. El recambio de agua inició al día 5 con 20% de 

recambio aumentando progresivamente hasta 600% al día 30. 

La alimentación de las larvas está detallada en la tabla I. Brevemente, las larvas fueron 

alimentadas del día 2 al día 18 con rotíferos (Brachionus plicatilis) enriquecidos, en 

sistema de agua verde con microalga viva N. oculata a una densidad de 0.5 x 106. Del día 

12 al 15 se proporcionaron nauplios de Artemia recién eclosionados y a partir del día 15, 

metanauplios enriquecidos con Ori-Green Skreting. A partir del día 18 se introdujo el 

alimento comercial Otohime (Reed Mariculture, Campbell,CA) con la siguiente 

composición: 56.3% proteína, 15.9% lípidos y 13.5% cenizas.  
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Tabla I. Esquema de alimentación y tipos de alimentos durante la larvicultura de Seriola 
rivoliana. 
Alimento Tipo Cantidad Período (DPE) 
Microalga Nannochloropsis oculata 0.5-1.0x106 cél mL-1 0-18 
Rotífero enriquecido Brachionus plicatilis 20 rotíferos mL-1 2-18 
Levadura  Debaryomyces hansenii 1 g x 106 rotíferos 

1 g x 150.000 Artemia           
4-18 

15-30 
Nauplios de Artemia Artemia sp. 0.2-2 nauplio mL-1 12-15 
Metanauplio de Artemia 
enriquecido 

Artemia sp. 2-5 metanauplio mL-1 15-30 

Alimento particulado Otohime Ad libitum 18-30 
 

6.6.2 Enriquecimiento de alimento vivo 

 

Los rotíferos 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 razón de 0.25 g x 106 rotíferos, luego cosechados y lavados para la 

adecuada eliminación 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 rotíferos para que éstos 

puedan mantener su calidad por hasta 6 horas, garantizando las posteriores alimentaciones. 

Exclusivamente para el tratamiento con levadura, mitad de los rotíferos fueron enriquecidos 

con enriquecedor comercial y la otra mitad fue enriquecida con levadura de la siguiente 

manera: los rotíferos fueron cosechados del estanque de cultivo, filtrados y lavados con 

agua de mar filtrada, una vez limpios y concentrados en una cubeta con aireación, fue 

agregada levadura a la razón de 1 g x 106 de rotíferos. Se incubaron por 15-20 minutos 

(Burgoin, 2015) para que los rotíferos encapsularan la levadura, pasado el tiempo, los 

rotíferos fueron lavados, filtrados, concentrados y distribuidos a los estanques de 

larvicultura. El enriquecimiento con la levadura también se realizó con la Artemia en la 

misma proporción (50% emulsión comercial: 50% levadura). La incubación con 

metanauplios de Artemia fue de 45 minutos, tiempo este determinado previamente con 

microscopia de fluorescencia en donde se verificó 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 enzimática digestiva de larvas, se 

tomaron muestras de los tanques control en los días 0, 2, 3, 4, 5, 7, 15, 25 y 30. Para la 

evaluación del grado de maduración del tracto digestivo y expresión de genes, se tomaron 

muestras en los días 15 y 30 de los tanques del control y del tratamiento para análisis 

histológico, enzimático y qPCR. Para la evaluación del grado de mineralización y 

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

 

6.6.4 Grado de osificación y deformidades esqueléticas 

 

Para la detección de deformidades esqueléticas y determinación del grado de osificación las 

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

 

6.6.5 Tinción de hueso y cartílago 

 

Para la doble tinción se utilizó el protocolo según Darías et al. (2010) con modificaciones. 

Las larvas fueron fijadas en solución de Davidson (sin ácido acético) por 24 horas y luego 

preservadas en etanol al 70% hasta posterior análisis. 

Tinción del cartílago: las larvas fueron transferidas a la solución de Azul de Alciano pH 1.3 

(10 mg/L de azul de alciano, 70mL de etanol 95° y 30 mL de ácido acético). El tiempo de 

incubación varía de acuerdo al tamaño de la larva (de 60 minutos a 24 horas). 

Neutralización: para neutralizar el ácido, las larvas fueron incubadas por 3 minutos en 

solución de etanol 100% y KOH 0.5%. 

Digestión: las larvas osificadas fueron incubadas en una solución 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 teñidas fueron incubadas en una solución de blanqueamiento (1 

parte de H2O2 al 3% y 9 partes de KOH al 0.5%), por periodo variable de acuerdo al 

tamaño de la larva y el grado de pigmentación (25-45 minutos). 

Tinción del hueso: Para la tinción de hueso se diluyó 1 mL de solución madre de rojo de 

alizarina (5g L-1 de rojo de alizarina en H2O destilada) en 49 mL de KOH 0.5%, por 

período variable de acuerdo al grado de osificación (2 a 24 horas). 

Lavado: las larvas fueron lavadas con agua destilada, luego con una solución de KOH al 

0.5% hasta la eliminación de la sobre tinción.  

Deshidratación: las larvas fueron incubadas en solución de KOH 0.5%: Glicerol 2:1 por 

dos horas; 1:1 por 6 horas y 1:2 por 12 horas. 

Preservación: las larvas fueron preservadas en glicerol al 100% y examinadas en 

estereoscopio binocular. Las larvas fueron fotografiadas en estereoscopio con cámara 

Nikon SMZ25 y visualizadas con el programa NIS-Elements.  

 

6.6.6 Análisis histológicos 

 

Para el análisis histológico se colectaron 20 larvas por tratamiento. Éstas fueron 

eutanasiadas en baño de hielo, fijadas en solución Davidson por 24 horas y transferidas a 

etanol al 70% hasta posterior análisis. Se procedió a la tinción de Azul de Alciano – PAS 

(pH 2.5) para determinación de la producción de mucinas en el intestino. 

Para cuantificar la producción de mucinas en intestino medio (IM), se evaluaron un total de 

240 imágenes a 40 X de aumento. Se usó el software Image-Pro Plus® (v.6.0) con el cual 

se calculó el área de cobertura de mucinas en el tejido y se empleó la siguiente fórmula. 

 

𝑀𝑀𝑀𝑀 =
á𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 (𝜇𝜇𝑚𝑚2)

á𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 ( 𝜇𝜇𝑚𝑚2) ∗ 100 
 (5) 
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6.6.7 Expresión de genes 
 

6.6.7.1 Diseño de oligonucleótidos 

Fueron diseñados los oligonucleótidos referentes a los genes de interés igf1 y igf2 (Factor 

de crecimiento insulínico), gh (Hormona de crecimiento), bmp-2 (Proteína morfogenética 

de hueso tipo 2), Colágeno 1α1 y pcna (Antígeno nuclear de proliferación celular) (Tabla 

II). Para el diseño de los oligonucleótidos se obtuvieron las secuencias en formato FASTA 

de los nucleótidos 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 más cercana filogenéticamente a la S. rivoliana, fue realizado un 

BLAST, para identificar secuencias de demás especies para seleccionarlas y realizar los 

alineamientos múltiples. Para los alineamientos fue utilizada la herramienta bioinformática 

ClustalW - Multiple Sequence Alignment http://www.genome.jp/tools/clustalw/.  

Los oligonucléotidos fueron seleccionados manualmente con tamaño 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 

formación de horquillas (hairpins) y dímeros.  

Estos oligonucleótidos fueron secuenciados por el Instituto de Biotecnología de la UNAM 

– IBT. Una vez secuenciados, los fragmentos fueron amplificados con PCR punto final. 

Una vez amplificados, se cortó la banda correspondiente del gel, se procedió a la 

purificación de la muestra con Geneclean® y se mandaron a secuenciar en el IBT.  

Las secuencias fueron depuradas con el programa BioEdit versión 7.0.5 y una vez con las 

secuencias listas se procedió a diseñar los oligonucleótidos específicos para la especie 

(Tabla III). Los oligonucleótidos fueron fabricados por el IBT. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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Tabla II. Oligonucleótidos degenerados para Seriola rivoliana y tamaños esperados de los 
amplicones. 
Gen          Oligonucleótidos degenerados  
 Sentido 5’ 3’ Antisentido 5’ 3’ Pb 
Col1a1 GTATGAGTGGAGTGTAGCAGAA GACATCTGWGGGGAGAAGTTTC 534 
GH CACCTCCACCTGCTCGCTCAGA GCTTCTGGAGAGAGTCGRCATTT 300 
PCNA GAAGACATCATCACCCTC AAYTTGACTCCGTCCTTG 254 
BMP 2 GGAGCHCAAAGGYGGAA AAGCTTCTAATCGTGTTGGC 407 
IGF l GCTGCAGTTTGTGTGTGGAG TGTGCCCTTGTCCACTTTGT 247 
IGF ll TTCTATTTCAGTAGGCCAACCA CTTTGATCTTCTCCGCCTGCCT 254 

 
                                                                                                                                          
Tabla III. Oligonucleótidos específicos para Seriola rivoliana y tamaños de los 
amplicones. 
Gen              Oligonucleótidos específicos  
 Sentido 5’ 3’ Antisentido 5’ 3’ Pb 
Col1α1 ACCAGGAAGACCTCTGTCTC ATCTGCGAGGACACAACA 147 
GH CCAATCAGGACGGAGCAGAG TTTAGCCACCGTCAGGTACG 174 
PCNA ATCATCACCCTCAGAGCAGAAG CCAGGTCCATCAGTTTCATCTC 106 
BMP 2 AAGGTGCTACGGGACTTATCC TGAGAAGCCGAAGCTCAAAC 114 
IGF l GAGCTGCCTTGCTAGTCTT TGTGGAGAGAGAGGCTTTTA 154 
IGF ll TGGGACTTCCTGTTTTAGTG AGTGTTGTTTCCGTAGCTGT 134 
EF1α TGGTGTTGGTGAGTTTGAGG CGCTCACTTCCTTGGTGATT 173 
18S CTGAACTGGGGCCATGATTAAGAG GGTATCTGATCGTCGTCGAACCTC 165 

 

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

Para la extracción de ARN fueron colectadas al azar 100-150 mg de larvas de los estanques 

de larvicultura a través de sifoneo y concentración en tamices de acuerdo al tamaño de la 

larva. Se tomó aproximadamente 150 mg de peso húmedo 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 análisis. Las muestras fueron 

homogenizadas en 500 µL de Trizol, se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente, 

luego fue añadido 100 µL de cloroformo y agitada por 15 minutos, después incubadas por 3 

minutos a temperatura ambiente para posterior centrifugación a 12,000 g por 15 minutos a 

4°C. 



34 
 

El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio, luego se añadieron 250µL 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 agregó 500 µL de 

etanol al 75% y se centrifugó 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 

medición de la densidad óptica 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 genómico. Para remover la contaminación es tomada una 

alícuota de ARN total (1µg/uL), se le adiciona 1 µL de tanpón DNAsa 10X, 1 µL de DNase 

RNAse-Free y agua DEPC para obtener un volumen final de 10 µL. Se incuba la muestra a 

37°C por 30 minutos y luego se agrega 1 µL de DNAse Stop Solution y se incuba a 65°C 

por 10 minutos. 

6.6.7.3 Síntesis de cDNA 

Para la generación de cDNA, éste se obtuvo a partir de 5 µg de ARN total por medio de la 

reverso transcriptasa. Al ARN se le adicionó 2 µL de oligo-dT y se incubó a 70°C por 10 

minutos y luego se puso en gradilla con hielo. Luego se agregó 1 µL de 10 mM dNTP, 2.4 

µL de 25 mM MgCl2, 4.0 µL de tapón 5X, 0.5 µL de RNAsin, 0.8 µL de IMPROM ll 

(Promega) y 5.3 µL de agua DEPC. Luego las muestras fueron incubadas a temperatura 

ambiente por 10 minutos, luego a 45°C por 60 minutos y por último una incubación por 5 

minutos a 90°C en un termociclador iCycler de BioRad. 

6.6.7.4 PCR en tiempo real (qPCR) 

La cuantificación de la expresión 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 cuantificación relativa 

fueron utilizados los genes de referencia EF1-α y 18S, de acuerdo a los algoritmos del CFX 

manager V 3.0 (Biorad).  
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6.6.8 Análisis transcriptómico 

 

6.6.8.1 Extracción de ARN 

Para la extracción de ARN, se utilizó el método de Trizol mencionado en la sección 

anterior. Una segunda extracción fue realizada a fin de garantizar la pureza del RNA con 

fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1 pH 4-5), se homogenizó la muestra en vórtex y luego 

se centrifugó a 12,000 g. Una vez extraído el RNA, se preservaron de cada muestra, 

alícuotas de 5µg en RNAstable® (Sigma-93221-001). Las muestras se enviaron a 

secuenciar en el Instituto de Biotecnología de la UNAM – IBT. La integridad del ARN de 

las muestras fue determinada en Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies). 

6.6.8.2 Preparación de librerías de cDNA y secuenciación 

Para estudiar el transcriptoma de la larva completa de S. rivoliana, un pool de larvas 

correspondientes al día 15 (n=20) y al día 30 (n=3), un total de 8 librerías (4 por 

tratamiento) de cDNA fueron construidas utilizando el Kit TruSeq RNA Sample 

Preparation (Illumina®) a partir de 5µg del ARN total de cada muestra de acuerdo al 

protocolo del fabricante. Las librerías fueron secuenciadas en ambas direcciones (paired-

end) en plataforma NextSeq 500 de Illumina, empleando la química de secuenciación 2x75 

ciclos. Los tamaños 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 librería) 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. Además, se verificó, el porcentaje de GC, el porcentaje de nucleótidos 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 realizó en ensamblaje de 

novo con las lecturas obtenidas en las 8 librerías. 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 Expresión génica diferencial  

Se utilizaron las 8 librerías para el análisis de la expresión diferencial. Para el día 15 se 

utilizaron cuatro librerías (dos réplicas del tratamiento con levadura y dos del control) y 

para el día 30 se utilizaron las demás cuatro (dos replicas en el tratamiento con levadura y 

dos del control). El análisis se realizó con el paquete EdgeR de Bioconductor (Robinson et 

al., 2010) que utiliza un modelo lineal generalizado en el cual asume que la expresión de 

cada gene sigue una distribución binomial negativa. 

Los contigs expresados diferencialmente se seleccionaron con un Fold change > 4 y un 

valor de P ajustado <0,001 (corrección de prueba múltiple según el método de Fold 

Discovery Rate de Benjamini y Hochberg, 1995). 

6.6.8.6. Análisis de enriquecimiento GO 

El análisis de enriquecimiento se realizó utilizando el paquete goseq R Bioconductor 

(Young et al., 2010) con el método de aproximación 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 enzimática digestiva 

 

Aproximadamente de 3 a 200 larvas fueron colectadas con tamiz de 200 µm. Para la 

medición de la actividad enzimática digestiva, las larvas fueron colectadas a las 8:00 am, 

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

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

análisis. 

 

6.6.9.1 Técnicas bioquímicas 

Un pool de 2 muestras de larvas para cada día de muestreo, fue homogenizada en solución 

amortiguadora Tris – HCl 50 mmol L-1, CaCl2 20 mmol L-1, pH 7.4 (1:5 p/v), utilizando 

pistilo de teflón. Durante la homogenización, las muestras fueron mantenidas en baño de 

hielo hasta su completa desintegración.  

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 α-amilasa (Vega-Villasante et al., 1993), por espectrofotometría. Las 

mediciones fueron realizadas en equipo Varioskan (Thermo Fisher Scientific) en 

microplaca de 96 pozos por triplicado, con excepción de la pepsina que fue medida en 

cubeta de cuarzo. 

La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1974) utilizando el 

reactivo para ensayo de proteína (BioRad 500-0205) y albúmina de suero bovino como 

estándar. Las muestras fueron analizadas por triplicado en microplacas con absorbancia de 

495 nm. Para la ontogenia enzimática la actividad fue expresada en actividad específica (U 

mg protein-1) y para la maduración digestiva del control vs levadura, la actividad fue 

expresada en actividad absoluta (U mL-1). 

La actividad de la tripsina se utilizó como sustrato Boc-Gln-Ala-Arg-7 amino-4 clorhidrato 

de metilcoumarina a concentración de 0.8 mM en dimetil sulfoxido (DMSO) y 

amortiguador 50 mM Tris-HCl/10 mM CaCl2, pH 7.5. Las muestras fueron incubadas a 37 

°C y la fluorescencia fue realizada a 460 nm con excitación 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-HCl/10 mM CaCl2 pH 7.5 como amortiguador, con 

incubación a 37 °C, con fluorescencia a 460 nm con excitación en 355 nm. 
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La actividad de la lipasa fue determinada utilizando heptanoato de metilumbeliferilo como 

substrato a concentración de 50 mM en DMSO y amortiguador 0.1 M fosfato, pH 7.5, 

fluorescencia a 460 nm con excitación a 355 nm. 

Fosfatasa alcalina fue determinada utilizando difluoro-4 fosfato de metilumbeliferilo 

(DiFMUP) a una concentración de 10 mmol en DMSO y 100 mmol tapón glicina, 1 mmol 

MgCl2, 1 mmol ZnCl2, pH 10.4. La fluorescencia fue realizada a 460 nm con excitación de 

355 nm. 

La actividad de pepsina fue evaluada utilizando como sustrato 0.5% hemoglobina en 0.1 

mmol L-1 con amortiguador glicina–HCl, pH 2.0. Una unidad de actividad enzimática fue 

definida como 1 µg de tirosina liberada por minute utilizando un coeficiente de extinción 

molar de 0.005 a 280 nm. 

α-Amilasa fue analizada utilizando almidón soluble 1% como sustrato con amortiguador 

Tris–HCl  50 mM, pH 7.5. Con período de incubación de 5 minutos a 25 °C. Como 

revelador de la reacción se utilizó carbonato de sodio 2N y ácido dinitrosalicílico (DNS) 

fue adicionado. La reacción fue detenida por ebullición por 15 minutos. Una unidad 

correspondió a la cantidad de enzima requerida para aumentar por 0.01 unidades la 

absorbancia a 550 nm por minuto. 

 

6.7 Diseño experimental y análisis estadístico 

 

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 ± desviación/error estándar, se aplicó la 

prueba de t-Student para observar las diferencias estadísticas entre los tratamientos (P < 

0.05). Para el análisis transcriptómico, los contigs diferencialmente expresados fueron 

seleccionados con un fold change > 4 y un valor de P < 0.001 (test múltiplo de corrección 

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

 



39 
 

7. RESULTADOS 

 

7.1 Utilización de Artemia como vector de la levadura 

El período de incubación más adecuado fue el de 45 minutos (Fig. 10), pues a pesar de que 

en los períodos 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 deposición de la levadura. 

 

 

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

incubación de 5, 20 y 45 minutos. 

 

La microscopia electrónica reveló que los metanauplios mantienen las levaduras vivas e 

íntegras (Fig. 11). Además, se pudo observar que la levadura también se adhiere al mucus 

externo de los metanauplios. 
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Figura 11. Microscopia electrónica 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 análisis microbiológico 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 dilución 1:1 resultó en 9020 UFC/mL. 

La dilución 1:10 resultó en 1230 UFC/mL. 

La dilución 1:100 resultó en 130 UFC/mL. 
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7.2 Obtención 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 único desove que fue colectado a las 8 pm. Las tasas de eclosión variaron 

mucho, que fueron del 39% hasta los 93% con promedio de 54 ± 21 % en un total de 6 

desoves. El diámetro del huevo promedio fue de 1.07 ± 0.05 mm. La temperatura promedio 

de cultivo fue de 24 ± 0.7 °C y oxígeno disuelto 5.74 ± 0.2 mg L-1. 

Al momento de la eclosión las larvas de S. rivoliana presentaron longitud estándar 

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 ángulo de 90° con el ano (Fig. 13a). 

Al día uno las larvas ya presentaban una reducción del vitelo. Se pudo verificar un aumento 

en la pigmentación, así como en el diámetro del ojo aún que ese todavía no es funcional 

(Fig. 13b). Entre los días 3 y 4 (3.5 ± 0.09 mm y 3.55 ± 0.17 mm LE) se puede observar la 

apertura de la boca y ano, así como la pigmentación del ojo, aunque había larvas al día 3 

que no habían pigmentado sus ojos y tampoco abierto la boca. Hay una acentuada 

depleción del vitelo y gota de aceite en ese estadio (Fig. 13c). Al día 5 (3.51 ± 0.11 mm 

LE), el vitelo es escaso, los ojos ya poseen pigmentación acentuada, así como en el resto 

del cuerpo de la larva. Ya se puede empezar a notar la línea lateral y algunas larvas ya 

insuflaron la vejiga natatoria (Fig. 13d). Al día 8 (3.88 ± 0.18 mm LE), todas las larvas 

observadas presentan vejiga natatoria insuflada, así como una clara compartimentación del 

tracto digestivo, mostrando la división entre intestinos anterior, mediano y posterior. Larva 

en preflexión (Fig. 13e). Al día 12 (4.21 ± 0.47 mm LE), el tracto está lleno de pliegues y la 

larva presenta alta pigmentación en el cuerpo, así como una línea lateral bien definida. 

Larva en flexión (Fig. 13f). Al día 15 (4.59 ± 0.4mm LE), la larva ya se presenta en etapa 

de post flexión, presentando también elevada pigmentación del cuerpo. Se puede observar 

el volumen del tracto digestivo de la larva alimentada (Fig. 13g). 
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Figura 13. Desarrollo larvario de S. rivoliana. a- Larva del día 0; b- Larva de 1 día; c- 
Larva de 3 días; d- Larva de 5 días; e- Larva de 8 días; f- Larva de 12 días; g- Larva de 15 
días; h- Larva de 20 días. 
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Al día 20 (5.25 ± 0.9 mm LE), la larva ya se encuentra en la etapa de post flexión y ya posé 

características de alevín como el color plata en todo el cuerpo, los rayos de las aletas bien 

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

 

7.3 Experimento I. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y 
definición del protocolo de producción de larvas. 
 

7.3.1 Crecimiento 

Al momento de la eclosión las larvas de S. rivoliana midieron 2.6 ± 0.12 mm y al final del 

experimento, al día 30, 13.6 ± 1.6 mm. La tasa absoluta de crecimiento (AGR) y la tasa 

específica de crecimiento (SGR) fueron de 0.37 mm día–1 y 5.52% día–1, respectivamente. 

El crecimiento en longitud fue exponencial r2 = 0.89; n = 110) y la supervivencia al final 

del experimento fue del 2.4%. 

Las larvas fueron clasificadas en cuatro etapas (Fig. 14) según Gisbert et al. (2004): larva 

vitelina (eclosión al día 2; 2.6-3.3 mm LE), pre-flexión (días 3-15; 3.51-4.59 mm), flexión 

(días 15-20; 4.59-5.25 mm) y post flexión (días 20 en adelante; 5.25 mm). El inicio de la 

alimentación exógena ocurre al día 3.  
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Figura 14. Longitud estándar de larvas de S. rivoliana desde la eclosión hasta el día 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 están representados en la tabla 

IV. 

Al momento de la eclosión el tracto digestivo está compuesto por un tubo recto y estrecho, 

compuesto por epitelio cúbico simple con el núcleo en la zona basal, sin apertura hacia el 

exterior en las regiones anterior y posterior. El saco vitelino posee una única gota de aceite 

ubicada en la porción anterior y está rodeada por un sincitio. 
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Tabla IV. Principales eventos ontogénicos en el desarrollo del tracto digestivo de larvas de 
Seriola rivoliana. 
  Días post eclosión (DPE) 
  0 1 2 3 4 5 7 10 15 20 30 
Bucofaringe                       

Válvulas orales     *                 
Papilas gustativas           *           
Dientes faríngeos               *       
Células caliciformes                 *     
Diente maxilar                   *   

Esófago                       
Pliegues longitudinales         *             
Células caliciformes           *           

Estómago                       
Bolsa estomacal       *               
Glándulas gástricas                   *   
Esfíncter pilórico                   *   
Forma de J                     * 

Intestino                       
Válvula intestinal         *             
Vacuolas supranucleares         *             
Células caliciformes             *         
Vuelta intestinal (loop)               *       
Ciegos pilóricos                     * 

Glándulas Accesorias                       
Hígado   *                   
Páncreas exócrino     *                 
Vesícula biliar       *               

 

Al día 1 (3.4 ± 0.23 mm LE), se redujo ligeramente el tamaño del vitelo y gota de aceite. La 

apertura de la boca y ano se observó al día 2 (3.3 ± 0.13 mm LE). Los ojos se pigmentaron 

al final de la fase vitelina coincidiendo con el início de la alimentación exógena e inicio de 

la fase de pre-flexión al día 3 (3.5 ± 0.09 mm LE). Entre los días 1 y 3, el vitelo redujo 

drásticamente y su completa depleción, juntamente con la gota de aceite, ocurrió al día 5 

(3.51 ± 0.11 mm LE) (Fig. 15). 
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Figura 15. Cortes sagitales de larva de S. rivoliana teñidos con Hematoxilina-eosina. a 
Larva recién eclosionada (cabeza de flecha indica el tubo digestivo incipiente). Saco 
vitelínico (V). b Larva del día 3 con ojo bien desarrollado (O). Gota de aceite (GA). c 
Larva del día 5 sin vitelo o gota de aceite. Asterisco indica el futuro estómago. M=músculo, 
E = esófago, IA = intestino anterior, H = hígado, VN = vejiga natatoria. 
 

7.3.2.2. Bucofaringe 

La cavidad bucofaríngea no está diferenciada al momento de la eclosión; sus extremidades 

cerradas hacia el exterior con cavidad compuesta por un epitelio cúbico simple, posicionada 

dorsalmente al vitelo. La diferenciación de la cavidad, revestida por una simple camada de 

epitelio escamoso, ocurrió al día 1; las válvulas orales fueron observadas al día 2. 

Al día 3, se completó la diferenciación entre bucofaringe y esófago (Fig. 16). Al día 5, 

células sensoriales empezaron a diferenciarse en la región posterior de la cavidad bucal y 

las primeras papilas gustativas se formaron. Las papilas gustativas aumentaron en número y 
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tamaño mientras las larvas se desarrollaban. Entre los días 10 (4.0 ± 0.31 mm LE) y 15 

(4.59 ± 0.4 mm LE), las primeras células caliciformes y dientes faríngeos fueron 

observados. Estas células aparecen en la parte posterior de la mucosa bucofaríngea y tiñen 

primero de AA (pH 2.5) indicando la presencia de mucinas ricas en acido carboxílico; 

mientras las larvas crecen estas células, escasas a lo largo del epitelio bucofaríngeo, 

producen mucinas ácidas y neutras (positivo para AA pH 2.5/PAS). Los dientes faríngeos 

se encuentran localizados dorsalmente y ventralmente en la porción posterior de la cavidad 

bucofaríngea. Los dientes están compuestos de una pulpa dentaria, dentina y cubiertos por 

un epitelio simple. Al día 20 (5.25 ± 0.9 mm LE), los dientes sobresalieron en la premaxila. 

Al día 30 (725.1 UTA; 13.6± 1.6 mm LE), hay un incremento en el número de células 

caliciformes, papilas gustativas y dientes faríngeos y son visibles a lo largo de la cavidad 

bucofaríngea. 
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Figura 16. Región bucofaríngea (BF). a Larva del día 1; el asterisco indica la cavidad 
bucofaríngea. b Larva del día 2; presencia de las válvulas orales (VO). c, d Larva del día 
15; cabeza de flecha indica células caliciformes, flecha indica papilas gustativas. e Larva 
del día 20 con diente maxilar (DM); flecha indica papilas gustativas. f Diente faríngeo (DF) 
al día 30. H = hígado, E = esófago, GA = gota de aceite, V = vitelo. H-E (a,b,e) AA-PAS 
(c,d,f). Asterisco indica cavidad bucofaríngea. 
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7.3.2.3 Esófago 

Al momento de la eclosión, el esófago se presentó como un tubo corto e indiferenciado 

compuesto por un epitelio cúbico pseudoestratificado, continuo al intestino incipiente. Al 

día 3 (72.5 UTA empezó a diferenciarse de la cavidad bucofaríngea, formando un epitelio 

escamoso estratificado con paredes estrechas y cortas; adicionalmente, un proceso de 

estrechamiento se inició en la región posterior del esófago próxima al intestino anterior que 

posteriormente se diferenció en el estómago (Fig. 17).  

 

Figura 17. Esófago (E). a larva del día 3 con el esófago diferenciado y el future estómago 
(asterisco). b Larva del día 15; cabeza de flecha indica células caliciformes. c Larva del día 
20; pliegues longitudinales con células caliciformes (CC) teñidas con AA. (BF) = cavidad 
bucofaríngea, (R) = riñón, (H) = hígado, (GA) = gota de aceite. H-E (a, c) AA-PAS (b,d). 
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En este momento, la región posterior del esófago presentó pliegues longitudinales. Los 

pliegues en la región anterior fueron visibles al día 4 (96.7 UTA; 3.55 ± 0.17 mm LE); así 

como las primeras células caliciformes fueron observadas al día 5 (120.9 UTA). Hasta el 

día 7 (169.2 UTA; 3.88 ± 0.18 mm LE), las células caliciformes empezaron a secretar 

mucinas ácidas (positivas para AA pH 2.5). A lo largo del desarrollo de las larvas, el 

esófago presentó rápido desarrollo y funcionalidad con el aumento en el número y longitud 

de los pliegues, así como células secretoras de mucus. Escasas células caliciformes tiñeron 

únicamente de magenta, indicando la presencia de carbohidratos neutrales en el mucus. Al 

día 20 (483.4 UTA), hubo proliferación y aumento en el número de células caliciformes, 

presentando una mezcla de mucinas ácidas y neutras (positivas a PAS y AA pH 2.5). 

 

7.3.2.4 Estómago 

Una dilatación indiferenciada entre la parte posterior del esófago y la parte anterior del 

intestino, en donde el futuro estómago se diferenciará, estuvo presente al día 3 (72.5 UTA): 

sin embargo, la aparición de un estómago funcional no fue observada hasta el día 20 (483.4 

UTA), coincidiendo con la aparición de las primeras glándulas gástricas y el inicio de la 

diferenciación del estómago en tres regiones: pilórica (sin glándulas), cardiaca y fúndica 

(glandular). El epitelio de las regiones fúndica y cardiaca fue similar; en ambas regiones, la 

mucosa presentó muchas glándulas gástricas en las paredes dorsal y ventral y el epitelio 

gástrico revestido por abundantes células mucosas conteniendo mucopolisacaridos neutros 

(positivo para PAS). La región pilórica carece de glándulas gástricas y su pared más gruesa 

que las otras dos regiones. Al día 30 (725.1 UTA), se observaron más glándulas gástricas, 

así como un aumento en el tamaño de las regiones fúndica y pilórica. La mucosa del 

epitelio de la región fúndica fue revestida por una delgada camada de mucus, teñida de AA, 

mientras el epitelio de la región pilórica poseía mucinas ácidas y neutras (positivas a PAS y 

AA pH 2.5) (Fig. 18). 
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Figura 18. Estómago (ET). a Larva del día 3 con futuro estómago (*). b Larva del día 20 
con estómago desarrollado con sus tres regiones, pilórica (EP), fúndica (EF) y cardíaca 
(EC). c Larva del día 20 con el esfíncter pilórico (círculo). d Estómago fúndico (EF) con 
mucosa teñida con AA. e Glándulas gástricas (GG) en el estómago cardiaco. f Larva del día 
30. (IA) intestino anterior, (I) intestino, (H) hígado, (GA) gota de aceite, (P) páncreas, (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 eclosión hasta el día 3 (72.5 UTA), con el inicio de la alimentación exógena, ligeros 

cambios fueron observables en el intestino, como el cambio de epitelio cúbico a columnar, 

con núcleo basal y microvellosidades. Al día 4 (96.7 UTA), se observa la formación de la 

válvula intestinal, dividiendo el intestino en región anterior y posterior. Diversas vacuolas 

supranucleares eosinófilas se observaron en el intestino posterior, indicando actividad 

pinocítica en los enterocitos (digestión intracelular). Estas vacuolas aumentaron en número 

y se mantuvieron hasta el final del estudio al día 30 (725.1 UTA). 

El estrechamiento de la parte anterior del intestino y la separación al intestino medio fue 

observada al día 5 (120.9 UTA), cuando empezó la diferenciación, 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 día 7 (169.2 UTA), células 

caliciformes en el intestino anterior marcaron positivas a la tinción PAS, indicando la 

presencia de mucinas neutras; al día 20 (483.4 UTA), las células tiñeron tanto para mucinas 

ácidas como neutras (Positivas a PAS y AA pH 2.5) 

Al día 10 (241.7 UTA), se formó el loop intestinal para acomodar el aumento en longitud 

del tracto digestivo en la cavidad abdominal. Se observaron el aumento en el número de 

vacuolas supranucleares en la parte posterior del intestino, así como células caliciformes en 

las regiones anterior y media. Al día 15 (362.6 UTA), las células caliciformes también 

estaban presentes en la región posterior (positivas para PAS y AA pH 2.5). Las 

microvellosidades de las regiones anterior y media tiñeron fuertemente en color magenta 

(positiva para PAS), indicando mucosubstancias neutras. Al día 20 (483.4 UTA), escasas 

vacuolas lipídicas fueron observadas en las regiones anterior y media, incrementando con el 

tiempo. Los ciegos pilóricos, posicionados entre la región pilórica del estómago y la parte 

anterior del intestino, fueron observados al día 30 (725.1 UTA) (Fig. 19). 
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Figura 19. Intestino (I). a Larva del día 3, intestino sin región definida. b Larva del día 5 con tres 
regiones del intestino bien definidas, anterior (IA), media (IM), posterior (IP). c Larva del día 10. 
Vuelta del intestino y vacuolas supranucleares (cabeza de flecha). d Intestino anterior de larva del 
día 15, flecha larga indica células caliciformes teñidas con PAS, indicando mucinas neutras. e 
Intestino anterior de larva del día 20, flecha corta india células caliciformes ácidas. f Intestino 
posterior de larva del día 30, cabeza de flecha indica las vacuolas supranucleares, flechas cortas 
indican las células caliciformes. (D) deposiciones, (H) hígado, (P) páncreas, (R) recto, (*) futuro 
estómago. H-E (a,b,c) AA-PAS (d,e,f).  
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7.3.2.6 Glándulas digestivas accesorias (hígado y páncreas) 

Al día 1 (24.2 UTA), el hígado fue identificado como un clúster de células basofílicas 

esféricas localizadas posteriormente al vitelo. Entre los días 2 y 3 (48.3–72.5 UTA), los 

hepatocitos se presentaban con forma irregular con un núcleo grande y redondo y 

citoplasma reducido. Al día 3 (72.5 UTA), la vesícula biliar fue observada como un epitelio 

escamoso simple ubicado entre el hígado y el páncreas. Un mayor desarrollo del hígado fue 

observado al día 5 (120.9 UTA), con hepatocitos poligonales con núcleo redondo y rodeado 

por citoplasma eosinófilo. A lo largo del desarrollo, el hígado siguió su diferenciación; los 

hepatocitos se posicionaron alrededor de las sinusoides hepáticas. Al día 7 (169.2 UTA), el 

hígado aumentó su volumen y pequeños ductos fueron visibles entre el páncreas y el 

hígado. 

Al día 15 (362.55 UTA), espacios vacíos en los hepatocitos revelaron depósitos lipídicos 

que fueron removidos durante el proceso histológico; estos depósitos ocuparon la mayoría 

del citoplasma, desplazando el núcleo a la zona periférica. A lo largo del desarrollo, el 

hígado fue presentando acumulo de lípidos. Al día 20 483.4 UTA), el hígado ya se 

presentaba mayor vascularización con grandes ductos entre este y el páncreas. Al día 30 

(725.1 UTA), el hígado ya presentaba un elevado número de depósitos lipídicos, en el cual 

coincidió con el período de destete. 

Al día 2 (48.3 UTA), grupos de células piramidales basofílicas organizadas en acini 

empezaron a formar el páncreas exócrino. Al día 3 (72.5 UTA), fueron observados gránulos 

de zimógeno eosinófilos ubicados en el centro del acini y el ducto pancreático rodeado por 

epitelio cúbico simple. Mientras la larva se desarrollaba, el páncreas se expandía por toda la 

cavidad abdominal. Al día 10 (241.7 UTA), este se acomodó dentro del loop del intestino. 

Al día 20 (483.4 UTA), el islote de Langerhans, compuestos por pequeñas células con un 

citoplasma granular (páncreas endocrino), fue observado dentro del páncreas exócrino (Fig. 

20). 
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Figura 20. Glándulas accesorias. a Larva del día 2. Formación del páncreas (P) e hígado 
(H). b gránulos de zimógeno (*) en el páncreas exócrino en larva del día 3. c Larva del día 
10. Páncreas distribuido a lo largo de la cavidad abdominal. d Hígado vascularizado con 
varias venas (cabeza de flecha) en larvas del día 20. Flecha corta indica los islotes de 
Langerhans (páncreas endocrino). e Hígado de larva del día 30, flecha corta indica venas y 
cabeza de flecha indica gránulos lipídicos. (GA) gota de aceite, (IA) intestino anterior, (IP) 
intestino posterior, (V) vitelo, (VB) vesícula biliar, (VN) vejiga natatoria. H-E. 
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7.4 Experimento II. 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 

están 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 está presentado como longitud estándar en la figura 21. Al momento 

de la eclosión, la longitud estándar 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* 

 

 

 

Figura 21. Gráfica de crecimiento de larvas de Seriola rivoliana tratadas con y sin 
levadura. 
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7.4.2 Ontogenia de las actividades enzimáticas digestivas 

 

Actividad enzimática digestiva 

Las actividades específicas de enzimas pancreáticas, intestinal y del estómago, fueron 

analizadas a lo largo del desarrollo de las larvas de S. rivoliana, desde la eclosión hasta el 

día 30. 

La actividad específica de la amilasa (10.81 U mg proteína-1) fue detectada al día 5 (114.85 

UTA; 3.51 ± 0.18 mm LE), dos días después de la primera alimentación exógena. Los 

únicos días en que se pudo detectar actividad fueron los días 5, 7 (160.79 UTA; 3.88 ± 0.11 

mm LE) (11.79 U mg proteína-1) y 15 (344.55 UTA; 4.59 ± 0.39 mm LE) con actividad de 

17.56 U mg proteína -1). A partir del día 25 (574.25 UTA; 7.50 ± 1.11 mm LE) la actividad 

de la α-amilasa tuvo una caída acentuada hasta un nivel de no detección de actividad. Esta 

caída de la actividad fue observada después de la introducción de alimento inerte a la dieta 

de las larvas (Fig. 22a). 

Al momento de la eclosión, una baja actividad de la lipasa fue detectada (0.1 U mg 

proteína-1), incrementando rápidamente a 0.59 U mg proteína-1 al día 3 (68.91 UTA; 3.62 ± 

0.06 mm LE), concomitante al inicio de la alimentación exógena y disminución de 

actividad al día 7 (160.79 UTA) (0.37 U mg proteína-1). El pico de la actividad fue 

observado al día 15 (344.55 UTA) presentando actividad de 0.69 U mg proteína-1 cuando la 

larva ya había iniciado su alimentación con Artemia. Seguido del pico, la actividad 

específica de la lipasa disminuyó gradualmente hasta 0.39 U mg protéina-1 al día 25 

(574.25 UTA), cuando el período de co-alimentación con Artemia enriquecida y alimento 

inerte se dio inicio, siendo observado una discreta disminución (0.31 U mg proteína -1) al 

día 30 (689.91 UTA; 11.71 ± 1.59 mm LE) (Fig. 22b). Al momento de la eclosión la 

actividad específica de la tripsina fue detectada a un nivel muy bajo (0.045 U mg proteína-1) 

e incrementó acentuadamente al día 4 (91.88 UTA; 3.45 ± 0.2 mm LE) hasta 0.37 U mg-1, 

después de la primera alimentación exógena, presentando 0.97 U mg proteína-1 en el día 5 

(114.85 UTA). Al día 7 (160.79 UTA) la actividad disminuyó hasta 0.7 U mg proteína-1. La 

máxima actividad fue observada al día 15 (344.55 UTA) (1.36 U mg proteína -1). Después 

de este período, se pudo observar disminución en la actividad específica al día 25 (574.25 
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UTA) con 0.69 U mg proteína -1, llegando a 0.4 U mg proteína -1 al día 30 (689.1 UTA) 

(Fig. 22c). 

La actividad de la quimotripsina fue cercana a cero desde la eclosión hasta el día 2 (45.94 

UTA) (0.0005 U mg proteína-1). Al día 3 (68.91 UTA) y 4 (91.88 UTA), la actividad 

específica era todavía baja (0.0064 y 0.02 U mg proteína-1, respectivamente). Al día 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 proteína -1). Después del pico de actividad, una 

acentuada reducción fue observada en el día 7 (160.79 UTA), cuando la actividad bajó a 

0.06 U mg proteína-1. Al día 15 (344.55 UTA) hubo un incremento en la actividad llegando 

a 0.2 U mg proteína-1 y un discreto aumento al día 25 (574.25 UTA), disminuyendo hasta 

0.074 U mg proteína-1 al día 30 (689.1 UTA) (Fig. 22d). 

La actividad de la pepsina no pudo ser detectada hasta el estadio de flexión en el día 15 

(344.55 UTA) (3.85 U mg proteína-1), concomitantemente al inicio de la alimentación con 

metanauplio de Artemia enriquecido. A lo largo del desarrollo la actividad incrementó 

progresivamente con 11 U mg proteína-1 en el día 25 (574.25 UTA), alcanzando la mayor 

actividad al día 30 (689.1 UTA) con 20.42 U mg proteína-1 (Fig. 22e). 

La actividad de la fosfatasa alcalina pudo ser observada al momento de la eclosión (137.5 U 

mg proteína -1). Una disminución en la actividad (68. 13 U mg proteína-1) fue observada al 

día 2 (45.94 UTA) seguido de un aumento al día 3 (68.91 UTA) alcanzando el pico de 

actividad a lo largo del desarrollo en esta edad 384.5 U mg proteína -1. La actividad 

disminuyó hasta el día 4 (91.88 UTA) 187.7 U mg proteína -1, hasta 134 U mg proteína-1 en 

el día 5 (114.85 UTA), 29.9 U mg proteína-1 al día 7 (160.79 UTA) y 50.37 U mg proteína -

1 al día 15 (344.55 UTA). Al día 30 (689.1 UTA) la actividad específica fue de 21.83 U mg 

proteína -1 (Fig. 22f). 
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Figura 22. Actividad específica de enzimas digestivas durante el desarrollo de Seriola 
rivoliana. Media ± DE, las letras indican diferencias estadísticas entre las edades (P<0.05). 
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7.4.3 Maduración del tracto digestivo 

 

Actividad enzimática 

Las actividades absolutas de determinadas enzimas pancreáticas, intestinal y del estómago, 

fueron analizadas en los días 15 y 30 en larvas del control y del tratamiento con levadura, 

representadas en la figura 23. Al determinar la actividad enzimática, se encontraron 

diferencias estadísticas entre los tratamientos (P<0.05).  

La actividad de α-amilasa al día 15 en el grupo control fue de 2.62 ± 2.4 U individuo-1, en 

el tratamiento con levadura fue de 3.48 ± 0.4 U individuo -1. Al día 30 en el grupo control la 

actividad de la α-amilasa no fue detectada, sin embargo, en el tratamiento con levadura la 

actividad fue de 5.79 ± 2.8 U individuo -1.  

La actividad de la pepsina en el grupo control fue de 124.7 ± 69.8 U individuo -1 al día 15 y 

576.3 ± 46.1 U individuo -1 al día 30; en el tratamiento con levadura la actividad de la 

pepsina en los días 15 y 30 fue de 91.40 ± 35.5 y 1001.48 ± 170.7 U individuo -1, 

respectivamente.  

La actividad de la fosfatasa alcalina al día 15 en el grupo control fue de 124.90 ± 5.3 U 

individuo-1, en el tratamiento con levadura fue de 120.57 ± 9.4 U individuo-1. Al día 30 en 

el grupo control la actividad de la fosfatasa alcalina fue de 722.58 ± 44.5 U individuo-1, ya 

en el tratamiento con levadura la actividad fue de 1340.40 ± 162.3 U individuo-1.  

La actividad de la lipasa al día 15 fue de 0.85 ± 0.2 U individuo-1 en el control y 0.84 ± 0.1 

U individuo-1 en el tratamiento con levadura. Al día 30, la actividad en el grupo control fue 

de 13.89 ± 1.7 U individuo-1 y 16.16 ± 1.4 U individuo-1 en el grupo tratado con levadura. 

La tripsina al día 15 en el grupo control presentó actividad de 4.33 ± 1.0 U individuo-1, y al 

día 30 la actividad fue de 19.67 ± 8.4 U individuo-1. En el grupo tratado con levadura 

presentó actividad al día 15 y 30 de 4.46 ± 0.3 U individuo-1 y 19.86 ± 5.8 U individuo-1
. 

Al día 15 la quimotripsina presentó actividad de 0.62 ± 0.1 U individuo-1 en el grupo 

control y 0.64 ± 0.2 U individuo-1 en el grupo tratado con levadura. Al día 30, las 

actividades fueron 5.90 ± 2.5 U individuo-1 y 6.93 ± 1.6 U individuo-1 en el control y 

tratamiento con levadura, respectivamente. 
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Figura 23. Efecto de la levadura sobre la actividad enzimática digestiva en larvas de 
Seriola rivoliana con y sin levadura. Control: barras negras; Levadura: barras grises. Los 
datos están representados en medias ± DE. Asteriscos indican diferencias significativas 
entre los tratamientos (P < 0.05; n = 8). 
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Al día 15, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos en ninguna de las enzimas 

digestivas analizadas, sin embargo, al día 30 las enzimas α-amilasa, pepsina y fosfatasa 

alcalina presentaron diferencias en las larvas tratadas con levadura, con mayor actividad, 

comparadas con el control. Las demás enzimas, lipasa, tripsina y quimotripsina no 

presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. 
 

Producción de mucinas en el intestino 

Al día 30, se registró un incremento en la cantidad de mucinas en el intestino con respecto 

al día 15. El análisis estadístico de los datos obtenidos al día 15 no mostró diferencia 

significativa entre el grupo control y el grupo con levadura, sin embargo, al día 30 el grupo 

tratado con levadura demostró mayor producción de mucinas comparado con el grupo 

control (P<0.05). El grupo control presentó un porcentaje de producción de mucinas al día 

15 y 30 de 1.07% ± 0.5 y 1.49% ± 0.3, respectivamente. El grupo tratado con levadura 

presentó un promedio de 0.77% ± 0.6 al día 15 y 2.90% ± 1.1 al día 30 (Fig. 24). 
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Figura 24. Efecto de la levadura sobre la producción de mucinas en intestino de Seriola 
rivoliana con y sin levadura. Los datos están representados como el porcentaje de mucinas 
en los días 15 y 30; medias ± DE. Asteriscos indican diferencias significativas entre los 
tratamientos (P < 0.05; n = 20). 
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7.4.5 Expresión de genes 

 

La expresión relativa normalizada de los genes involucrados en la diferenciación y 

proliferación celular seleccionados en este estudio, no presentaron diferencia significativa 

entre los tratamientos en los días 6 y 25, sin embargo, al día 15 el control presentó una 

sobreexpresión del gen colágeno 1α1 y el tratamiento con levadura presentó una 

sobreexpresión de IGF1. Al día 30 una sobreexpresión fue observada para las larvas 

tratadas con levadura en los genes BMP, COL1α1 y PCNA (P < 0.05) (Fig. 25).  

 

Figura 25. Efecto de la levadura sobre la expresión de genes involucrados a la 
diferenciación y proliferación celular en larvas de Seriola rivoliana. Control (negro); 
Levadura (gris). Los datos están 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 mineralización ósea y deformidades esqueléticas 

 

Al final del experimento, las larvas alimentadas con levadura presentaron un mayor grado 

de mineralización en las estructuras del cráneo (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 consideración la mineralización 

de las 3 epurales y de las 5 hipurales. Para la región del cráneo, se llevó a cabo la 

observación del metapterigoide y el etmoidal lateral, el 48% presentó 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 mineralización entre los tratamientos, 

para la evaluación de la columna vertebral, aparte de las 24 vértebras, también se 

contempló el urostilo. 

No se demostró 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 presentó el 10% de larvas deformes contra el 27.5% del control, 

en dónde se pudo observar fusión y compresión de vértebras (Fig. 28). 
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Figura 26. Grado de mineralización ósea en la región craneofacial representada en 
porcentaje (gráfica). a) larva con poca mineralización; b) larva con mineralización parcial; 
larva con cráneo mineralizado. Asterisco indica diferencias significativas entre los 
tratamientos de acorde al grado de mineralización (P < 0.05). 
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Figura 27. Grado de mineralización ósea en las regiones del complejo caudal y columna 
vertebral reportada en porcentaje (gráfica). a) Larva con poca mineralización; b) larva con 
mineralización parcial; larva con cráneo mineralizado. Asterisco indica diferencias 
significativas entre los tratamientos de acorde al grado de mineralización (P < 0.05). 
 

 



68 
 

 

Figura 28. Deformidades esqueléticas en larvas de Seriola rivoliana representada en 
porcentaje (gráfica). a) larva con compresión y fusión de vértebras; 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 Análisis transcriptómico 

 

Del ensamble de las 8 librerías 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 proteínas con anotación contra la base de datos 

SwissProt y 19,154 proteínas con termino ontológico (GO) asignado fueron identificadas 

(Tabla VI). 
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Tabla VI. Estadísticas descriptivas obtenidas a partir del ensamble de novo de 
transcriptoma de Seriola rivoliana. 

Transcritos ensamblados 125,286 
Genes identificados 84,048 
Tamaño N50 de transcritos 2,035 pb 
Proteínas identificadas 81,258 
Proteínas completas 41,998 
Parciales internos 11,978 
Parciales 5' 21,079 
Parciales 3' 6,203 
Proteínas con anotación SwissProt (e-value < 1e-5) 45,690 
Proteínas con término ontológico asignado 19,154 

 
El enriquecimiento de los términos GO sobrerepresentados en los genes expresados 

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

desarrollo (día 15 y día 30) en las larvas tratadas con levadura (Tablas VII y VIII). 

 
Tabla VII. Principales procesos anotados y sobrerepresentados en el día 15 en larvas 
tratadas con levadura. 
Proceso (GO) GO ID # Genes 
Digestion GO:0007586 3 
Aspartic-type endopeptidase activity GO:0004190 2 
Aspartic-type peptidase activity GO:0070001 2 
Hydrolase activity GO:0016787 4 
Hydrogen:potassium-exchanging ATPase activity GO:0008900 1 
Extracellular region GO:0005576 3 
Cell wall chitin metabolic process GO:0006037 1 
Cell wall polysaccharide metabolic process GO:0010383 1 
Endopeptidase activity GO:0004175 2 
Lysozyme activity GO:0003796 1 
Cell wall macromolecule metabolic process GO:0044036 1 
Production of molecular mediator involved in 
inflammatory response 

GO:0002532 1 

Positive regulation of chemokine secretion GO:0090197 1 
Catalytic activity GO:0003824 4 
Sodium:potassium-exchanging ATPase activity GO:0005391 1 
 
 
 



70 
 

Tabla VIII. Principales procesos anotados y sobrerepresentados en el día 30 en larvas 
tratadas con levadura. 
Proceso (GO) GO ID # Genes 
Response to lipid GO:0033993 5 
Response to ketone GO:1901654 3 
Response to organic substance GO:0010033 6 
Response to oxygen-containing compound GO:1901700 5 
Response to hormone GO:0009725 4 
Response to chemical GO:0042221 6 
Cellular response to hormone stimulus GO:0032870 3 
Cellular response to ketone GO:1901655 2 
Response to alcohol GO:0097305 3 
Response to fatty acid GO:0070542 2 
25-hydroxycholecalciferol-24-hydroxylase activity GO:0008403 1 
1-alpha,25-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase activity GO:0030342 1 
Vitamin D 24-hydroxylase activity GO:0070576 1 
Mitochondrial intermembrane space GO:0005758 2 
Organelle envelope lumen GO:0031970 2 
Vitamin D catabolic process GO:0042369 1 
Negative regulation of integrin activation GO:0033624 1 
Negative regulation of eosinophil migration GO:2000417 1 
Regulation of eosinophil extravasation GO:2000419 1 
Negative regulation of eosinophil extravasation GO:2000420 1 
Cellular response to tumor cell GO:0071228 1 
Vitamin D receptor signaling pathway GO:0070561 1 
Response to endogenous stimulus GO:0009719 4 
Mitochondrial part GO:0044429 4 
Response to glucose GO:0009749 2 
Response to hexose GO:0009746 2 
Response to monosaccharide GO:0034284 2 
 

Abundancia y expresión diferencial 

 

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

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

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

día 15, el número de genes sobreexpresados fue de 398 genes. Ya en el tratamiento con 

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

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

sus réplicas y las diferentes etapas de desarrollo fue mayor en el tratamiento levadura día 
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15 con correlación promedio de 0.87, y la correlación más baja fue observada en el control 

día 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 dimensión 1 demostrando la calidad en el manejo del material biológico y de la 

preparación de las librerías.  
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Figura 29. Análisis multidimensional para cada comparación de la expresión diferencial de 
larvas de Seriola rivoliana. Los genes expresados diferencialmente (P < 0.001) están 
representados por puntos rojos; los demás genes están representados por puntos negros. a 
representa el tratamiento con levadura vs el control al día 15. b representa el tratamiento 
con levadura vs el control al día 30. Los datos fueron graficados por fold-change (eje de Y; 
escala logarítmica) y por los niveles de expresión (conteo de lecturas; eje de X, escala 
logarítmica). 
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Figura 30. Matriz de correlación de las muestras de larvas de Seriola rivoliana tratadas con 
y sin levadura de los días 15 y 30. 
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Figura 31. Gráfica de escalamiento multidimensional (MDS) de las librerías de Seriola 
rivoliana. 
 

 
8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Incorporación 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), 

además, la alimentación con alimento vivo ofrece una posibilidad de utilización como 

vectores que permiten que la comunidad bacteriana del hospedero sea modificada a través 

de la adición de probióticos (Vine et al., 2006). La Artemia y el rotífero son adecuados para 

la utilización como vectores por poseer un comportamiento alimentario no selectivo y por 

ser el primer alimento exógeno de larvas de peces, éstos pueden transferir los beneficios del 
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probiótico al hospedero en las primeras etapas de desarrollo.  Se pudo verificar que Artemia 

y rotífero 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 utilización del alimento vivo como vector de probióticos es ampliamente utilizada en la 

piscicultura. Gatesoupe (1994) utilizó el rotífero B. plicatilis como vector de LAB y 

verificó la resistencia de S. maximus contra Vibrio patógenas. Una cepa de LAB fue 

cultivada e introducida diariamente para enriquecer al rotífero, a una razón de 4x105 

UFC/mL. Una vez infectada la larva, ésta tuvo supervivencia de 53% cuando fue 

comparada a 8% del tratamiento sin probiótico. 

En el estudio de Carnevali et al. (2006) utilizaron rotíferos y Artemia como vectores del 

probiótico L. delbrueckiy pudieron comprobar la eficiencia de estos vectores donde los 

tratamientos que recibieron el probiótico 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, además de un incremento en 6 veces en 

la expresión de igf1.Un punto importante a tonarse en cuenta es el período de incubación. 

Picchietti et al. (2007) utilizaron dos cepas de bacterias ácido lácticas L. fructivorans y L. 

plantarum, a una concentración total de 1010 UFC/g de pellet (105 bacteria mL-1) y luego 

incubadas por 15 minutos con el alimento vivo (rotíferos y Artemia). El tiempo de 

incubación corrobora con Burgoin (2015) donde al incubar los rotíferos B. rotundiformis 

con D. hansenii observó que 15 minutos fue el tiempo adecuado una vez que pasado ese 

período el rotífero ya empezaba con la deposición. Dehghan et al. (2011) utilizaron 

períodos de incubación 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 104 UFC mL-1 la supervivencia del metanauplii era muy baja 

debido al carácter 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 más cortos se tiene una buena asimilación de la levadura 

por parte del alimento vivo, así mismo como Rousseau (2013), que verificó el tiempo de 

incubación de la levadura D. hansenii en B. plicatilis y Artemia. Ella concluyó que para el 
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B. plicatilis el tiempo ideal de incubación fue de 30 minutos. Este tiempo fue superior al 

tiempo observado en ese trabajo, eso debido a que 30 minutos fue el tiempo mínimo de 

incubación utilizado por Rousseau (2013), sin embargo, una vez pasados los 30 minutos la 

concentración de levaduras en el vehículo, fue reducida de manera acentuada, mismo 

patrón observado en el presente trabajo. Para los metanauplios de Artemia se obtuvo un 

resultado satisfactorio a los 30 minutos, luego una caída de la concentración de levaduras a 

los 60 minutos con una recuperación de la concentración de células a las 4 horas de 

enriquecimiento. Este valor también difiere del presente trabajo, donde la concentración 

ideal fue alcanzada a los 45 minutos, seguida de deposición de la levadura. El hecho de que 

los tiempos de incubación de este trabajo y del trabajo de Rousseau (2013) sean diferentes, 

puede deberse a los intervalos aplicados para observar la incubación, 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 incubación es 

eficiente para enriquecer el alimento vivo. Cabe resaltar que un período corto de incubación 

facilita el manejo en el cultivo larvario.  

Además del tiempo y concentración de levadura incubada, es necesario saber si la 

integridad del probiótico 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 electrónica 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 suspensión bacteriana, hubo un rápido descenso en el contenido 

bacteriano, este descenso puede ser debido a la remoción de la bacteria luego de lavados y 

pasados a agua de mar estéril. Sugiriendo que la bacteria detectada es la que colonizó el 

interior del tracto y se adhirió 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 eclosión 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 una talla de 4.3 mm al día 0.  

Las características anatómicas requeridas para el inicio de la alimentación exógena son 

aquellas relacionadas con la localización de la presa (órganos quimiosensoriales, ojos), 

captura (boca, aletas), ingestión y digestión (sistema digestivo) (Yúfera y Darías, 2007) en 

ese ámbito, se observa que el momento de primera alimentación, los ojos y boca ya se 

habían desarrollado y que el tracto digestivo siguió su desarrollo normal desde una 

observación 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 caracterización de esta especie 

estaba basada en estudios realizados con otras especies de Seriola e incluso con otros peces 

óseos. Cabe resaltar que, aunque los mecanismos básicos de desarrollo larval no se difieren 

mucho entre teleósteos, hay variabilidad interespecíficas 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 verificó que la mayoría de los eventos que ocurrieron durante el desarrollo 

de S. rivoliana, en S. lalandi ocurrieron en tiempos inferiores (Chen et al., 2006), como la 

compartimentación y depleción de vitelo y gota de aceite del tracto que en S. rivoliana que 

fue observado en el día 8 (192 UTA) y en S. lalandi son observados en los días 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 día 5 (3.51 mm LE), concordando con el trabajo de Dopico (2010). Al día 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 relación directa 

entre las deformidades esqueléticas (lordosis, cifosis) y vejigas natatorias no insufladas 

(Kitajima et al., 1981). En S. lalandi la mayoría de las larvas presentan la vejiga insuflada 

en el día 5 (Wooley y Qin, 2013). 

En este sentido, Dopico (2010) observa que al día 15 inicia la flexión de la notocorda y que 

al día 20 la notocorda ya está flexionada, el mismo patrón fue observado en este estudio, 

mientras que en el presente trabajo, la caracterización morfológica de los eventos del 

desarrollo coincide con la clasificación de las fases larvales adoptada de modo general para 

teleósteos (Gisbert et al., 2004), presentando la etapa de larva vitelogénica, larva en 

preflexión de la notocorda, larva en flexión y larva en postflexión. Estos resultados 

presentan una aproximación 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 I. Ontogenia del tracto digestivo de larvas de Seriola rivoliana y 
definición del protocolo de producción de larvas. 
 

8.3.1 Desarrollo ontogénico 

 

El entendimiento de la diferenciación del tracto digestivo y glándulas digestivas accesorias 

a lo largo del desarrollo larvario es esencial para la sincronización del desarrollo fisiológico 

con las prácticas de alimentación y protocolos de cría (Lazo et al., 2011; Rønnestad et al., 

2013), que es de especial importancia para nuevas especies acuícolas. A pesar de que los 

mecanismos básicos del desarrollo larval no se diferencian tanto entre los teleósteos, hay 

variabilidad interespecífica en relación 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 teleósteos 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), así 

como de otros peces marinos de aguas cálidas 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 eclosión, las larvas de S. rivoliana tiene un tracto digestivo 

indiferenciado con un tubo estrecho y cerrado en sus extremidades organizado por células 

cúbica lineando dorsalmente el saco vitelínico con una gota de aceite. Durante el período 

entre la eclosión y el inicio de la alimentación exógena 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 alimentación 

exógena y la relación 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, esófago, estómago indiferenciado, intestino, así como la pigmentación del ojo.  

Las características anatómicas requeridas para el inicio de la alimentación exógena son 

aquellas necesarias para la localización de la presa (ojos y órganos quimiosensoriales), 

captura (boca, cola y musculatura troncal), ingestión y digestión (Yúfera y Darias, 2007), 

que estaban bien desarrolladas en las larvas de S. rivoliana al momento de la primera 

alimentación. 

Aunque 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 

rotíferos enriquecidos fueron visibles en su tracto digestivo. En consecuencia, al inicio del 

estadio de pre-flexión, un periodo de nutrición mixta, basado en los restos de reservas del 

saco vitelino y rotíferos enriquecidos ocurrió de las 72.5 hasta las 120.9 UTA. 

De acuerdo a Rønnestad et al. (2013), las larvas de peces reciben información de su entorno 

por medio de sus órganos sensoriales. El tipo e intensidad de sus respuestas depende de la 

naturaleza del estímulo, del estadio de desarrollo y de la especie. El alimento es detectado 

por medio de un amplio rango de estímulos químicos (olfato y papilas gustativas), visuales 

(ojos), y mecánicos (neuromastos libres y línea lateral). En S. rivoliana, las primeras 

papilas gustativas empiezan a diferenciarse durante el estadio de pre-flexión a las 120.9 

UTA, las células caliciformes se vuelven funcionales a las 169.2 UTA (3.88 ± 0.18 mm 



80 
 

LE) al día 7; mientras, los primeros dientes faríngeo 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 selección de alimento y que juegan un papel crucial en la gustación: 

busca y reconocimiento del alimento (quimiorecepción) y son utilizadas para seleccionar el 

potencial alimento, tanto seleccionando como rechazando sustancias de acuerdo a su 

potencial comestible (Sánchez-Amaya et al., 2007), con respecto al inicio de   la 

alimentación exógena, se sugiere que la visión juega el papel más destacado en la detección 

de la presa durante las primeras etapas del desarrollo. 

Después de la diferenciación del hígado y páncreas durante el estadio de pre-flexión, los 

gránulos de zimógeno, precursores de enzimas digestivas pancreáticas, fueron observados 

en el interior de los pancreocitos del páncreas exócrino. Entre las diferentes enzimas 

digestivas pancreáticas, las enzimas proteolíticas son particularmente significantes en los 

primeros estadios de las larvas ya que la proteasa ácida del estómago, pepsina, aún no es 

funcional y el estómago todavía no está bien desarrollado (Rønnestad et al., 2013). A 

medida que las larvas crecían, el páncreas se volvió difuso, ocupando la cavidad 

abdominal; este es un patrón común con algunas excepciones (Harder, 1976). La vesícula 

biliar almacena la bilis, que participa en la digestión promoviendo la absorción de ácidos 

grasos por medio de la emulsificación de la grasa y neutraliza la acidez en el quimo. Al 

inicio de la alimentación exógena, 72.5 UTA al día 3 (3.5 ± 0.09 mm LE), se observa la 

vesícula biliar, similar al Atractoscion nobilis (3.6 mm TL) cultivado a 18° C, pero más 

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 vesícula biliar no fue observada hasta 

las 120 UTA al día 5 (Chen et al., 2006). 

El hígado es un buen biomarcador para los efectos nutricionales de diferentes 

composiciones dietéticas y regímenes de alimentación porque sus reservas de energía 

responden de manera sensible y rápida a los cambios nutricionales en las larvas de los 

peces (Gisbert et al., 2008). En el presente estudio, al inicio del estadio de flexión a las 

362.6 UTA (4.59 ± 0.4 mm LE), pocos gránulos lipídicos se observaron en el hígado. Estos 

fueron aumentando en tamaño y número durante el período de post-flexión. La mayor 
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acumulación de lípidos en el parénquima hepático durante los estadios de flexión y post-

flexión, comparados con estadios más tempranos de desarrollo puede ser atribuido al mayor 

contenido de lípidos en los metanauplios de Artemia enriquecida y en alimento inerte, en 

comparación con las presas vivas (rotíferos y nauplios de Artemia), así como mayor 

eficiencia en la digestión de lípidos resultado de una mayor absorción del intestino y 

almacenamiento en el hígado (Boglino et al., 2012). El incremento de la deposición de 

lípidos está asociado con un aumento en las inclusiones de lípidos en el intestino anterior de 

S. rivoliana, que es probablemente debido porque la tasa de absorción de estos nutrientes 

excedió la tasa de síntesis de lipoproteínas y así los lípidos absorbidos, se acumularon en el 

intestino (Sheridan, 1988), en lugar de una incapacidad para metabolizarlos, ya que el 

rendimiento del crecimiento y los datos histológicos así lo indicaron. Independientemente 

del aumento en los depósitos de lípidos en el hígado e intestino de juveniles tempranos de 

S. rivoliana, ninguna histopatología fue observada entre los especímenes; sin embargo, los 

efectos a largo plazo al utilizar estos alimentos, deben ser evaluados en términos de salud y 

condición del hígado (Gisbert et al., 2005). 

Otro evento importante en el desarrollo del tracto digestivo es la aparición de las células 

caliciformes, que son responsables por la producción de mucus que previene daños físicos 

y químicos de la mucosa digestiva, soporte de absorción y transporte de macromoléculas a 

través del epitelio digestivo (Sarasquete et al., 2001), además de funcionar como barrera 

inmune contra bacterias intestinales potencialmente patógenas (McGuckin et al., 2011). 

Estas células están distribuidas generalmente a lo largo del tracto digestivo y en S. rivoliana 

fueron observadas primeramente en el esófago dos días después del inicio de la 

alimentación exógena en el día 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 ácidas y neutras. La variabilidad en 

las propiedades histoquímicas de las mucinas producidas en ambas especies al inicio de su 

desarrollo, es atribuida a la secuencia de cambios en la biosíntesis del mucus (Sarasquete et 

al., 2001), ya que las células caliciformes esofágicas produjeron una mezcla de 
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mucosustancias ácidas y neutras en etapas tempranas del desarrollo en S. rivoliana 

(presente estudio) y S. lalandi (Chen et al., 2006). El mismo proceso ocurre en las células 

caliciformes intestinales y bucofaríngeas en S. rivoliana, aunque estas aparecieron después 

que las del esófago (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 I contienen 

apenas mucinas neutras y las del tipo II contienen mucinas ácidas. Las células del tipo II 

son células mucosas inmaduras, ya las células mucosas del tipo III contienen tanto mucinas 

acidas como neutras y son células mucosas maduras (Zhang et al., 2016). Por lo tanto, el 

tiempo de aparición y desarrollo de las células caliciformes, así como de sus propiedades 

histoquímicas bajo diferentes condiciones de cultivo y protocolos de alimentación, pueden 

ser utilizados como biomarcadores celulares para evaluar la condición larval de los peces, 

usando la microscopía. 

El intestino pasa por muchas transformaciones durante el desarrollo de la larva donde se 

dan una serie de procesos desde el inicio de la alimentación exógena, la digestión de 

proteínas en las larvas de peces altriciales se inicia en el intestino medio, cuando el 

alimento ingerido se mezcla con las secreciones pancreáticas y la bilis de la vesícula biliar 

(Conceição et al., 2011; Rønnestad et al., 2013). Sin embargo, el tracto digestivo todavía 

no está completamente desarrollo, con la ausencia de un estómago funcional, hasta el 

período de post flexión (>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 

digestión y absorción de proteína por pinocitosis. En muchas especies estudiadas, las 

vacuolas supranucleares están presentes a lo largo del período larval, a pesar de que su 

número y tamaño disminuyen con la diferenciación del estómago y la digestión 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 presentó has las 112.0 UTA 

(Ma et al., 2014). En S. lalandi, estas vacuolas desaparecieron cuando las glándulas 

gástricas ya estaban presentes. En S. rivoliana, aunque se logró el desarrollo completo del 

estómago a las 725.1 UTA (13.6 ± 1.6 mm LE), estas vacuolas seguían presentes en el 

intestino posterior. En la mayoría de las especies de peces, estas vacuolas desaparecen casi 
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por completo cuando se da lugar a la digestión extracelular de proteínas; sin embargo, bajo 

las condiciones experimentales del presente estudio, los procesos pinocíticos en la mucosa 

intestinal, junto con glándulas gástricas diferenciadas ocurrieron durante un largo período y 

la sustitución gradual de la absorción por pinocitosis de proteínas y la digestión intracelular 

por digestión extracelular indicaron que las glándulas gástricas no estaban completamente 

funcionales hasta las últimas etapas del desarrollo. Como consecuencia, un largo período de 

coalimentacion durante el proceso de destete es recomendado para una adecuada digestión 

y asimilación de la dieta. 

En muchas especies de peces, un estómago incipiente se puede observar poco después de la 

eclosión en la transición entre el esófago y el intestino; este es el último órgano del sistema 

digestivo en diferenciarse (Zambonino-Infante et al., 2009). La aparición de las glándulas 

gástricas normalmente indica la formación de un estómago funcional. Que es también un 

criterio histológico para diferenciar entre larvas y juveniles (Rønnestad et al., 2013). 

Además, las células mucosas en el epitelio que recubre el lumen del estómago producen y 

secretan glicoconjugados neutrales que apoyan la funcionalidad del estómago, y 

mucosustancias neutras que protegen el estómago del proceso de auto-digestión causado 

por HCl y enzimas producidas por las glándulas gástricas (Sarasquete et al., 2001). En S. 

rivoliana, se distinguieron tres regiones histológica y anatómicamente diferentes en el 

estómago: las regiones cardíaca, fúndica y pilórica. La primera glándula gástrica en S. 

rivolina se observó a las 483.4 UTA, más 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 glándulas 

gástricas en S. rivoliana fue más temprano que en comparación 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 (Peña et al., 2016) y Totoaba macdonaldi a las 576 UTA (Galaviz et al., 

2015). Aunque las glándulas gástricas indican el momento del desarrollo del estómago 

desde un punto de vista histológico (Zambonino-Infante y Cahu, 2001), éstas no 

necesariamente son funcionales. Las glándulas gástricas se pueden desarrollar algunos días 

antes que los mecanismos de secreción de ácido clorhídrico y pespsinógeno estén 

establecidos, dando lugar a una brecha entre la aparición de la glándula gástrica y la 
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funcionalidad secretora (Rønnestad et al., 2013). El estómago posée fuerte actividad 

peristáltica y contráctil que contribuye a la degradación mecánica de los alimentos 

ingeridos y una mejor mezcla de los contenidos gástricos, que proporciona una exposición 

más fácil de las proteínas del alimento a las condiciones proteolíticas ácidas (Conceição et 

al., 2011). La formación de la parte fúndica del estómago debe ser un indicador importante 

de la función estomacal, ya que el estómago fúndico no solo incluye las glándulas gástricas, 

sino que también proporciona más espacio para almacenar los alimentos durante un largo 

período para que se mezclen completamente con las enzimas digestivas (Chen et al., 2006). 

En el presente estudio, el estómago fúndico fue observado a las 483.4 UTA. En este 

estadio, mucinas neutras (PAS-positivo) fueron observadas en la mucosa del estómago. El 

desarrollo más temprano de la región fúndica, con la posterior proliferación de las 

glándulas gástricas, indicó que la digestión mecánica es más importante que la digestión 

ácida en el estómago desde 483.4 hasta las 725.1 UTA, lo cual está concuerda con las 

dificultades para el destete de esta especie durante el desarrollo temprano. 

Los ciegos pilóricos proporcionan absorción de nutrientes (lípidos) y digestión, 

principalmente por un aumento en el área de superficie, sin aumento en la longitud o grosor 

del intestino (Comabella et al., 2013). En general, es aceptado que la aparición de los 

ciegos pilóricos indica la transición del período larval al de juvenil (Zaiss et al., 2006). En 

larvas de S. rivoliana, los ciegos pilóricos fueron observados al día 30 (725.1 UTA), 10 

días después de la aparición de las glándulas gástricas al día 20 (483.4 UTA), pero 

coincidiendo con su proliferación, el mismo patrón observado en Miichthys miiuy (Shan et 

al., 2016) y en A. regius (Solovyev et al., 2016). En S. lalandi, los ciegos pilóricos fueron 

observados al día 18 (432.0 UTA), tres días después de las glándulas gástricas (día 15; 360 

UTA) (Chen et al., 2006). Esto confirma las diferencias existentes en el desarrollo entre 

estas dos especies estrechamente relacionadas. 

En conclusión, el desarrollo de las larvas de S. rivoliana sigue el mismo patrón observado 

por otros teleósteos pelágicos. En la etapa vitelínica (de la eclosión hasta 48.34 UTA), las 

larvas fueron dependientes del alimento endógeno y el tracto digestivo pasó por 

modificaciones para facilitar el inicio de la alimentación exógena; en la etapa de pre-flexión 

(72.51-362.55 UTA), las larvas son capaces de depredar, ingerir y digerir alimentos 
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exógenos; en la etapa de flexión (>483.4 UTA), las larvas se vuelven juveniles, desde el 

punto de vista histológico, con estómago funcional y ciegos pilóricos, además de un 

aumento acelerado en la longitud. Este estudio indica que el período ideal para el inicio del 

destete es a las 483.4 UTA, una vez que las glándulas gástricas y la región fúndica del 

estómago son observadas; sin embargo, un período de coalimentación es recomendado para 

este pez de rápido crecimiento. El estudio del tracto digestivo de las larvas de S. rivoliana 

nos proporciona información valiosa sobre su biología y fisiología digestiva, siendo los 

primeros órganos a identificarse en los eventos morfofuncionales a nivel histológico, 

siendo útil para mejorar las técnicas de cultivo e identificar las características ecológicas 

relacionadas con su ontogenia. 

 

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

8.4.1 Ontogenia de la actividad enzimática 

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 

fisiológicos digestivos durante su ontogenia temprana. En este sentido, varios estudios se 

han llevado a cabo para describir el patrón de actividad de enzimas digestivas de otros 

teleósteos marinos de rápido crecimiento, incluyendo a la especie cercana a S. rivoliana, el 

jurel S. lalandi (Chen et al., 2006b). El patrón 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), así como de otros peces marinos de rápido 

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 hábitos carnívoros es bastante similar entre ellos, 

con algunas diferencias en el momento de la primera detección, variaciones a lo largo del 

desarrollo y diferencias entre las técnicas de detección. Un resumen de la actividad inicial 

encontrada en diferentes peces marinos carnívoros se muestra en la tabla IX. 
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Algunas diferencias observadas en el desarrollo morfológico y actividad enzimática, como 

la aparición de glándulas digestivas y actividad de la pepsina pueden estar relacionadas a 

las diferentes condiciones experimentales de cultivo (temperatura, fotoperiodo y calendario 

de alimentación), sin embargo, la mayoría de los eventos morfológicos que ocurren durante 

el desarrollo de S. rivoliana pueden ser relacionados con la actividad enzimática digestiva. 

La actividad de la pepsina no fue detectada hasta el día 15 (344.55 UTA; 4.59 ± 0.39 mm 

LE). Como una tendencia general, después de la aparición de las glándulas gástricas y 

secreción de ácido clorhídrico, se da la conversión de pepsinógeno en pepsina lo que 

facilita la digestión de proteínas y consecuentemente, la completa hidrólisis de proteínas a 

péptidos y aminoácidos a través de la acción de la tripsina, quimotripsina y 

aminopeptidasas en la región media y posterior del intestino (Govoni et al., 1986). Sin 

embargo, en peces altriciales, la presencia de las glándulas gástricas y síntesis del jugo 

gástrico no es alcanzada antes de semanas después de la eclosión. En el presente estudio la 

actividad de la pepsina incrementó a lo largo del desarrollo larval y alcanzó su máxima 

actividad al día 30 (689.1 UTA; 11.71 ± 1.59 mm LE) en que hubo un aumento en 5 veces 

desde su primera detección en el día 15 (344.55 UTA). Esto podría indicar un estado de 

maduración digestiva de las larvas, desde un punto de vista morfológico o fisiológico 

debido a la formación de un estómago funcional, con glándulas gástricas y la actividad de 

la pepsina. Al inicio de la metamorfosis, la actividad tríptica disminuye, ya que está siendo 

reemplazada en parte por la actividad de la pepsina en el estómago en desarrollo 

(Rønnestad et al., 2013). Otro indicador de maduración digestiva observado fue el patrón 

enzimático de la tripsina y quimotripsina, ambas con digestión en ambiente alcalino, 

redujeron drásticamente para ser reemplazadas por una digestión ácida cuando la actividad 

de la pepsina aumentó. La continua disminución 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 

digestión proteolítica ha cambiado de tripsina a pepsina y el estómago se volvió funcional 

(Ma et al., 2014). El mismo patrón fue observado en S. lalandi, los autores no midieron la 

pepsina en su estudio, pero sugieren que la tripsina es más activa en las larvas de peces y 

esta actividad alcalina disminuye después de la formación de las glándulas gástricas (Chen 
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et al., 2006b), esto sugiere que, en este estadio, las larvas de S. rivoliana están aptas para 

digerir proteínas más complejas que tan solo oligopeptidos e hidrolizados. 
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Tabla IX. Detección de la actividad enzimática digestiva en diferentes especies de peces marinos carnívoros. 
Especie Enzima Autores 

 
α-Amilasa Lipasa Tripsina Quimotripsina Pepsina 

Fosfatasa 
Alcalina 

 

S. rivoliana 114.85 UTA Eclosión Eclosión 69.91 UTA 344.55 
UTA 

Eclosión Presente estudio 

S. lalandi Eclosión 48 UTA Eclosión NA NA Eclosión Chen et al. 2006 
Trachinotus ovatus 84 UTA Eclosión 84 UTA NA 420 UTA NA Ma et al. 2014 
Argyrosomus regius 40 UTA 60 UTA Eclosión NA 315 UTA Eclosión Suzer et al. 2013 
Totoaba macdonaldi NA NA 24 UTA 24 UTA 432-480 

UTA 
NA Galaviz et al. 2015 

Atractoscion nobilis Eclosión 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 
maculatofasciatus 

Eclosión Eclosión Eclosión Eclosión 277.2 UTA Eclosión Alvarez-González et 
al. 2008 
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Por otro lado, las actividades específicas de la tripsina, lipasa y fosfatasa alcalina, 

fueron detectadas al momento de la eclosión; sin embargo, un aumento acentuado de 

estas enzimas fue observado después de la primera alimentación. En el caso de la 

actividad de la quimotripsina y de la α-amilasa, solamente fueron detectadas después de 

la primera alimentación. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, las enzimas 

pancreáticas juegan un papel importante en los primeros días de desarrollo de las larvas, 

estuvieron presentes incluso antes de la apertura de la boca y es posible inferir que las 

proteínas y los lípidos son la principal fuente de energía en esta etapa. Entre las 

diferentes enzimas digestivas pancreáticas, las enzimas proteolíticas son particularmente 

significantes en las primeras etapas de vida de los peces ya que estos carecen de un 

estómago funcional con su proteasa ácida, la pepsina (Rønnestad et al., 2013). La 

tripsina es probablemente la enzima clave en la regulación y el inicio de procesos 

digestivos en peces jóvenes (Hjelmeland y Jorgensen, 1985). En S. lalandi la actividad 

de tripsina se detectó a un nivel bajo al momento de la eclosión y aumentó bruscamente 

a los 5 DPE (120 UTA), después de la primera alimentación (Chen et al., 2006). El 

mismo patrón es observado en S. rivoliana que alcanzó un pico de actividad dos días 

después de la primera alimentación con una actividad máxima al día 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 páncreas y secretada como 

quimotripsinógeno en el lumen intestinal. La quimotripsina muestra un patrón de 

actividad específico del sustrato como la tripsina e hidroliza enlaces peptídicos en el 

lado carboxilo de las cadenas laterales aromáticas de tirosina, triptófano y fenilalanina y 

de grandes residuos hidrófobos 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 alimentación en larvas de S. rivoliana; y luego aumentaron abruptamente al día 

5 (114.85 UTA; 3.51 ± 0.18 mm LE) alcanzando su mayor pico de actividad a lo largo 

del desarrollo. La relación de actividad (tripsina:quimotripsina) podría indicar hasta qué 

punto la quimotripsina es activada por la tripsina. A su vez podría indicar el potencial 

de crecimiento de las larvas de peces, mayor la relación tripsina:quimotripsina, mayor 

es la tasa de absorción de aminoácidos esenciales para la síntesis proteica y potencial 

crecimiento (Lazo et al., 2011). En el caso de S. rivoliana, la relación 
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tripsina:quimotripsina tuvo un promedio de 7:1 en el valor total de la actividad 

específica a lo largo del desarrollo. Además, algunos autores han sugerido utilizar la 

relación tripsina:quimotripsina como un buen indicador de la condición 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 α-amilasa cataliza la endohidrólisis de los enlaces (1 → 4) -α-D-glucosídicos en 

polisacáridos que contienen tres o más unidades de D-glucosa unidas (1 → 4) –α. La 

actividad específica de la amilasa no fue detectada hasta el día 5 (114.85 UTA), dos días 

después de la primera alimentación. En este punto, la actividad aumentó bruscamente 

con un pico en el día 15 (344.55 UTA) y disminuyó, hasta el punto de no detección de 

la actividad, al día 25 (574.25 UTA; 7.50 ± 1.11 mm LE). Como observado en este 

estudio, el patrón más común descrito para la actividad específica determinada 

bioquímicamente es un alto nivel después de la primera alimentación que tiende a 

disminuir durante las siguientes semanas a medida que avanza el desarrollo (Rønnestad 

et al., 2013). El mismo patrón 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 disminución 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-González et al., 2008) y Thunnus 

orientalis (Murashita et al., 2014). Cahu y Zambonino (2001) sugieren que la 

disminución en la actividad específica 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 vitelínica y 

después del inicio de la alimentación exógena (Rønnestad et al., 2013). Este puede ser 

un mecanismo programado para asegurar niveles suficientes de esta enzima para estar 

lista para la digestión al comienzo de la alimentación exógena (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 proteínas y los lípidos se catabolizarán en 

busca de energía y proporcionarán intermedios metabólicos para la síntesis de otros 



91 
 

compuestos biológicamente importantes (Wilson, 1994). La fuente de carbohidratos en 

el estadio larval es proporcionada por el glucógeno de las presas vivas y las emulsiones 

de enriquecimiento, sin embargo, estos productos tienen poca cantidad de carbohidratos 

y altos niveles de proteínas y lípidos. Se ha formulado la hipótesis de que su nivel 

relativamente alto de actividad está relacionado con la necesidad de digerir de manera 

eficiente las posibles fuentes de carbohidratos con el fin de optimizar el balance de 

energía obtenido de los alimentos, necesario para dar soporte al rápido crecimiento en 

este período crítico (Rønnestad et al., 2013). En general, los peces de agua dulce y de 

aguas cálidas parecen digerir los carbohidratos más efectivamente que los peces 

marinos y de agua fría. Esta diferencia puede estar relacionada con la cantidad relativa 

de actividad de amilasa presente en el sistema digestivo de varias especies (Wilson, 

1994); además, S. rivoliana es considerado una especie carnívora obligatoria, así que es 

razonable concluir que a medida que aumenta la complejidad epitelial del intestino, 

también aumentan la digestión de lípidos y proteínas, y al mismo tiempo disminuye la 

capacidad de digestión de carbohidratos (Kim et al., 2001). 

La lipasa está típicamente asociada con el catabolismo lipídico del vitelo para 

proporcionar energía para las larvas en desarrollo antes del inicio de la alimentación 

exógena (Martínez-Lagos et al., 2014). Esta enzima juega un papel importante en la 

digestión de lípidos, hidrólisis de los enlaces éster de triacilglicerol a monoacilglicerol 

(MAG) y ácidos grasos libres (FFA) (Campoverde et al., 2017). En S. rivoliana la 

presencia de lipasa fue observada al momento de la eclosión, lo mismo observado en las 

larvas de T. ovatus (Ma et al., 2014). En esta etapa, parece que los lípidos son la 

principal fuente de energía metabólica y este mecanismo podría estar regulado 

genéticamente. El pico en la actividad en el inicio de la alimentación exógena y antes 

del agotamiento completo del saco vitelino y gota de aceite indica que, como en muchas 

especies de peces, la lipasa está activa durante la absorción de la gota de aceite y la 

transición completa a la alimentación exógena, siendo relevante para la digestión de 

altos niveles de triacilglicerol presente en el alimento vivo enriquecido (Campoverde et 

al., 2017). El catabolismo lipídico durante los primeros días solo puede ser realizado 

por esterasas; cuando el sistema digestivo está completamente desarrollado, la digestión 

de los lípidos se apoya en las lipasas verdaderas (Alvarez-González et al., 2008). En el 

presente estudio, el aumento de la actividad de la lipasa después de la primera 



92 
 

alimentación podría estar relacionado con la aparición del páncreas 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 información 

limitada sobre la actividad de la lipasa a lo largo del desarrollo larvario, porque la 

aparición progresiva de las lipasas pancreáticas 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 hidrólisis de fosfatos inorgánicos para ser 

utilizados en la producción de energía; la segunda es en el transporte de nutrientes a 

través de las membranas en las células (proceso de absorción) (Alvarez-González et al., 

2008). La actividad de la fosfatasa alcalina fue detectada al momento de la eclosión; 

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 eclosión. El pico máximo de 

actividad fue alcanzado en el momento de la primera alimentación al día 3 (68.91 UTA; 

3.62 ± 0.06 mm LE). El aumento de la actividad durante los primeros días después de la 

eclosión podría estar correlacionado con el rápido desarrollo de la mucosa intestinal 

caracterizada por el crecimiento en longitud y pliegues (vellosidades) del intestino, su 

torsión 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 

maduración normal de los enterocitos en el desarrollo de larvas de peces, y también en 

otras especies, incluidos los mamíferos (Zambonino-Infante y Cahu, 2001).  En el 

presente estudio, la actividad específica fue menor en las larvas de mayor edad que en 

las más jóvenes. La disminución y estabilización de la actividad específica para las 

enzimas del borde de cepillo en peces de mayor edad se puede explicar principalmente 

por el incremento de proteínas tisulares en las larvas en crecimiento y no corresponde a 

una disminución en la cantidad de enzimas digestivas o cambios en la dieta (Cahu y 

Zambonino, 2001; Solovyev et al., 2016). Una revisión reciente (Gisbert et al., 2017), 

mostró que el método de detección de fosfatasa alcalina puede estar mal interpretado ya 

que esta enzima está presente en diferentes tejidos del animal como el intestino, riñón, 

hígado y hueso, sugiriendo que el resultado de esta enzima puede ser sesgado, 

especialmente cuando los análisis 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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común observar en diferentes estudios la disminución de la actividad específica de la 

fosfatasa alcalina a través del desarrollo de las larvas, ya que estas aumentan su 

composición corporal como observado con S. lalandi (Chen et al., 2006), Paralichthys 

californicus (Alvarez-González 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 patrón que en otras especies de peces marinos, incluida la especie 

más cercana estudiada, S. lalandi. Debido a estos datos, se refuerza el período de destete 

sugerido (20 DPE) presentado previamente sobre el desarrollo del tracto digestivo de S. 

rivoliana ya que las glándulas gástricas y la actividad de la pepsina están presentes, así 

como el aumento de la actividad de la pepsina, la disminución de las actividades de 

tripsina y quimotripsina y la no detección de α-amilasa indican el estado de maduración 

digestiva de las larvas. 

 

8.4.2 Crecimiento y supervivencia 

 

El uso de la levadura D. hansenii afectó 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 día 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 llevó en consideración la longitud estándar. 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 presentó 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 -1). Cabe 

mencionar que en el presente trabajo la densidad de larvas fue de 80 larvas L -1, lo que 

demuestra la ventaja del uso de D. hansenii como probiótico en larvas de S. rivoliana, y 

sus beneficios en sistemas intensivos de cultivo. 
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El efecto positivo del uso de probióticos en el crecimiento y supervivencia de larvas y 

juveniles de peces ha sido demostrado en diferentes estudios (Burgoin, 2015; Frouël et 

al., 2007; Leyton et al., 2017; López et al., 2016; Suzer et al., 2008; Tovar-Ramírez et 

al., 2002, 2004). En este sentido, Leyton et al. (2017), utilizando rotíferos y Artemia 

como vectores de la bacteria Pseudoalteromonas sp, observaron una supervivencia del 

16% y 7%, en el tratamiento con el probiótico y control, respectivamente. En el 

crecimiento también observaron que las larvas tratadas con la bacteria probiótica 

presentaron longitud final de 7.5 mm, y las del control presentaron 4.4 mm. Los autores 

atribuyen los resultados positivos a que los prebióticos pueden mejorar la digestión del 

alimento y confiere protección contra bacterias dañinas a través de mecanismos como la 

exclusión competitiva vía la producción de ácidos orgánicos, peróxido de hidrogeno 

entre otros compuestos. Por su parte, Askarian et al. (2011) utilizando diferentes 

tratamientos con bacterias acido-lácticas en juveniles de los esturiones Acipenser 

persicus y Huso huso, observaron una mayor tasa de crecimiento específico (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 probióticos. 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 relación al control, además los autores relacionaron el crecimiento 

a una mayor expresión de los genes igf1 y igf2, lo que es similar a lo observado por 

Carnevali et al. (2006) en que probaron el efecto de bacterias acido lácticas en el 

crecimiento y expresión del igf1 en juveniles de D. labrax; los juveniles tratados con las 

bacterias probioticas tuvieron mayor crecimiento y mayor expresión de igf1 cuando 

comparados con el control; sin embargo, en el presente estudio esta relación no fue 

confirmada una vez que aunque el tratamiento con el probiotico resultó en mayor 

crecimiento para larvas de S. rivoliana, la expresión de estos genes no se vio alterada 

por el uso de la levadura.  

En la investigación de Tovar-Ramírez 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-Ramírez 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 actúan en baja concentración.  Sin embargo, la dosis de inclusión del 

probiótico es importante ya que en el tratamiento con mayor concentración (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 depresión en el crecimiento 

debido a los altos niveles de putrescina, que ya había sido reportado en estudios con 

pollos (Smith, 1990). 

 

8.4.3 Maduración del sistema digestivo 

 

El uso de la levadura D. hansenii en larvas y juveniles de peces fue reportado en 

diversos estudios, pero la mayoría son como inmunoestimulantes, sin embargo, pocos 

estudios han relacionado el uso de D. hansenii con la maduración del tracto digestivo de 

peces son abordados (Burgoin, 2015; Tovar-Ramírez et al. 2002, 2004). De esta 

necesidad de conferir la maduración digestiva, surgió la idea de usar levaduras 

productoras de poliaminas como probióticos en larvas de S. rivoliana. 

Al día 15, no hubo diferencias en la actividad enzimática de enzimas digestivas entre las 

larvas tratadas con levadura y el control; sin embargo, las larvas tratadas con levadura 

en el día 30, además de presentaren mayor crecimiento también presentaron mayor 

actividad enzimática tipo pepsina, fosfatasa alcalina y amilasa. En este aspecto, muchos 

estudios se han enfocado más específicamente en la detección de enzimas pancreáticas 

antes de la primera alimentación; la maduración enzimática del borde de cepillo y la 

detección de la actividad de la pepsina en los peces con estómago indica la transición al 

modo de digestión juvenil, que es igual a aquella de los adultos de la especie a estudiar 

(Yúfera et al., 2018). 

En el presente estudio las larvas tratadas con la levadura probiótica 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-Ramírez 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 carnívoros la 

disminución de la α-amilasa en prejuveniles es un indicador de maduración del tracto 

digestivo; sin embargo, la detección de la α-amilasa en larvas de 30 días 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 α-

amilasa hidrolizó tanto almidón como glucógeno de los alimentos suministrados. Lo 

anterior permite sugierir que las larvas movilizaron sus reservas de glucógeno para 

utilizarlas como energía y debido a eso obtuvieron un mejor aprovechamiento de sus 

reservas y mayor crecimiento cuando se les alimentó con la levadura. 

En relación a la actividad de actividad tipo pepsina, según Yúfera et al. (2018), los 

peces pueden presentar una actividad precoz, mediana o tardía dependiendo de la 

especio y su desarrollo ontogenético. En este sentido, se sabe que las especies precoces 

están mejor preparadas para desarrollar una digestión efectiva de proteínas en las 

primeras etapas de desarrollo y esto debe ser estimulado por un comportamiento similar 

de otras enzimas también involucradas en el proceso de digestión (Yúfera 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 estómago 

funcional en que hay aumento de la capacidad digestiva del sistema gastrointestinal 

debido a la producción de pepsina y ácido clorhídrico por las glándulas gástricas, lo que 

implica el establecimiento de la digestión ácida y, en consecuencia, una digestión 

extracelular de proteínas más eficiente, mejorando la digestión intracelular en el 

intestino posterior (Galaviz et al., 2012), incrementando el crecimiento de la larva. Es 

así que el interés de muchos investigadores en esta enzima digestiva está relacionada al 

hecho de que su secreción ha sido asociada con el proceso de morfogénesis (Govoni et 

al., 1986), considerando este periodo como la transición de larva a juvenil desde el 

punto de vista digestivo.  

Una mayor maduración intestinal fue observada en las larvas tratadas con la levadura, 

donde la actividad de la fosfatasa alcalina fue más alta que las larvas del tratamiento 

control. Lo mismo fue observado por Tovar-Ramírez et al. (2004) cuando utilizaron D. 

hansenii como suplemento en el alimento de larvas de D. labrax. Además, 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 presentó mayor actividad de esta enzima.  

Asimismo, estos resultados con relación al incremento de la fosfatasa alcalina, también 

se han relacionado a un incremento de la capacidad inmonológica la cual incremente los 

efectos antagónicos de las levaduras contra posibles bacterias patógenas. En este 

sentido, Goldin (1998) afirmó que tanto el aumento de la digestibilidad de nutrientes y 

el control de la infección a través de efectos antagónicos son los responsables del 

aumento de peso. Este fenómeno puede deberse a la sustitución de agentes microbianos 

depresivos que dificulta el crecimiento; en ausencia de estímulo antigénico 

proporcionado por bacterias patógenas, las células plasmáticas libres en la mucosa se 

reducen, lo que resulta en una mejor absorción y utilización de los nutrientes (Ghosh et 

al., 2008). Es así que Askarian et al. (2011) sugieren que los principales modos de 

acción y los efectos beneficiosos de los probióticos son la prevención de los trastornos 

intestinales y la predigestión de los factores antinutricionales presentes en los 

ingredientes. Los probióticos mejoran la nutrición mediante la síntesis y aportación de 

nutrientes esenciales (vitaminas y ácidos grasos de cadena corta) y enzimas (amilasa y 

proteasa), desintoxicando los compuestos potencialmente nocivos en la alimentación y 

desnaturalizando los potenciales componentes no digeribles en la dieta (Ghosh et al., 

2008). 

Además de lo anterior mencionado, las levaduras secretan y proporcionan al hospedero 

moléculas de interés fisiológico como poliaminas, aminoácidos libres, ácidos grasos, β-

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 maduración intestinal, la conformación de las 

larvas y la estimulación del sistema inmune por una posible participación de poliaminas 

endoluminales secretadas por las levaduras en el hospedero (Navarrete y Tovar-

Ramírez, 2014). Asimismo, Tovar-Ramírez et al. (2004) sugieren que los efectos 

beneficiosos de las levaduras vivas en el desarrollo de larvas de lobina podrían 

atribuirse al papel de las poliaminas en la promoción de la maduración intestinal y el 

aumento de la capacidad de los enterocitos para absorber nutrientes. 
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8.4.4 Grado de osificación y deformidades esqueléticas 

 

Los beneficios del uso de los probióticos en el grado de osificación 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-Ramírez et al., 2004). Sin 

embargo, las causas de las deformidades esqueléticas todavía son una incógnita y 

pueden ser debido a diversos factores como infección bacteriana, factores nutricionales, 

factores ambientales y zootécnicos, y defectos congénitos, entre otros (Boglione et al., 

2013). 

El tratamiento con levadura afectó el grado de osificación e incidencia de deformidades 

en las larvas de 30 DPE de S. rivoliana de lo cual se pudo observar que la mayoría de su 

esqueleto estaba completamente osificado. Considerando esto, Tovar-Ramírez 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 arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss) con bacterias ácido lácticas o levaduras probióticas, observaron una reducción 

en la incidencia de compresión de la columna vertebral. Cabe mencionar que, en el 

presente estudio, las larvas del tratamiento control presentaron un crecimiento más 

lento, lo que concuerda con estudios previos donde se presentó el mismo patrón en los 

diferentes tratamientos en que los animales con menor crecimiento, asimismo se 

presentó una menor maduración del tracto digestivo y una mayor incidencia de 

deformidades esqueléticas (Boglino et al., 2012; Darías et al., 2010; Fernández et al., 

2008; Kjorsvik et al., 2009). Este patrón fue observado en el presente trabajo en que las 

actividades de enzimas digestivas (involucradas en la maduración digestiva) fueron más 

altas en las larvas tratadas con levadura. 

La maduración del tracto digestivo, principalmente con las enzimas del borde de 

cepillo, está directamente relacionadas al mejor desarrollo del hueso, así como 

reducción de las deformidades ya que la entrada del calcio es realizada a través del 

borde de cepillo; el paso limitante es la difusión de calcio a través de la célula intestinal; 

de esta manera, se presenta evidencia de que la adición de prebióticos o probióticos a la 
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dieta puede mejorar la absorción de calcio mediante la modulación de la microbiota 

intestinal, aumentar la síntesis de ácidos grasos de cadena corta y solubilizar el calcio 

(Kruger y Coetzee, 2013). La pared intestinal también puede verse afectada por pre y 

probióticos que aumentan la superficie de absorción (Kruger y Coetzee, 2013). La 

importancia de la microbiota intestinal en la salud ósea se ha convertido en un área de 

interés tras el descubrimiento de que la microbiota gastrointestinal tiene el potencial de 

regular la masa ósea en ratones; Aubin et al. (2005) sugieren que la causa del defecto 

del tejido óseo (síndrome de la compresión de la columna vertebral) en juveniles de 

trucha arcoíris, podría ser debido a cierta perturbación en el equilibrio fosfocálcico 

(Aubin et al., 2005; Kacem et al., 2004).  

Desde el punto de vista molecular, el tratamiento con levadura al día 30 presentó mayor 

expresión de genes involucrados en la formación de hueso y cartílago como es el caso 

de bmp2 y col1α1. Este resultado corrobora con el presentado por Patel et al. (2015) que 

al estudiar larvas de 23 DPE normales y con deformidades, identificaron la represión de 

genes como bmp2 y col1α1 en las larvas deformes.  

El gen col1a1 se expresa principalmente en tejidos conectivos y es abundante en hueso, 

córnea y dermis, y en dos tipos de células, osteoblastos y fibroblastos; las fibras de 

colágeno comprenden el 90% de las proteínas de la matriz extracelular en los tejidos 

esqueléticos y confieren la mayoría de sus propiedades físicas (Fernández et al., 2011), 

además la expresión de este gen puede explicar la sobreexpresión del gen pcna una vez 

que en estudio realizado por Estévao et al. (2011) en que al observar la secreción de 

colágeno del tipo 1, las células mesenquimales positivas a PCNA fueron detectables 

alrededor de las estructuras óseas en la dorada Sparus aurata.  

Las proteínas morfogenéticas óseas (BMP) son citoquinas muy potentes pertenecientes 

de la superfamilia de Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-β) que inducen la 

formación de hueso y cartílago, sus principales funciones son inducir la diferenciación 

de las células mesenquimales hacia el linaje de los osteoblastos y promover la 

maduración y función de estos (Milat y Ng, 2009; Nishimura et al., 2012).  

Adicionalmente, el análisis molecular coincidió con el análisis de transparentación ósea 

en que las larvas tratadas presentaron menor incidencia de deformidades en la columna 

vertebral y un mayor grado de mineralización ósea en el cráneo y en el complejo caudal. 
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8.4.5 Aproximación transcriptómica 

  

El estudio transcriptómico de la especie S. rivoliana no ha sido reportado anteriormente, 

además de no haber registro del genoma ensamblado. En este estudio se realizó el 

transcriptoma de novo para identificar procesos involucrados en la maduración digestiva 

y mineralización ósea e incidencia de deformidades esqueléticas mediante el uso de la 

levadura D. hansenii como probiótico en los días 15 y 30 DPE. Estudios 

transcriptomicos con las epecies cercanas S. lalandi y S. quinqueradiata, con la 

intención 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 número de protéinas con término ontológico (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 proteínas con término ontológico 

asignado (Patel et al., 2015), estos autores atribuyen la poca cantidad de protéinas con 

GO asignados a la limitación de la base de datos de proteínas NCBI nr, que no tiene una 

anotación 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 

metabólicas. Las principales rutas son: con 7 genes (Biosíntesis de metabolitos 

secundarios, fagosoma, vía de señalización de quimioquinas); con 6 genes (invasión 

bacteriana, Regulación del Citoesqueleto de Actina, Adhesión Focal) y con 5 genes 

(Síntesis, Secreción y Acción de la Hormona Paratireoidea, Via de Señalización de 

RAS, Tight Junction).  

Yasuike et al. (2018) diseccionaron el estómago, intestino y rectum a fin de comprender 

la digestión y absorción de nutrientes en S. quinqueradiata. Identificaron cuatro genes 

que codifican pepsinógenos, que activados, en condiciones ácidas, dan lugar a la 

pepsina, fueron expresados en el estómago, sin embargo, para S. rivoliana lo que se 

pudo verificar fue el gen que codifica para la Pepsina A, además de presentar mayor 

expresión en larvas tratadas con la levadura, esto puede explicar una mayor actividad 

observada de esta enzima en las larvas tratadas con levadura. Además de la pepsina, 
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genes involucrados en la digestión y maduración digestiva como es el caso de la entk 

(enteroquinasa) y ppb (fosfatasa alcalina) estuvieron sobrerepresentados en las larvas 

del tratamiento con levadura.  

Además de estos genes, se observó sobreexpresión en las larvas tratadas con la levadura 

en relación 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 (cyp24a1), 

Protooncogén Raf-1, serina / treonina quinasa (raf), Factor potenciador específico de 

miocitos 2C (mef2c), Proteína de unión a GTP relacionada con Rho/RhoA-C (rhoa) y 

Proteína 6 relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (lrp6), éstos 

directamente relacionados con la formación ósea y regulación de la masa ósea; y el gen 

cyp27a. 

El gen raf codifica a una enzima parte de la vía metabólica Proteína quinasa activada 

por mitógeno regulada extracelularmente (ERK). En estudio realizado por Provot et al. 

(2008), demostraron que este gen fue altamente expresado en condrocitos hipertróficos 

maduros. Los autores sugieren que es posible que raf sea responsable de la activación 

de ERK en el desarrollo endocondral y que esta activación pueda cumplir una función 

importante en la diferenciación hipertrófica de los condrocitos. La proteína rhoa es una 

pequeña proteína GTPasa de la familia Rho. El gen que codifica para esta proteína 

participa en diferentes procesos celulares como control transcripcional, organización de 

actina, desarrollo celular y mantenimiento del ciclo celular, siendo componente 

importante en la señalización de la hormona paratiroidea en las células osteoblásticas 

(Radeff et al., 2004).  El gen mef2c es un factor de transcripción comúnmente asociado 

al desarrollo y diferenciación del corazón y musculo esquelético. Sin embargo, Stephens 

et al. (2011) demuestran que la expresión del gen mef2c es regulada dinámicamente 

durante la diferenciación de osteoblastos y que el silenciamiento de este gen se asocia 

con disminuciones altamente significativas en la actividad de la fosfatasa alcalina, 

expresión génica osteoblástica y mineralización de la matriz extracelular, demostrando 

el importante rol en la diferenciación de osteoblastos. El 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 regulación estricta del calcitriol y, por lo tanto, 



102 
 

en el control de la degradación intracelular de este y en el mantenimiento de la calcemia 

normal y la salud ósea (Veldurthy et al., 2016). Además, el calcitriol aumenta 

significativamente la expresión de lrp5, un producto génico que estimula la 

proliferación de osteoblastos a través de la señalización canónica Wnt y por lo tanto, es 

anabólico para el hueso (Milat y Ng, 2009). 
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Figura 32. Ruta metabólica de la hormona paratiroidea. Genes sobreexpresados (rojo) en el tratamiento con levadura (KEGG). 
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9. CONCLUSIONES 

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

2. El estudio morfo-fisiológico del tracto digestivo de las larvas durante su ontogenia 
inicial proporcia información básica para el desarrollo de mejores técnicas de 
larvicultivo 

3. El inicio del período del destete óptimo es alrededor de los 20 días post-eclosión 
con temperatura de cultivo de 24 °C. 

4. D. hansenii CBS 8339 es una opción viable como probiótico para mejorar la 
producción de larvas de S. rivoliana, ya que incrementa el crecimiento, 
supervivencia, y maduración del tracto, además reduce las deformidades 
esqueléticas. 

5. Se pudo demostrar la salud del intestino del pez alimentado con la levadura 
observado con análisis histológicos y producción de mucinas. 

6. El análisis transcriptómico mostró un panorama general de la respuesta fisiológica 
de larvas de S. rivoliana por el efecto de la levadura, además de información sobre 
el desarrollo de esta especie que servirá de herramienta para estudios posteriores. 

9.1 Prospección a futura investigación 
 

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

2. Analizar a través de microscopia electrónica la adhesión de la levadura en el tracto 
gastrointestinal de la larva de S. rivoliana. 
 

3. Realizar estudios de metagenómica 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. 
 

4. Hacer análisis genético funcional a través de RNA de interferencia o edición 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 probiótico utilizado en este trabajo es la levadura marina D. hansenii CBS 8339 que fue 

aislada del intestino de trucha arco-íris (Andlid et al., 1995). 

Medio de cultivo para la levadura 

Para escalar la producción de levaduras, fue necesario reactivarlas en medio líquido YPD 

(Yeast extract-Peptone-Dextrose, Sherman, 1991). De acuerdo a las concentraciones de la 

tabla A. 

Tabla A. Composición del medio líquido YPD. 

Ingredientes Proporción (%) 

Glucosa 2 

Peptona 1 

Extracto de Levadura 0.5 

Agua destilada 96.5 

 

 

La solución fue mezclada en matráz Erlenmeyer de 2 L con ayuda de agitador magnético. 

La esterilización del medio de cultivo fue realizada en autoclave a 121° C, 15 lb de presión 

durante 20 minutos. Fue adicionado al medio de cultivo una porción de levadura, incubada 

a 30° C y 150 rpm, durante 24 h. Las células fueron recuperadas en una centrífuga de flujo 

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